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Abstrakt  

 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra farmakologie a toxikologie  

 

Kandidátka:     Mgr. Lucie Jirásková 

Školitel:    doc. PharmDr. Lukáš Červený, Ph.D. 

Název disertační práce:  Interakce membránových transportérů s léčivy 

v placentě a duktálním adenokarcinomu pankreatu 

 

Membránové transportéry jsou přítomny napříč celým organismem a zastávají řadu 

vitálně důležitých funkcí. Významnými zástupci membránových transportérů jsou p-

glykoprotein (ABCB1), breast cancer resistance protein (ABCG2) a multidrug resistance-

associated protein 2 (ABCC2) patřící do rodiny ATP-biding cassette (ABC) transportérů. Dalšími 

důležitými zástupci jsou nukleosidové transportéry, které patří do rodiny Solute Carriers (SLC) 

transportérů. V poslední době je sledována jejich důležitost ve farmakokinetice léčiv a vzniku 

rezistence k protinádorové terapii. V rámci této disertační práce jsme se uvedeným 

transportérům (zejména nukleosidovým) věnovali komplexně. Podařilo se nám popsat expresní 

profil nukleosidových transportérů v placentě v různých fázích gestace. Dále jsme sledovali, zda 

se exprese nukleosidových transportérů mění v závislosti na míře diferenciace trofoblastu či 

může být ovlivněna epigeneticky a popsali důležitost cAMP/proteinkináza A signalizační dráhy 

v jejich regulaci. Z pohledu farmakokinetického jsme zjistili, že z placentárních nukleosidových 

transportérů ekvilibrativní nukleosidový transportér 1 signifikantně usnadňuje materno-fetální 

přestup nukleosidových analogů anti-HIV abakaviru a anti-HCV ribavirinu, nicméně neovlivňují 

placentární kinetiku anti-HIV léčiv emtricitabinu a zidovudinu. Podobně ABC transportéry 

zajišťující v placentě aktivní ochranu plodu nesnižovaly materno-fetalní transfer ribavirinu. 

Zabývali jsme se i rolí ekvilibrativního nukleosidového transportéru 1 ve farmakorezistenci 

duktálního adenokarcinomu pankreatu vůči adjuvantnímu podávání gemcitabinu. V rámci naší 

kohorty pacientů se nám nepodařilo potvrdit korelaci mezi expresí ekvilibrativního 

nukleosidového transportéru 1 a přežíváním pacientů. Obdobný výsledek jsme pozorovali i při 

analýze dalších potenciálních prognostických markerů homologní protein 3 pro neurogenní 

lokus (NOTCH3) a mikroRNA 21 (miR-21). Naše data a publikované práce přinesly řadu poznatků 



 
 

o regulaci nukleosidových transportérů a jejich zapojení do farmakokinetiky léčiv a rozšířily také 

znalost o zapojení ABC transportérů v placentární kinetice nukleosidových analogů. 

  



 
 

Abstract  

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Pharmacology and Toxicology  

  

Candidate:    Mgr. Lucie Jirásková  

Supervisor:     doc. PharmDr. Lukáš Červený, Ph.D.  

Title of doctoral thesis:  Interactions of membrane transporters with drugs in 

the placenta and pancreatic ductal adenocarcinoma 

 

Membrane transporters are found throughout the body, where they are responsible for 

many vital functions. Important representatives of membrane transporters are P-glycoprotein 

(ABCB1), Breast cancer resistance protein (ABCG2) and multidrug resistance-associated protein 

2 (ABCC2) belonging to the ATP-biding Cassette (ABC) family. Nucleoside transporters belonging 

to Solute Carriers family (SLC) transporters represent another important group. It has been well 

evidenced that these transporters also affect drug disposition and contribute to tumor 

resistance to anticancer therapy. Over working on this dissertation thesis, we investigated the 

mentioned transporters (with special focus on nucleoside transporters) in complex fashion. We 

described the expression profile of nucleoside transporters in the placenta at different stages of 

gestation. We also examined whether the expression of nucleoside transporters changes 

depending on the degree of differentiation or can be affected epigenetically, and we 

demonstrated the importance of the cAMP / protein kinase A signaling pathway in their 

regulation. Regarding drug disposition, we found that placental equilibrative nucleoside 

transporter 1 significantly facilitates mather-to-fetus transfer of nucleoside-derive drugs, anti-

HIV abacavir and anti-HCV ribavirin, but do not affect placental kinetics of anti-HIV drugs, 

emtricitabine and zidovudine. Similarly, ABC transporters providing fetal protection did not 

reduce maternal-fetal transfer of ribavirin. We also addressed the role of equilibrative 

nucleoside transporter 1 in the chemoresistance of pancreatic ductal adenocarcinoma to 

adjuvant gemcitabine therapy. Within our cohort of patients, we were unable to confirm the 

correlation between equilibrative nucleoside transporter 1 expression and patients’ survival. We 

achieved a similar result in the analysis of other potential prognostic markers neurogenic locus 

notch homolog protein 3 (NOTCH3) and microRNA 21 (miR-21). Our data and published studies 



 
 

have broadened knowledge on the regulation of nucleoside transporters and their involvement 

in drug pharmacokinetics, as well as they evidenced lacking involvement of ABC transporters in 

the placental kinetics of nucleoside analogs. 
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1 SEZNAM ZKRATEK    

ABC    ATP-vázající transportéry (z angl. ATP-binding Cassette)  

ABCB1    P-glykoprotein (P-gp), MDR1 

ABCC2    z angl. Multidrug Resistance-associated Protein 2, MRP2 

ABCG2     z angl. Breast Cancer Resistance Protein, BCRP 

ATP    adenosintrifosfát 

ATRA    all-trans retinoic acid (tretinoin) 

ART kombinovaná antiretrovirová terapie  

(z angl. combination antiretroviral therapy) 

CCR5    inhibitory C-C chemokinového receptoru 5 

CNTs koncentrační nukleosidové transportéry  

(z angl. Concetrative Nucleoside Transporters) 

dCK deoxycitidinkináza 

DNMT DNA metyltransferáza 

dNTP deoxyribonukleotid 

DSS     nádorově specifické přežití (z angl. Disease-Specific Survival) 

ENTs ekvilibrativní nukleosidové transportéry  

(z angl. Equilibrative Nucleoside Transporters) 

GEM    gemcitabin 

HDAC    histondeacetyláza 

HDACi    inhibitory histondeacetyláz 

HIV  virus lidské imunitní nedostatečnosti  

(z angl. Human Immunodeficiency Virus) 

HUGO projekt mapování lidského genomu  

(z angl. Human Genome Organisation) 

INSTIs    inhibitory integrázy (z angl. Integrase Strand Transfer Inhibitors) 
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MATE     z angl. Multidrug and Toxin Extrusion Proteins 

miR-21    mikroRNA 21 

MVM vezikuly z izolované mikrovilózní membrány 

(z angl. Microvillous Plasma Membrane) 

NNRTIs nenukleosidové inhibitory reverzní transkriptázy  

(z angl. Non-nucleoside Reverse Trancriptase Inhibitor) 

NOTCH3 homologní protein 3 pro neurogenní lokus  

(z angl. Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 3) 

NRTIs nukleosidové inhibitory reverzní transkriptázy  

(z angl. Nucleoside/Nucleotide Reverse Transcriptase Inhibitor) 

NTs    nukleosidové transportéry 

OAT  transportéry pro přenos organických aniontů  

(angl. Organic Anion Transporter) 

OATP  transportní polypeptidy pro přenos organických aniontů  

(z angl. Organic Anion-Tranporting Polypetides)  

OCT  transportéry pro přenos organických kationtů  

(z angl. Organic Cation Transporter)  

PDAC duktální adenokarcinom pankreatu  

(z angl. Pancreatic Ductal Adenocarcinoma) 

PKA proteinkináza A  

PIs inhibitor proteázy (z angl. Protease Inhibitors) 

RAR     z angl. Retinoic Acid Receptor 

RRM1    podjednotka M1 ribonukleotid-reduktázy 

RRM2     podjednotka M2 ribonukleotid-reduktázy 

RXR     z angl. Retinoid X Receptor 

SLC    Solute Carrier rodina transportérů 

TDF    tenofovir disoproxil fumarát 
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TFV    tenofovir 

WHO Mezinárodní zdravotnická organizace  

(z angl. World Health Organization) 
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2 ÚVOD 

Buněčné membrány ohraničují jednotlivé buňky a organely, zajišťují komunikaci 

s okolím a jsou zapojeny do metabolických a transportních procesů. Aby toto bylo možné, jsou 

membrány vybaveny transportními systémy, zahrnující membránové transportéry. 

Membránových transportérů je velké množství typů a jsou různým stupněm specializovány pro 

transport specifických molekul a zajišťování různých fyziologických procesů včetně absorpce a 

distribuce živin. Některé transportéry naopak zajišťují protekci celého organismu/citlivých tkání 

tím, že zpomalují absorpci, omezují distribuci a urychlují exkreci potenciálně nebezpečných látek 

včetně xenobiotik. 

Historie výzkumu membránového transportu sahá do 30. let 20. století (po objevení 

lipidové dvojvrstvy vědci Gorterem a Grendelem v roce 1925), kdy byl autory Osterhount et al. 

popsán iontový transport spřažený s membránovým proteinem. V druhé půlce 20. století se pak 

dále prohlubovaly poznatky o mechanismech membránového transportu [1] a membránové 

transportéry se staly tématem základního i aplikovaného výzkumu; 1.4.2020 bylo nalezeno 

v databázi PubMed téměř čtvrt milionu vědeckých publikací (klíčová slova: „MEMBRANE 

TRANSPORTERS and HUMANS”). V roce 1975 byl pak v laboratoři Viktora Linga objeven první 

transportér důležitý pro transport léčiv, P-glykoprotein [2]. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Membránové transportéry 

Membránový transport je soubor mechanismů umožňující iontům, vitálně důležitým 

látkám či léčivům překonat buněčnou membránu. Transport přes biologické membrány a bariéry 

je jedním z nejdůležitějších faktorů ovlivňující absorpci, distribuci a exkreci látek. Řada látek 

přestupuje přes membránu pasivní difúzí bez spotřeby energie po směru koncentračního spádu, 

avšak u mnoho látek je jejich přenos zprostředkován usnadněnou difúzi či aktivní transportem. 

Pro usnadněnou difúzi je charakteristická účast obousměrného membránového transportéru a 

přenos látky ve směru koncentračního gradientu, tedy bez spotřeby energie. Aktivní transport 

je jednosměrný, probíhá proti koncentračnímu gradientu a je závislý na dodávce energie ve 

formě ATP. Aktivní transport dále dělíme podle hnací síly na primární a sekundární. Primární 

aktivní transport využívá energii přímo z hydrolýzy ATP. Sekundární aktivní transport neboli 

kotransport využívá jako hnací sílu elektrochemický gradient vytvořený transportem jiné částice, 

může tak docházet k symportu či antiportu částic [3]. Mechanismy membránového transportu 

jsou znázorněny na obrázku 1. 

Membránové transportéry jsou integrální membránové proteiny, které se dělí podle 

směru transportu substrátů na jednosměrné influxní (transport do buňky), efluxní (transport ven 

z buňky) a obousměrné. Buňce mohou sloužit k přijímání důležitých látek, jako jsou např. 

minerály, vitamíny, aminokyseliny, cukry a nukleosidy nebo naopak k vylučování toxických látek 

a produktů metabolismu. V lidském genomu bylo dle HUGO GeneNomenclature Committee 

identifikováno více než 400 membránových transportérů, které jsou v současné době rozděleny 

do dvou významných rodin, a to na ATP-binding cassette (ABC) a Solute-carrier (SLC) [4]. 

V následujících kapitolách budou, s ohledem na zaměření této práce, detailně popsány efluxní 

lékové ABC transportéry a nukleosidové transportéry patřící do rodiny SLC. 
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Obr. 1: Transport látek přes biologické membrány. Modré ovály znázorňují membránové 

transportéry. Červené kruhy a černé čtverce znázorňují substráty, jejich velikost odpovídá 

koncentraci. Šipky znázorňují směr transportu (po či proti koncentračnímu spádu). Převzato a 

upraveno dle [3]. 

3.1.1 ABC transportéry 

ABC transportéry, představují širokou skupinu membránových transportérů využívající 

hydrolýzy ATP (adenosintrifosfát) jako zdroj energie k efluxu substrátů z buňky nebo transportu 

látek z/do buněčných organel proti koncentračnímu gradientu [5]. V lidském těle je exprimováno 

49 ABC transportérů a dle fylogeneze je lze rozdělit do 7 podrodin A-G [2, 3]. Z hlediska 

farmakokinetiky, patří mezi nejvýznamnější, a tedy nejvíce studované ABC transportéry, P-

glykoprotein (P-gp, ABCB1, MDR1), breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) a multidrug 

resistance-associated proteiny (MRPs, ABCCs). Tyto transportéry se nacházejí v membránách 

enterocytů, hepatálních a renálních buňkách, kde modulují absorpci, distribuci a eliminaci 

substrátů, dále pak v biologických bariérách (hematoencefalická, hematotestikulární a 

placentární), kde hlavně chrání mozek a vyvíjející se plod před nežádoucími účinky xenobiotik 

[6, 7].  

3.1.1.1 P-glykoprotein (P-gp, ABCB1, MDR1) 

ABCB1 je prvním objeveným, a díky své schopnosti způsobovat mnohočetnou 

farmakorezistenci v nádorových buňkách, nejvíce probádaným ABC transportérem. ABCB1 se 

skládá ze 2 homologních aminokyselinových řetězců, z nichž každý obsahuje 6 hydrofobních 

transmembránových domén a intracelulární ATP-vázající doménu [5, 8, 9]. Substráty ABCB1 jsou 
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strukturně i funkčně velmi různorodé. Společným znakem mnoha z nich je přítomnost 

aromatické skupiny a amfifilní povaha [5]. Mezi substráty ABCB1 patří řada cytostatik, 

antiretrovirotik, antibiotik, antiarytmik či analgetik [5, 8]. ABCB1 se v lidském organismu hojně 

nachází v apikální membráně buněk tvořících zejména biologické bariéry. Hraje klíčovou roli ve 

farmakokinetice léčiv a je místem vzniku lékových interakcí [10-12]. Je často ve zvýšené míře 

exprimován v nádorových buňkách, kde může snižovat intracelulární koncentraci cytostatik, a 

tak se podílet na zvýšené rezistenci nádorové buňky k chemoterapii. Proto je dlouhodobě 

zkoumaný s cílem nalézt způsob, jak nádorovou lékovou rezistenci překonat [13, 14]. Exprese 

ABCB1 je prokázána i v lidské placentě [15]. Je lokalizován na apikální straně syncytiotrofoblastu, 

odkud pumpuje látky zpět do intervilózního prostoru obsahující krev matky a tím snižuje 

materno-fetální transfer některých látek [16].  

3.1.1.2 Breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2) 

Jak již název tohoto transportéru napovídá, poprvé byl ABCG2 izolován z karcinomu prsu 

[5]. Odlišuje se svou strukturou. Na rozdíl od ABCB1 obsahuje ve své struktuře pouze 6 

transmembránových jednotek a jednu intracelulární ATP-vázající doménu, a proto pro správnou 

funkci musí tvořit homo–dimery spojené disulfidickými můstky [5, 8, 17]. Stejně jako ABCB1 je 

ABCG2 lokalizován v apikální membráně buněk tvořících biologické bariéry [5, 17, 18]. Nejvíce je 

exprimovaný v placentárním syncytiotrofoblastu, kde se podílí na ochraně plodu tím, že stejně 

jako ABCB1 omezuje materno-fetální přestup svých substrátů. ABCG2 ovlivňuje i samotný vývoj 

placentárního syncytiotrofoblastu [19, 20]. Jeho výskyt byl potvrzen také na povrchu krevních a 

solidních nádorových buněk, kde se v součinnosti nebo nezávisle na ABCB1 podílí na vzniku 

mnohočetné lékové rezistence [17, 21]. ABCG2 vykazuje podobnou substrátovou specifitu jako 

ABCB1. Mezi jeho substráty patří např. cytostatika, antivirotika, antiretrovirotika, antibiotika, 

antidiabetika, flavonoidy, hormony a další látky [8, 22].  

3.1.1.3 Multidrug resistance-associated proteins (MRPs, ABCCs) 

Označení celé této skupiny transportérů je odvozeno ze schopnosti způsobovat 

mnohočetnou lékovou rezistenci nádorových buněk prvním objeveným transportérem této 

skupiny, a to ABCC1 [23, 24]. Strukturou jsou velmi podobné ABCB1, obsahují 12 

transmembránových domén a 2 intracelulární ATP-vázající domény, to platí pro ABCC4, 5, 8 a 9. 

ABCC1, 2, 3, 6 a 7 obsahují navíc ještě pět transmembránových segmentů s volným NH2 koncem 

[25]. ABCC transportéry mohou být, v závislosti na typu buněk, exprimovány v apikální i v 

bazolaterální membráně [23]. Typickým, bazolaterálně lokalizovaným transportérem z této 
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podskupiny je ABCC1, apikálně lokalizovaným (včetně placentární bariéry) je pak ABCC2 [24]. 

Kromě jejich role v mnohočetné lékové rezistenci, tyto transportéry zprostředkovávají transport 

mnohých endogenních i exogenních látek, a to především konjugátů s navázaným 

glutathionovým, glukuronidovým nebo sulfátovým zbytkem, za což je zodpovědný především 

ABCC2 [5, 23]. Ovlivňují farmakokinetiku některých léčiv, např. cytostatik, antivirotik, 

hypolipidemik či antiarytmik [23, 26, 27]. 

3.1.2 SLC transportéry 

Jedná se o velice rozmanitou skupinu transportérů, která čítá více než 300 zástupců, 

lokalizovaných v celé řadě tkání a orgánů, např. játra, ledviny, střeva, srdce, plíce, placenta a 

další [28]. Na rozdíl od ABC transportérů, které mají ve své struktuře hydrolytické místo pro ATP 

a mohou tak uvolněnou energii využít přímo, většina SLC transportérů patří mezi sekundárně 

aktivní transportéry. ATP dependentní přenašeč vytváří koncentrační gradient iontů, který je 

hnací silou pro transport jiné látky. Mezi nejvýznamnější podskupiny SLC transportérů patří 

transportéry pro přenos organických aniontů, OAT (organic anion transporters) a OATP (organic 

anion-transporting polypeptides), organických kationtů, OCT (organic cation transporters), 

MATE (multidrug and toxin extrusion proteins) a nukleosidů, nukleosidové transportéry (NTs). 

S ohledem na mé experimentální zaměření a publikační výstupy této práce jsou v následujících 

podkapitolách blíže popsány zástupci NTs a jejich význam ve studovaných oblastech. 

3.1.2.1 Nukleosidové transportéry 

Purinové i pyrimidinové nukleosidy jsou hydrofilní látky, které mohou jen velmi 

omezeně přestupovat přes buněčnou membránu pasivní difúzí, proto jsou nezbytné pro jejich 

vychytávání buňkou specializované membránové NTs. V poslední době se NTs věnuje čím dál 

větší pozornost, díky zjištěním, že významně ovlivňují extracelulární a intracelulární koncentrace 

nukleosidů. Nukleosidy mají nezastupitelnou roli v mnoha buněčných funkcích, a jsou proto 

považovány za regulátory buněčné homeostázy. Přirozeně se vyskytující nukleosidy dělíme na 

purinové, mezi které patří adenosin, guanosin a inosin, a pyrimidinové jako je uridin, cytidin a 

thymidin. Tyto nukleosidy slouží jako prekurzory pro syntézu nukleotidů a nukleových kyselin, 

které jsou nezbytné pro kontrolu růstu a metabolismu ve všech živých systémech, dále pak 

koenzymů (NADP a FAD) a intracelulárních signálních molekul (cAMP a cGMP). Adenosin je 

neuromodulátor, který reguluje fyziologické procesy, jako je neurotransmise a kardiovaskulární 

aktivita [29, 30], ale podílí se i na řadě patofyziologických dějích (např. pre-eklampsie či gestační 

diabetes) [31-33]. Díky nezastupitelné roli nukleosidů v syntéze nukleových kyselin jsou jejich 
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analogy klinicky využívány v léčbě solidních nádorů (např. 5-fluorouracil, gemcitabin, 

merkaptopurin, azacytidin a kladribin), virových infekcí jako je AIDS (např. lamivudin, abakavir, 

zidovudin, emtricitabin a tenofovir), hepatitida B (entekavir, adefovir a telbivudin) a hepatitida 

C (ribavirin) [34-39]. 

Dle dřívějších funkčních a kinetických studií byly ustanoveny dvě genové rodiny 

nukleosidových transportérů - SLC28A a SLC29A, kódující aktivní koncentrační nukleosidové 

transportéry (CNT; SLC28) a pasivní ekvilibrativní nukleosidové transportéry (ENT; SLC29) [40]. 

3.1.2.1.1 CNTs 

CNT transportéry zprostředkovávají aktivní jednosměrný Na+-dependentní transport 

nukleosidů a jejich derivátů do buňky. Jsou exprimovány nejčastěji na apikální straně buněčných 

membrán orgánů. Rodina těchto transportérů má tři zástupce, CNT1 (SLC28A1), CNT2 (SLC28A2) 

a CNT3 (SLC28A3), lišící se substrátovou specifitou [41]. CNT1 přenáší hlavně pyrimidinové 

nukleosidy, CNT2 purinové a CNT3 transportuje oba strukturní typy nukleosidů [42]. Genová 

exprese SLC28A1 byla detekována hlavně v epiteliálních buňkách jater, ledvin a střeva. V případě 

SLC28A2, exprese byla popsána v placentě, játrech, ledvinách, střevě, srdci, mozku, pankreatu či 

prostatě. SLC28A3 mRNA se nachází například v terminální placentě, plicích, kostní dřeni, 

prostatě a játrech [43-45]. Na úrovni proteinu byly CNT1 i CNT2 detekovány v buňkách jater, 

ledvin, střeva a pankreatu [46]. CNTs jsou zapojené do buněčných signalizačních kaskád. CNT1 

je dokonce považovaný za transceptor (kombinuje vlastnosti transportéru a receptoru). Jeho 

role byla popsána v buněčné proliferaci, ovšem ta je prokazatelně nezávislá na jeho transportní 

funkci. V případě CNT2 a CNT3 jako transceptorech se dosud pouze spekuluje. CNT2 je důležitým 

mechanismem regulace extracelulárních koncentrací fyziologicky nejvýznamnějšího nukleosidu, 

adenosinu; který je jeho modelovým substrátem s vysokou afinitou [41, 47, 48]. Ve studiích 

Dufflot et al. (2004) a Pastor-Anglada et Pérez-Torras (2018), byla popsána aktivace CNT2 po 

předchozí aktivaci adenosinových receptorů A1 v hepatocytech [41, 49]. Tento mechanismus 

spočívá v aktivaci a otevření K+ kanálů pomocí ATP, což způsobí zvýšení absorpce nukleosidu přes 

CNT2. CNT2 se účastní i dalších dějů spojených s tvorbou energie, konkrétně s procesem 

glykolýzy a glukoneogeneze [50]. Snížené vychytávání adenosinu vede k vyšším extracelulárním 

koncentracím adenosinu, což vede k aktivaci AMP-dependentních kinázy (AMPK). Tento děj také 

přispívá k regulaci energetického metabolismu buňky [41]. 

Klinický význam CNTs spočívá v transportu protinádorových či antivirových léčiv a 

ovlivnění jejich farmakokinetiky. Příkladem je gemcitabin (GEM; 2´,2´- difluorodeoxycytidin), 

indikovaný k léčbě karcinomu pankreatu, který je transportovaný pomocí CNT1 a CNT3, a dále 

např. fludarabin, který je lékem volby u chronické lymfocytární leukémie a je substrátem CNT3 
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[51, 52]. Známým částečným inhibitorem CNTs je phloridzin a specifickými inhibitory CNT2 jsou 

KGO-2142 a KGO-2173 [53, 54], nespecificky se jejich aktivita inhibuje deplecí sodných kationtů 

[42].  

 

3.1.2.1.2 ENTs 

Tato podskupina nukleosidových transportérů má čtyři zástupce ENT1 (SLC29A1), ENT2 

(SLC29A2), ENT3 (SLC29A3) a ENT4 (SLC29A4) [42]. ENTs, kromě ENT4, jsou na Na+ nezávislé a 

zprostředkovávají facilitovanou difúzi. ENT1-3 kontrolují transport purinových i pyrimidinových 

nukleosidů [42]. ENT4 je pH-dependentní a podílí se na transportu adenosinu a organických 

kationtů [55]. ENT transportéry mají širokou substrátovou specifitu. V řadě případů jsou 

lokalizované v bazolaterální membráně polarizovaných buněk a tkání. Na rozdíl od CNTs mají 

menší afinitu k substrátům, ale větší kapacitu přenosu [56, 57]. Za specifický inhibitor ENTs je 

považován nitrobenzylthionosin (NBMPR), který je po desetiletí používám k funkční 

charakterizaci těchto transportérů v buněčných kulturách i tkáních [58]. ENTs mají rozdílnou 

sensitivitu k NBMPR. ENT1 je NBMPR sensitivní transportér a je inhibován v nanomolárních 

koncentracích NBMPR, zatímco ENT2 je k působení NBMPR méně citlivý a je inhibován v 

mikromolárních koncentracích NBMPR. Funkce ENT3 není NBMPR ovlivněna [42]. Mezi další 

inhibitory ENTs patří vasodilatační léčiva jako je dipyridamol, dilazep a draflazin [42], nicméně o 

nich je známo, že inhibují i jiné transportéry [59]. 

 

3.2 Molekulární mechanismy regulace nukleosidových transportérů  

Z minulosti je známo, že dysregulace nukleosidových transportérů může být způsobena 

patologickými změnami [60-66]. Dále bylo zjištěno, že exprese CNT2 je snížena v zanícené 

střevní tkáni u pacientů s Crohnovou chorobou [67]. Jejich inhibice se experimentálně využívá 

v léčbě akutního poškození plic [68] a snížená exprese ENT1 nebo CNT3 může způsobovat 

nádorovou farmakorezistenci [38]. Mezi jeden z nejběžnějších mechanismů způsobující 

variabilní expresi genů a následně funkci proteinu patří genetický polymorfismus. Vliv 

polymorfismů na funkční expresi nukleosidových transportérů není nijak významný [59]. Naproti 

tomu, je exprese nukleosidových transportérů ovlivňována hypoxií, fosforylačními ději, 

regulačním faktorem RS1, glukózou či transaktivací nukleárních receptorů [69-73].  

Množství nukleosidových transportérů v buňkách a tkáních částečně závisí na řadě 

mechanismů spojených se stimulací proliferace a diferenciace (např. aktivace proteinkinázy 

nebo kyseliny retinové [74-76], může být také ovlivněno řadou různých endogenních a 
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exogenních faktorů [28], např. jejich hladina je regulovaná složením a množstvím výživy [70, 77-

79]. Proto se jejich hladina liší mezi jednotlivci a exprese se může výrazně měnit v průběhu 

těhotenství [45, 80-82].  

Exprese nukleosidových transportérů v placentě v průběhu gestace, inter-individuální 

rozdíly a mechanismy molekulární regulace nukleosidových transportérů v placentě nebyly 

dosud uspokojivě popsány. Z epigenetických mechanismů v placentě, metylace cytosinových 

zbytků na CpG ostrůvcích obvykle vede k potlačení transkripce genů a acetylace histonů 

způsobují naopak genovou indukci [83]. V rakovinných buňkách je popsáno, že míru exprese 

nukleosidových transportérů lze ovlivnit indukcí diferenciace [84]. 

 

3.3 Nukleosidové transportéry v placentě a PDAC 

Jak již bylo zmíněno výše, nukleosidové transportéry jsou exprimovány v řadě důležitých 

orgánů a tkání. Tato práce se zaměří na roli nukleosidových transportérů v lidské placentě a 

duktálním adenokarcinomu pankreatu (PDAC), kde ENT1 určuje míru cytotoxicity GEM tím, že je 

zásadní cestou, pro jeho transport do nádorové tkáně (viz kapitola 3.4).  

3.3.1 Role transportérů v placentárním přestupu 

Placenta je důležitý dočasný orgán, zajišťující vývin plodu. Po celou dobu gestace 

odděluje maternální a fetální cirkulaci a zajišťuje látkovou výměnu (živiny, kyslík a produkty 

metabolismu plodu) mezi matkou a plodem. Zároveň produkuje důležité hormony kontrolující 

správný vývoj placenty a plodu [85]. Vedle těchto funkcí má placenta aktivní mechanismy 

snižující přechod lipofilních (potenciálně toxických) látek z oběhu krve matky do plodu [27, 28]. 

Nejdůležitější částí placentární bariéry je polarizovaná mnohobuněčná vrstva tzv. 

syncytiotrofoblast. Ten se nachází na povrchu choriových klků, které jsou omývány mateřskou 

krví, a tak dochází k výměně látek mezi matkou a plodem (obr. 2A, B). Syncytiotrofoblast 

exprimuje celou řadu ABC i SLC transportérů zajišťujících výměnu živin, signálních molekul, 

růstových faktorů a xenobiotik (obr. 2C) [27]. V poslední době přibývá publikací o roli těchto 

transportérů v placentární farmakokinetice léčiv [36, 80, 86, 87].  

Placentární ENT1 je lokalizován na apikální (maternální) straně membrány [46, 88], 

zatímco ENT2 se vyskytuje na obou stranách, apikální i bazolaterální (fetální) membráně 

cytotrofoblastu [89]. Oproti ENTs je proteinová exprese CNTs v lidské placentě mnohem méně 

prozkoumána a v řadě publikací se výsledky rozchází. Dle studie Errasti-Murugarren et al. (2011), 

bylo na BeWo buněčné linii zjištěno, že se v placentě nachází geny SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, 

SLC29A1 i SLC29A2. Na proteinové úrovni byl CNT1 prokázán na obou pólech 
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syncytiotrofoblastu, zatímco CNT2 ani CNT3 detekovány vůbec nebyly [89]. Dále Govindarajan 

et al. (2007), prokázali expresi SLC28A2, SLC29A1 a SLC29A2, ale na úrovni proteinu detekovali 

pouze ENT1 a ENT2 [46]. Vzhledem k těmto nejasnostem jsme se expresi a lokalizaci 

nukleosidových transportérů v placentě blíže věnovali a výsledky jsme zveřejnili v publikacích I a 

V [36, 45]. 

Nukleosidové transportéry zajišťují vychytávání nukleosidů placentou a přispívají 

k jejímu správnému vývoji [69]. Nukleosidové transportéry také umožňují placentární 

vychytávání a přenos léčiv odvozených od struktury nukleosidů [37, 87]. Mezi léčiva odvozená 

od nukleosidů patří řada antivirotik a antiretrovirotik, která jsou běžně podávána při léčbě 

těhotných žen s HIV, hepatitidou B či C, nebo jako prevence přenosu viru z matky na dítě během 

těhotenství [27, 90-96].  

Z ABC transportérů jsou ABCB1 a ABCG2 považovány za nejvýznamnější a nejvíce 

prostudované ve farmakokinetice léčiv [97]. Jsou lokalizovány na apikální membráně 

syncytiotrofoblastu a exprese ABCG2 je v celém organismu nejvyšší právě v placentě [15, 19, 20, 

98]. Zde chrání plod tím, že pumpují své substráty do krevního oběhu matky [99-103]. Další 

rodinou ABC transportérů nacházející se v placentě jsou ABCCs. Exprese některých zástupců je 

potvrzena na apikální i bazolaterální straně syncytiotrofoblastu. Například ABCC1 se nachází na 

bazolaterální straně, zatímco ABCC2 na apikální straně syncytiotrofoblastu [104-106]. O funkci 

ABCCs není doposud příliš známo, nicméně bylo zjištěno, že inhibicí ABCC2 došlo ve směru 

materno-fetálním ke zvýšení přestupu talinololu [107].  

Exprese placentárních ABC transportérů se v průběhu gestace mění. Exprese ABCG2 

mRNA v lidské placentě je od počátku gestace stabilní směrem ke konci těhotenství, zatímco 

proteinová exprese mírně roste a nevykazuje známky významné inter-individuální variability 

[108]. U potkana exprese ABCG2 v placentě v průběhu gestace klesá. ABCB1 je v lidské placentě 

exprimován od časné fáze gestace do konce těhotenství. U člověka míra exprese tohoto proteinu 

v placentě v průběhu gestace klesá, zatímco u potkana je tomu naopak [28]. 
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Obr. 2: Schéma anatomie lidské placenty (A). Lidská placenta je tvořena bazální ploténkou 

(maternální část) a choriovou ploténkou (fetální část), mezi nimiž se nachází intervilózní prostor, 

kde cirkuluje krev matky, která omývá trofoblast na povrchu klků (znázorněny zeleně). Detail 

klku s fetálními cévami, kde dochází k výměně látek mezi matkou a plodem (B). Schématické 

znázornění vybraných ABC transportérů (znázorněny červeně) a nukleosidových transportérů 

(znázorněny modře) v syncytiotrofoblastu a směr transportu látek, který zprostředkovávají (C). 

Evidence o expresi a distribuci CNTs v placentě se v různých publikacích rozchází (znázorněno 

šedě). Obrázky A a B byly převzaty a upraveny dle [109].  

3.3.2 HIV infekce v těhotenství 

Dle Mezinárodní zdravotnické organizace (WHO) bylo v roce 2014 přibližně 17,4 milionů 

žen v reprodukčním věku nakažených virem HIV. Z těchto žen asi 1,5 milionů každý rok otěhotní. 

Vertikální přenos viru HIV z matky na dítě, ke kterému může dojít v průběhu celého těhotenství, 

při porodu či kojení je nejčastější příčinou nákazy u dětí [110-112]. Pokud se matka neléčí 

vhodnou farmakoterapií v podobě kombinované antiretrovirové terapie (cART), riziko přenosu 
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HIV infekce na dítě je 45 %, přičemž progrese tohoto onemocnění u dětí, které se nakazily 

transmisí z matky, je rychlejší a polovina z nich umírá do dvou let života. Užívání cART je součástí 

terapeutických postupů, které snižuje pravděpodobnost přenosu HIV z matky na dítě pod 2 %.  

Farmakoterapie HIV ve formě cART je vždy složené z minimálně tří léčiv z alespoň dvou 

různých farmakodynamických skupin tak, aby bylo zasaženo více fází životního cyklu HIV: 

nukleosidové inhibitory reverzní transkriptázy - NRTI (př. zidovudin, lamivudin, emtricitabin, 

tenofovir a abakavir) [113-116], nenukleosidové inhibitory reverzní transkriptázy - NNRTIs (př. 

etravirin a rilpivirin) [117, 118], inhibitory retrovirové aspartylproteázy - PIs (př. ritonavir a 

atazanavir) [119, 120], inhibitory integrázy - INSTIs (př. raltenavir, elvitegravir a dolutegravir) 

[121], inhibitory C-C chemokinového receptoru 5 - CCR5 (př. maravirok) [122] a inhibitory fúze 

HIV s buněčnou membránou (př. enfuvirtid) [123]. Součástí cART u těhotných žen by mělo vždy 

být léčivo s vysokým placentárním přestupem [124, 125]. Lékem první volby u těhotných žen je 

tenofovir disoproxil fumarát (TDF) [126], dalšími standardně používanými léčivy ze skupiny 

NRTIs jsou emtricitabin, abakavir a zidovudin.  

Řada klinicky významných antiretrovirotik jsou substráty a/nebo inhibitory některého 

ABC transportéru [127]. Lze tedy předpokládat, že u těhotných žen transportéry v placentě 

ovlivňují placentární přestup těchto léčiv z maternální do fetální krve. PIs v terminální fázi 

těhotenství přecházejí přes placentu omezeně [128], což může poukazovat na roli efluxních 

transportérů [127]. Naproti tomu NRTIs jsou léčiva s výrazným placentárním přestupem [110, 

114]. Nejvýznamnějšími a nejvíce prostudovanými placentárními transportéry jsou ABCB1 a 

ABCG2, které zajišťují eflux některých klinicky významných antiretrovirotik (např. TDF) 

z trofoblastu zpět do krve matky [129]. Dále bylo zjištěno, že AZT je substrátem ABCB1 a ABCG2, 

nicméně přestup AZT přes placentu je limitován do určité míry pouze ABCB1 [130] a taktéž 

abakavir interaguje s ABCB1 a ABCG2, avšak jeho transplacentární přestup je ovlivňován pouze 

v ekvilibriu maternální a fetální koncentrace [131]. Role placentárních nukleosidových 

transportérů v materno-fetálním přestupu léčiv doposud nebyla příliš studována [37, 87, 132]. 

Znalost interakcí antiretrovirotik s transportéry a lékových interakcí na membránových 

transportérech je velice důležitá pro výběr efektivní a bezpečné léčby. Proto jsme se 

v publikacích č. III a V zaměřili na studium role nukleosidových transportérů v placentární 

kinetice některých NRTI (zidovudin, emtricitabin a abakavir) [36, 133]. 

3.3.3 HCV infekce v těhotenství  

Hepatitida C je onemocnění postihující zhruba 3 % světové populace [134, 135]. U 

přibližně 20 % těhotných žen dochází ke ko-infekci HCV a HIV [136, 137]. Přenos infekce z matky 

na dítě během těhotenství je nejběžnější příčinou nákazy u dětí (5 – 10 %) [138] a ko-infekce HIV 
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tuto pravděpodobnost ještě zvyšuje. U dětí nakažených vertikálním přenosem od matky častěji 

dochází k rozvoji chronické infekce a fibrózy se zánětem jater [138]. Bylo zjištěno, že riziko 

přenosu HCV infekce souvisí s množstvím viru, proto se předpokládá, že snížením viremie u 

těhotných žen vhodnou léčbou, by mohlo vést ke snížení pravděpodobnosti vertikální nákazy 

[139]. Je tedy potřeba nalézt účinné a bezpečné farmakoterapeutické režimy pro těhotné ženy, 

které však nepoškodí vývoj plodu.  

 Jedním z kandidátů pro prevenci vertikální infekce HCV je ribavirin. Ribavirin je purinový 

analog se širokou antivirovou aktivitou [140, 141]. Je nezbytný pro léčbu život ohrožujících 

virových infekcí jako je respirační syncytiální virus nebo virus chřipky a je kombinován s přímo 

působícími antivirotiky k léčbě HCV [142]. 

Doposud byla jeho teratogenita zaznamenána pouze u zvířat [143], nikoli u lidí [144]. 

Přesto je užívání ribavirinu zatím během těhotenství přísně kontraindikováno. Existují však 

případy, kdy byl ribavirin pacientkám podáván a nezpůsobil vývojové vady plodu [145]. Aby bylo 

možné začít ribavirin prakticky využívat, je nutné shromáždit další data o jeho bezpečnosti a také 

o mechanismech jeho placentárního přestupu. Tímto tématem jsme se blíže zabývali v publikaci 

č. IV [146].  

 

3.4 Role transportérů v nádorové farmakorezistenci 

Nádorová onemocnění představují jednu z nejčastějších příčin úmrtí mezi chorobami a 

jejich incidence každým rokem vzrůstá [147]. I přes zavedení nových postupů ve farmakoterapii 

je léčitelnost některých typů nádorů komplikována, mimo jiné rezistencí na léčbu. Jedním 

z hojně studovaných mechanismů rezistence nádorových buněk je aktivita ABC transportérů, 

mezi jejichž substráty patří celá řada cytostatik [148, 149]. Nadměrná exprese ABCB1, ABCG2 a 

ABCC1 transportérů v nádorové tkáni je spojována s horší prognózou pacientů se solidní či 

hematologickou malignitou [150]. V průběhu let bylo ve snaze takto navozenou lékovou 

rezistenci překonat vyvinutím specifických inhibitorů, nicméně klinického úspěchu nebylo 

dosaženo. Možnými příčinami může být design studie, který nezohlednil interindividuální 

variabilitu v expresi transportérů a selektivní cílení na jeden přenašeč, přičemž na 

farmakorezistenci se podílí více ABC transportérů zároveň [149]. V současné době se výzkum 

více soustředí na popis synergického interakčního potenciálu látek, které jsou samy úspěšně 

využívány jako protinádorová léčiva [13, 14, 151, 152]. 

V porovnání s ABC transportéry, role nukleosidových transportérů v nádorové terapii byla 

dosud studována méně [44, 153, 154]. Na rozdíl od ABC transportérů je u nukleosidových 
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transportérů pozornost zaměřena především na snížení exprese nukleosidových transportérů 

(ENT1, CNT1 a CNT3) v nádorových buňkách [155], které koreluje se sníženým vychytáváním 

cytostatik odvozených od nukleosidů do buněk nádoru, a je tedy zřejmě příčinou jejich snížené 

účinnosti [44, 154]. Tento mechanismus rezistence nádorových buněk k cytostatikům se 

uplatňuje např. u akutní lymfoblastické leukémie [154], avšak zásadním příkladem je duktální 

adenokarcinom pankreatu (PDAC), u kterého jsou značně omezené možnosti léčby a GEM 

zůstává už více jak dekádu lékem volby. GEM je hydrofilní a je tedy striktně závislý na přítomnosti 

transportérů, které tak mohou významně ovlivnit jeho protinádorový účinek. Podrobně se 

tomuto tématu věnujeme v kapitole 3.5.2 a v publikaci II. 

 

3.5 Duktální adenokarcinom pankreatu 

Karcinom pankreatu je maligní tumor vycházející z exokrinní části pankreatu s incidencí 

přibližně 170 tisíc onemocnění za rok (Česká republika je druhá v incidenci v Evropě) [117, 153, 

156, 157]. Většina typů pankreatických nádorů se řadí mezí PDAC (obr. 3A, B, C). PDAC se klinicky 

dělí na tři skupiny: resekovatelný (≈ 10 – 20 %; přežití 23 měsíců), lokálně pokročilý 

neresekovatelný (≈ 30 – 40 %; přežití 6-12 měsíců) a metastazující (≈ 50 %; přežití 6 měsíců) [153, 

158]. 

Obecně se jedná o nádor se slabou odpovědí na farmakoterapii a velice špatnou 

prognózou. Počet úmrtí na toto onemocnění za rok je přitom prakticky identický s incidencí a činí 

kolem 196 tisíc ročně [159]; to je 2,8 % všech zemřelých na nádorová onemocnění. Vysoká 

mortalita je dána především biologickou agresivitou tumoru, pozdní diagnózou a rezistencí na 

většinu chemoterapeutik. Pětileté přežití všech pacientů se pohybuje pod hranicí 5 %. 
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Obr. 3: Schéma anatomie pankreatu (A). Pankreas je žláza s vnitřní i vnější sekrecí. Anatomicky 

se dělí na hlavu, tělo a ocas, který sahá až ke slezině. Lalůčky vnější sekretorické části pankreatu 

produkují pankreatickou šťávu (B). Duktální adenokarcinom pankreatu (C). Převzato a upraveno 

dle [160, 161]. 

3.5.1 Léčba PDAC 

V současné době je jediným potenciálně kurabilním terapeutickým postupem 

chirurgická resekce. K té je však možné přistoupit u méně než 20 % pacientů [162]. Karcinom 

pankreatu je onemocnění, které se vyznačuje značnou chemorezistencí. Dosud základní 

chemoterapeutické postupy jsou založeny na podávání nukleosidového derivátu GEM, a to jak 

v adjuvantním, tak i paliativním režimu [117, 153, 156, 157]. GEM je užíván v monoterapii u 

starších pacientů v horší kondici a v některých případech i v kombinaci s jiným cytostatikem 

(např. cisplatina, oxaliplatina, a irinotekan) [163-167] u pacientů v relativně dobré kondici, kteří 

lépe snášející toxicitu léčby [153, 168]. Neoptolemos et al. (2017) publikoval klinická data 

porovnávající účinnost GEM v monoterapii a GEM v kombinaci s kapecitabinem. Doba přežití u 

pacientů s PDAC po resekci byla 28 měsíců v kohortě s kombinovaným režimem a 25,5 měsíců u 

skupiny pacientů v GEM monoterapii. U GEM s kapecitabinem byl zaznamenán vyšší výskyt 

závažných nežádoucích účinků stupně 3 a 4 [169]. Dalším adjuvantním chemoterapeutickým 

postupem podávaným pacientům s PDAC, které úspěšně prošlo klinickým testováním je 

modifikovaný FOLFIRINOX (mFOLFIRINOX) obsahující oxaliplatinu, leukovorin, irinotekan a 5-

fluoroucil. V porovnání s GEM monoterapií je tento chemoterapeutický postup významně 
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účinnější z pohledu celkového přežití. Jedná se však o léčbu vysoce toxickou s velkým množstvím 

nežádoucích účinků a ekonomicky velmi nákladnou [170].  

3.5.2 Role prognostického markeru ENT1 v adjuvantní léčbě GEM v PDAC 

GEM v adjuvantní terapii je zatím z pohledu poměru nákladů a účinnosti nejlepší volbou. 

Zároveň je relativně dobře pacienty snášen, avšak řada pacientů díky významné chemorezistenci 

nádoru z této léčby neprofituje. GEM patří mezi nukleosidové analogy a stejně jako fyziologické 

nukleosidy je vysoce hydrofilní. Aby bylo dosaženo cytotoxického účinku (mechanismem 

blokády de novo syntézy DNA) [171], a jeho transfer přes buněčnou membránu musí být 

facilitován. Hlavní úlohu v transportu GEM přes plasmatickou membránu, a tedy i jeho 

akumulaci v buňce, zprostředkovává ENT1. Dosud publikované in vitro studie poukazují na 

korelaci mezi množstvím ENT1 transportéru v cytoplasmatické membráně a cytotoxicitou GEM. 

Kolektiv Spratlin et al. (2004), využitím imunohistochemické analýzy zjistil, že pacienti s nižší 

hladinou ENT1 v rakovinné tkáni mají medián přežití signifikantně kratší, než pacienti s vyšší 

hladinou ENT1 [84]. Nižší exprese je tedy spojována s horší odpovědí na GEM, a tedy i s horší 

prognózou [172-174]. Ke stejnému závěru, pomocí metody kvantitativní RT-PCR, došli i Fujita et 

al. (2010) a Giovannetti et al. (2006) [175, 176]. Ale protože výsledky těchto studií byly v menší 

či větší míře kontaminovány nehomogenní testovanou skupinou, (užitím radioterapie, různých 

postupů hodnocení výsledků, užitím GEM v neodajuvantních/adjuvantních/paliativních 

režimech), zaměřili jsme se na testování vztahu GEM terapie a celkového přežití v kohortě 

pacientů striktně definované monoterapií GEM u resekovaných pacientů s PDAC. V rámci řešení 

dizertační práce jsme se ovšem nesoustředili pouze na vztah mezi množstvím ENT1 a celkovým 

přežitím pacientů léčených monoterapií GEM, ale rozšířili jsme náš zájem i o další molekuly 

ovlivňující míry cytotoxicity GEM.  

3.5.3 Další potenciální prognostické markery v PDAC 

Role řady dalších pankreatických proteinů a faktorů byla studována pro individualizaci 

adjuvantní léčby GEM u pacientů s PDAC. Jedná se však zatím o jednotlivé publikace nebo byly 

tyto faktory studované na malé kohortě či nebyly sledovány v homogenní skupině pacientů. 

CNT3 je vedle ENT1 dalším transportérem, který zprostředkovává přenos GEM do buňky. 

Maréchal et al. (2009) zjistili korelaci mezi vyšší hladinou CNT3 a delším přežitím u pacientů po 

resekci s adjuvantní léčbou GEM [174]. Dalším zajímavým kandidátem je deoxycytidin kinasa 

(dCK), která fosforyluje GEM po vstupu do buňky na monofosfát. Ten je pak dále fosforylován až 

na trifosfátový aktivní metabolit. V některých studiích je spojována vyšší exprese dCK s delším 
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přežitím [173, 177], avšak v jiné publikaci uvádí opačné výsledky [178]. Jedním ze studovaných 

a možných prediktivních faktorů GEM rezistence v PDAC je i ribonukleotid-reduktáza M1 

(RRM1). Tato jednotka tvoří dimer s ribonukleotid-reduktázou M2 (RRM2) a účastní se syntézy 

deoxyribonukleotidů dNTP, které jsou základem pro syntézu DNA. Vazbou GEM na katalytické 

místo RRM1 se inhibuje aktivita ribonukleotid-reduktázy. V tomto případě jsou výsledky studií 

také rozporuplné. Některé studie uvádí, že vysoká exprese RRM1 způsobuje rezistenci ke GEM 

[179, 180]. Maréchal et al. (2012) ve studii s větší kohortou pacientů (n=103) neshledal korelaci 

mezi mírou exprese RRM1 a odpovědí nádoru na léčbu GEM [173]. Avšak dvě studie zjistily 

korelaci mezi nízkou expresí RRM1 a současně vyšší expresí ENT1 s delším přežití pacientů 

s PDAC.  

V našem výzkumu (publikaci II.) jsme se zaměřili na molekuly homologní protein 3 pro 

neurogenní lokus (NOTCH3) a mikroRNA 21 (miR-21).  

NOTCH3 se podílí na řadě buněčných extracelulárních interakcích a ovlivňuje přežití 

pankreatických buněk [181]. Jeho množství je signifikantně zvýšeno v buňkách rakovinné tkáně, 

kde se podílí na inhibici apoptózy a podporuje proliferaci buněk [182]. Bylo popsáno, že snížená 

exprese NOTCH3 vede ke zvýšení citlivosti pankreatických buněčných linií ke GEM. Pacienti se 

sníženou expresí mRNA NOTCH3 mají v případě léčby GEM lepší prognózu a zvyšuje se u nich 

doba celkového přežití [178, 183].  

MikroRNA jsou krátké nekódující jednovláknové řetězce, které jsou zapojeny 

v posttrankripčních modifikacích mnoha genů. Jedna z těchto malých molekul, miR-21, hraje 

důležitou roli v hematologických a solidních malignitách. Ukazuje se, že její rozdílná exprese u 

pacientů s PDAC koreluje s dobou přežití, přičemž s vysokou expresí miR-21 signifikantně klesá 

medián přežití nezávisle na GEM [184-186]. 

K dnešnímu dni jsou dostupné studie týkající se těchto nádorových markerů provedené 

řádově pouze na stovkách pacientů [84, 173-176, 178, 185-187]. Z tohoto důvodu další poznatky 

o expresi uvedených genů v resekované nádorové tkáni mohou být užitečné pro přípravu 

protokolů vedoucích k personalizované léčbě pacientů s PDAC.  
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4 CÍLE PRÁCE 

Obsahem předkládané disertační práce je studium nukleosidových transportérů a ABC 

transportérů v placentě a v případě nukleosidových transportérů i v PDAC a jejich roli v materno-

fetálním přestupu léčiv odvozených od nukleosidů a rezistenci PDAC vůči terapii GEM. 

Jedná se konkrétně o splnění následujících cílů: 

I. Popsat expresi a funkci nukleosidových transportérů v placentě a buněčné linii BeWo, 

testování vlivu diferenciaci nebo epigenetiku ovlivňujících agens na expresi nukleosidových 

transportérů v BeWo buněčné linii  

II. Studovat roli placentárních nukleosidů v materno-fetálním přestupu anti-HIV léčiv ze skupiny 

NRTI (abakavir, zidovudin a emtricitabin) a anti-HCV ribavirinu; vliv ABC a nukleosidových 

transportérů na placentární kinetiku.  

III. Studovat korelaci mezi mírou exprese ENT1, NOTCH3 a miR-21 a DSS pacientů s 

resekovaným PDAC léčených adjuvantně GEM. 

  



30 
 

5 SEZNAM PRACÍ A PODÍL KANDIDÁTKY NA JEDNOTLIVÝCH 

PUBLIKACÍCH 

Tato disertační práce je předkládána jako komentovaný soubor šesti prací publikovaných v 

zahraničních časopisech s IF. 

Kandidátka je první autorkou dvou prací (I a II) a spoluautorkou čtyř prací (III, IV, V a VI). Její podíl 

na jednotlivých publikacích je následující: 

 

I.  Jiraskova L, Cerveny L, Karbanova S, Ptackova Z, Staud F. Expression of Concentrative 

Nucleoside Transporters (SLC28A) in the Human Placenta: Effects of Gestation Age and 

Prototype Differentiation-Affecting Agents. Mol Pharm. 2018 Jul 2;15(7):2732-2741. doi: 

10.1021/acs.molpharmaceut.8b00238. Epub 2018 May 25. 

- praktické provedení buněčných experimentů, analýza dat a příprava 

manuskriptu 

 

II.  Jiraskova L, Ryska A, Duintjer Tebbens EJ, Hornychova H, Cecka F, Staud F, Cerveny L. Are 

ENT1/ENT1, NOTCH3, and miR-21 Reliable Prognostic Biomarkers in Patients with 

Resected Pancreatic Adenocarcinoma Treated with Adjuvant Gemcitabine 

Monotherapy? Cancers (Basel). 2019 Oct 23;11(11). pii: E1621. doi: 

10.3390/cancers11111621. 

- praktické provedení většiny experimentů (stanovení genové exprese pomocí RT-

PCR), příprava dat pro statistickou analýzu, příprava manuskriptu 

 

III.  Karbanova S, Cerveny L, Ceckova M, Ptackova Z, Jiraskova L, Greenwood S, Staud F. Role 

of nucleoside transporters in transplacental pharmacokinetics of nucleoside reverse 

transcriptase inhibitors zidovudine and emtricitabine. Placenta. 2017 Dec;60:86-92. doi: 

10.1016/j.placenta.2017.10.011. Epub 2017 Nov 10. 

- podíl na experimentech, konzultace experimentálně získaných dat, revize 

manuskriptu 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Expression+of+Concentrative+Nucleoside+Transporters+(SLC28A)+in+the+Human+Placenta%3A+Effects+of+Gestation+Age+and+Prototype+Differentiation-Affecting+Agents
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ryska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duintjer%20Tebbens%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hornychova%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecka%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greenwood%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29208244


31 
 

IV.  Karbanova S, Cerveny L, Jiraskova L, Karahoda R, Ceckova M, Ptackova Z, Staud F. 

Transport of ribavirin across the rat and human placental barrier: Roles of nucleoside 

and ATP-binding cassette drug efflux transporters. Biochem Pharmacol. 2019 

May;163:60-70. doi: 10.1016/j.bcp.2019.01.024. Epub 2019 Feb 2. 

- podíl na experimentech, konzultace experimentálně získaných dat, revize 

manuskriptu 

 

V. Cerveny L, Ptackova Z, Ceckova M, Karahoda R, Karbanova S, Jiraskova L, Greenwood SL, 

Glazier JD, Staud F. Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (ENT1, SLC29A1) Facilitates 

Transfer of the Antiretroviral Drug Abacavir across the Placenta. Drug Metab Dispos. 

2018 Nov;46(11):1817-1826. doi: 10.1124/dmd.118.083329. Epub 2018 Aug 10. 

- podíl na provedení akumulačních buněčných experimentů a revizi manuskriptu 

 

VI. Karbanova S, Sorf A, Jiraskova L, Lalinska A, Ptackova Z, Staud F, Cerveny L. S-(4-

Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBMPR) is not a selective inhibitor of equilibrative 

nukleoside transporters but also blocks efflux activity of breast cancer resistence 

protein. Pharml Res. 2020 Feb 21;37(3):58. doi: 10.1007/s11095-020-2782-5. Epub 2019 

Nov 25. 

- podíl na konzultaci experimentálně získaných dat, akumulační experimenty 

provedené na buněčné linii BeWo, revize manuskriptu 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karahoda%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karahoda%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greenwood%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Glazier%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294


32 
 

6 SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 

1. Lombard, J., Once upon a time the cell membranes: 175 years of cell boundary research. 
Biol Direct, 2014. 9: p. 32. 

2. Ling, V., Drug resistance and membrane alteration in mutants of mammalian cells. Can 
J Genet Cytol, 1975. 17(4): p. 503-15. 

3. Giacomini, K.M., Sugiyama, Y, Goodman and Gilman’s Pharmacological basis of 
therapeutics. 12th ed. 2011, New York: McGraw Hill Companies. 

4. Hillgren, K.M., et al., Emerging transporters of clinical importance: an update from the 
International Transporter Consortium. Clin Pharmacol Ther, 2013. 94(1): p. 52-63. 

5. Schinkel, A.H. and J.W. Jonker, Mammalian drug efflux transporters of the ATP binding 
cassette (ABC) family: an overview. Adv Drug Deliv Rev, 2003. 55(1): p. 3-29. 

6. Staud, F., et al., Expression and function of p-glycoprotein in normal tissues: effect on 
pharmacokinetics. Methods Mol Biol, 2010. 596: p. 199-222. 

7. Staud, F. and P. Pavek, Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2). Int J Biochem 
Cell Biol, 2005. 37(4): p. 720-5. 

8. Choudhuri, S. and C.D. Klaassen, Structure, function, expression, genomic organization, 
and single nucleotide polymorphisms of human ABCB1 (MDR1), ABCC (MRP), and ABCG2 
(BCRP) efflux transporters. Int J Toxicol, 2006. 25(4): p. 231-59. 

9. Li, Y., et al., The structure and functions of P-glycoprotein. Curr Med Chem, 2010. 17(8): 
p. 786-800. 

10. Digoxin: serious drug interactions. Prescrire Int, 2010. 19(106): p. 68-70. 
11. de Lannoy, I.A. and M. Silverman, The MDR1 gene product, P-glycoprotein, mediates the 

transport of the cardiac glycoside, digoxin. Biochem Biophys Res Commun, 1992. 189(1): 
p. 551-7. 

12. Schinkel, A.H., et al., Absence of the mdr1a P-Glycoprotein in mice affects tissue 
distribution and pharmacokinetics of dexamethasone, digoxin, and cyclosporin A. J Clin 
Invest, 1995. 96(4): p. 1698-705. 

13. Hofman, J., et al., Interactions of Alectinib with Human ATP-Binding Cassette Drug Efflux 
Transporters and Cytochrome P450 Biotransformation Enzymes: Effect on 
Pharmacokinetic Multidrug Resistance. Drug Metab Dispos, 2019. 47(7): p. 699-709. 

14. Sorf, A., et al., Cyclin-dependent kinase inhibitors AZD5438 and R547 show potential for 
enhancing efficacy of daunorubicin-based anticancer therapy: Interaction with carbonyl-
reducing enzymes and ABC transporters. Biochem Pharmacol, 2019. 163: p. 290-298. 

15. Ceckova-Novotna, M., P. Pavek, and F. Staud, P-glycoprotein in the placenta: expression, 
localization, regulation and function. Reprod Toxicol, 2006. 22(3): p. 400-10. 

16. Ushigome, F., et al., Human placental transport of vinblastine, vincristine, digoxin and 
progesterone: contribution of P-glycoprotein. Eur J Pharmacol, 2000. 408(1): p. 1-10. 

17. Doyle, L. and D.D. Ross, Multidrug resistance mediated by the breast cancer resistance 
protein BCRP (ABCG2). Oncogene, 2003. 22(47): p. 7340-58. 

18. Borst, P. and R.O. Elferink, Mammalian ABC transporters in health and disease. Annu 
Rev Biochem, 2002. 71: p. 537-92. 

19. Ceckova, M., et al., Expression and functional activity of breast cancer resistance protein 
(BCRP, ABCG2) transporter in the human choriocarcinoma cell line BeWo. Clin Exp 
Pharmacol Physiol, 2006. 33(1-2): p. 58-65. 

20. Maliepaard, M., et al., Subcellular localization and distribution of the breast cancer 
resistance protein transporter in normal human tissues. Cancer Res, 2001. 61(8): p. 
3458-64. 

21. Lee, J.S., et al., Reduced drug accumulation and multidrug resistance in human breast 
cancer cells without associated P-glycoprotein or MRP overexpression. J Cell Biochem, 
1997. 65(4): p. 513-26. 



33 
 

22. Szakacs, G., et al., The role of ABC transporters in drug absorption, distribution, 
metabolism, excretion and toxicity (ADME-Tox). Drug Discov Today, 2008. 13(9-10): p. 
379-93. 

23. Keppler, D., Multidrug resistance proteins (MRPs, ABCCs): importance for 
pathophysiology and drug therapy. Handb Exp Pharmacol, 2011(201): p. 299-323. 

24. Deeley, R.G., C. Westlake, and S.P. Cole, Transmembrane transport of endo- and 
xenobiotics by mammalian ATP-binding cassette multidrug resistance proteins. Physiol 
Rev, 2006. 86(3): p. 849-99. 

25. Borst, P., et al., A family of drug transporters: the multidrug resistance-associated 
proteins. J Natl Cancer Inst, 2000. 92(16): p. 1295-302. 

26. Kruh, G.D. and M.G. Belinsky, The MRP family of drug efflux pumps. Oncogene, 2003. 
22(47): p. 7537-52. 

27. Staud, F., L. Cerveny, and M. Ceckova, Pharmacotherapy in pregnancy; effect of ABC and 
SLC transporters on drug transport across the placenta and fetal drug exposure. J Drug 
Target, 2012. 20(9): p. 736-63. 

28. Staud, F. and M. Ceckova, Regulation of drug transporter expression and function in the 
placenta. Expert Opin Drug Metab Toxicol, 2015. 11(4): p. 533-55. 

29. Jennings, L.L., et al., Distinct regional distribution of human equilibrative nucleoside 
transporter proteins 1 and 2 (hENT1 and hENT2) in the central nervous system. 
Neuropharmacology, 2001. 40(5): p. 722-31. 

30. Loffler, M., et al., Physiological roles of vascular nucleoside transporters. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol, 2007. 27(5): p. 1004-13. 

31. Pardo, F., et al., Role of equilibrative adenosine transporters and adenosine receptors as 
modulators of the human placental endothelium in gestational diabetes mellitus. 
Placenta, 2013. 34(12): p. 1121-7. 

32. Pastor-Anglada, M. and S. Perez-Torras, Who Is Who in Adenosine Transport. Front 
Pharmacol, 2018. 9: p. 627. 

33. Salsoso, R., et al., Adenosine and preeclampsia. Mol Aspects Med, 2017. 55: p. 126-139. 
34. Jordheim, L.P., et al., Advances in the development of nucleoside and nucleotide 

analogues for cancer and viral diseases. Nat Rev Drug Discov, 2013. 12(6): p. 447-64. 
35. Minuesa, G., et al., Drug uptake transporters in antiretroviral therapy. Pharmacol Ther, 

2011. 132(3): p. 268-79. 
36. Cerveny, L., et al., Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (ENT1, SLC29A1) Facilitates 

Transfer of the Antiretroviral Drug Abacavir across the Placenta. Drug Metab Dispos, 
2018. 46(11): p. 1817-1826. 

37. Ma, Z., et al., Multiple SLC and ABC Transporters Contribute to the Placental Transfer of 
Entecavir. Drug Metab Dispos, 2017. 45(3): p. 269-278. 

38. Pastor-Anglada, M. and S. Perez-Torras, Nucleoside transporter proteins as biomarkers 
of drug responsiveness and drug targets. Front Pharmacol, 2015. 6: p. 13. 

39. Pastor-Anglada, M., N. Urtasun, and S. Perez-Torras, Intestinal Nucleoside Transporters: 
Function, Expression, and Regulation. Compr Physiol, 2018. 8(3): p. 1003-1017. 

40. Kong, W., K. Engel, and J. Wang, Mammalian nucleoside transporters. Curr Drug Metab, 
2004. 5(1): p. 63-84. 

41. Pastor-Anglada, M. and S. Perez-Torras, Emerging Roles of Nucleoside Transporters. 
Front Pharmacol, 2018. 9: p. 606. 

42. Molina-Arcas, M., F.J. Casado, and M. Pastor-Anglada, Nucleoside transporter proteins. 
Curr Vasc Pharmacol, 2009. 7(4): p. 426-34. 

43. Pennycooke, M., et al., Differential expression of human nucleoside transporters in 
normal and tumor tissue. Biochem Biophys Res Commun, 2001. 280(3): p. 951-9. 

44. Gray, J.H., R.P. Owen, and K.M. Giacomini, The concentrative nucleoside transporter 
family, SLC28. Pflugers Arch, 2004. 447(5): p. 728-34. 



34 
 

45. Jiraskova, L., et al., Expression of Concentrative Nucleoside Transporters ( SLC28A) in the 
Human Placenta: Effects of Gestation Age and Prototype Differentiation-Affecting 
Agents. Mol Pharm, 2018. 15(7): p. 2732-2741. 

46. Govindarajan, R., et al., In situ hybridization and immunolocalization of concentrative 
and equilibrative nucleoside transporters in the human intestine, liver, kidneys, and 
placenta. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 2007. 293(5): p. R1809-22. 

47. Iriyama, T., et al., Elevated placental adenosine signaling contributes to the pathogenesis 
of preeclampsia. Circulation, 2015. 131(8): p. 730-41. 

48. Nishimura, T., et al., Mechanism of nucleoside uptake in rat placenta and induction of 
placental CNT2 in experimental diabetes. Drug Metab Pharmacokinet, 2012. 27(4): p. 
439-46. 

49. Duflot, S., et al., ATP-sensitive K(+) channels regulate the concentrative adenosine 
transporter CNT2 following activation by A(1) adenosine receptors. Mol Cell Biol, 2004. 
24(7): p. 2710-9. 

50. Huber-Ruano, I., et al., Link between high-affinity adenosine concentrative nucleoside 
transporter-2 (CNT2) and energy metabolism in intestinal and liver parenchymal cells. J 
Cell Physiol, 2010. 225(2): p. 620-30. 

51. Errasti-Murugarren, E., M. Pastor-Anglada, and F.J. Casado, Role of CNT3 in the 
transepithelial flux of nucleosides and nucleoside-derived drugs. J Physiol, 2007. 582(Pt 
3): p. 1249-60. 

52. Kermani, I.A., M. Dehdilani, and R. Dolatkhah, Chronic lymphocytic leukemia in the 
recent 10 years and treatment effects of Fludarabin. Asian Pac J Cancer Prev, 2007. 8(3): 
p. 367-71. 

53. Hiratochi, M., et al., Hypouricemic effects of novel concentrative nucleoside transporter 
2 inhibitors through suppressing intestinal absorption of purine nucleosides. Eur J 
Pharmacol, 2012. 690(1-3): p. 183-91. 

54. Gupte, A. and J.K. Buolamwini, Synthesis and biological evaluation of phloridzin analogs 
as human concentrative nucleoside transporter 3 (hCNT3) inhibitors. Bioorg Med Chem 
Lett, 2009. 19(3): p. 917-21. 

55. Barnes, K., et al., Distribution and functional characterization of equilibrative nucleoside 
transporter-4, a novel cardiac adenosine transporter activated at acidic pH. Circ Res, 
2006. 99(5): p. 510-9. 

56. Baldwin, S.A., et al., The equilibrative nucleoside transporter family, SLC29. Pflugers 
Arch, 2004. 447(5): p. 735-43. 

57. Young, J.D., et al., Human equilibrative nucleoside transporter (ENT) family of nucleoside 
and nucleobase transporter proteins. Xenobiotica, 2008. 38(7-8): p. 995-1021. 

58. Karbanova, S., et al., S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBMPR) is Not a Selective Inhibitor 
of Equilibrative Nucleoside Transporters but Also Blocks Efflux Activity of Breast Cancer 
Resistance Protein. Pharm Res, 2020. 37(3): p. 58. 

59. Biotechnology, S., The Transporters Book. 2nd ed. 2015, Hungary. 
60. Escudero, C., P. Casanello, and L. Sobrevia, Human equilibrative nucleoside transporters 

1 and 2 may be differentially modulated by A2B adenosine receptors in placenta 
microvascular endothelial cells from pre-eclampsia. Placenta, 2008. 29(9): p. 816-25. 

61. Espinoza, J., A.F. Espinoza, and G.G. Power, High fetal plasma adenosine concentration: 
a role for the fetus in preeclampsia? Am J Obstet Gynecol, 2011. 205(5): p. 485 e24-7. 

62. Fernandez-Calotti, P. and M. Pastor-Anglada, All-trans-retinoic acid promotes trafficking 
of human concentrative nucleoside transporter-3 (hCNT3) to the plasma membrane by 
a TGF-beta1-mediated mechanism. J Biol Chem, 2010. 285(18): p. 13589-98. 

63. Flanagan, S.A. and K.A. Meckling, Nucleoside transporter expression and activity is 
regulated during granulocytic differentiation of NB4 cells in response to all-trans-retinoic 
acid. Leuk Res, 2007. 31(7): p. 955-68. 



35 
 

64. Guzman-Gutierrez, E., et al., Differential expression of functional nucleoside transporters 
in non-differentiated and differentiated human endothelial progenitor cells. Placenta, 
2010. 31(10): p. 928-36. 

65. Jones, K.W., R.J. Rylett, and J.R. Hammond, Effect of cellular differentiation on 
nucleoside transport in human neuroblastoma cells. Brain Res, 1994. 660(1): p. 104-12. 

66. Perez-Torras, S., et al., Concentrative nucleoside transporter 1 (hCNT1) promotes 
phenotypic changes relevant to tumor biology in a translocation-independent manner. 
Cell Death Dis, 2013. 4: p. e648. 

67. Ye, J.H. and V.M. Rajendran, Adenosine: an immune modulator of inflammatory bowel 
diseases. World J Gastroenterol, 2009. 15(36): p. 4491-8. 

68. Eckle, T., et al., Crosstalk between the equilibrative nucleoside transporter ENT2 and 
alveolar Adora2b adenosine receptors dampens acute lung injury. FASEB J, 2013. 27(8): 
p. 3078-89. 

69. Errasti-Murugarren, E., et al., Role of the transporter regulator protein (RS1) in the 
modulation of concentrative nucleoside transporters (CNTs) in epithelia. Mol Pharmacol, 
2012. 82(1): p. 59-67. 

70. Grden, M., et al., High glucose suppresses expression of equilibrative nucleoside 
transporter 1 (ENT1) in rat cardiac fibroblasts through a mechanism dependent on PKC-
zeta and MAP kinases. J Cell Physiol, 2008. 215(1): p. 151-60. 

71. Cheng, X. and C.D. Klaassen, Regulation of mRNA expression of xenobiotic transporters 
by the pregnane x receptor in mouse liver, kidney, and intestine. Drug Metab Dispos, 
2006. 34(11): p. 1863-7. 

72. Morote-Garcia, J.C., et al., Hypoxia-inducible factor-dependent repression of 
equilibrative nucleoside transporter 2 attenuates mucosal inflammation during 
intestinal hypoxia. Gastroenterology, 2009. 136(2): p. 607-18. 

73. Reyes, G., et al., The Equilibrative Nucleoside Transporter (ENT1) can be phosphorylated 
at multiple sites by PKC and PKA. Mol Membr Biol, 2011. 28(6): p. 412-26. 

74. Damaraju, V.L., et al., Nucleoside anticancer drugs: the role of nucleoside transporters in 
resistance to cancer chemotherapy. Oncogene, 2003. 22(47): p. 7524-36. 

75. Seamon, K.B., W. Padgett, and J.W. Daly, Forskolin: unique diterpene activator of 
adenylate cyclase in membranes and in intact cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 1981. 78(6): 
p. 3363-7. 

76. Tomi, M., et al., Role of protein kinase A in regulating steroid sulfate uptake for estrogen 
production in human placental choriocarcinoma cells. Placenta, 2014. 35(8): p. 658-60. 

77. Grden, M., et al., Diabetes-induced alterations of adenosine receptors expression level 
in rat liver. Exp Mol Pathol, 2007. 83(3): p. 392-8. 

78. Leung, G.P., R.Y. Man, and C.M. Tse, D-Glucose upregulates adenosine transport in 
cultured human aortic smooth muscle cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2005. 288(6): 
p. H2756-62. 

79. Valdes, R., et al., Nutritional regulation of nucleoside transporter expression in rat small 
intestine. Gastroenterology, 2000. 119(6): p. 1623-30. 

80. Ahmadimoghaddam, D. and F. Staud, Transfer of metformin across the rat placenta is 
mediated by organic cation transporter 3 (OCT3/SLC22A3) and multidrug and toxin 
extrusion 1 (MATE1/SLC47A1) protein. Reprod Toxicol, 2013. 39: p. 17-22. 

81. Gil, S., et al., P-glycoprotein expression of the human placenta during pregnancy. 
Placenta, 2005. 26(2-3): p. 268-70. 

82. Meyer zu Schwabedissen, H.E., et al., Epidermal growth factor-mediated activation of 
the map kinase cascade results in altered expression and function of ABCG2 (BCRP). Drug 
Metab Dispos, 2006. 34(4): p. 524-33. 

83. Kohan-Ghadr, H.R., et al., Potential role of epigenetic mechanisms in regulation of 
trophoblast differentiation, migration, and invasion in the human placenta. Cell Adh 
Migr, 2016. 10(1-2): p. 126-35. 



36 
 

84. Spratlin, J., et al., The absence of human equilibrative nucleoside transporter 1 is 
associated with reduced survival in patients with gemcitabine-treated pancreas 
adenocarcinoma. Clin Cancer Res, 2004. 10(20): p. 6956-61. 

85. Napso, T., et al., The Role of Placental Hormones in Mediating Maternal Adaptations to 
Support Pregnancy and Lactation. Front Physiol, 2018. 9: p. 1091. 

86. Tomi, M., T. Nishimura, and E. Nakashima, Mother-to-fetus transfer of antiviral drugs 
and the involvement of transporters at the placental barrier. J Pharm Sci, 2011. 100(9): 
p. 3708-18. 

87. Yamamoto, T., et al., Ribavirin uptake by cultured human choriocarcinoma (BeWo) cells 
and Xenopus laevis oocytes expressing recombinant plasma membrane human 
nucleoside transporters. Eur J Pharmacol, 2007. 557(1): p. 1-8. 

88. Barros, L.F., et al., Immunolocalisation of nucleoside transporters in human placental 
trophoblast and endothelial cells: evidence for multiple transporter isoforms. Pflugers 
Arch, 1995. 429(3): p. 394-9. 

89. Errasti-Murugarren, E., et al., Expression and distribution of nucleoside transporter 
proteins in the human syncytiotrophoblast. Mol Pharmacol, 2011. 80(5): p. 809-17. 

90. Arshad, M., S.S. El-Kamary, and R. Jhaveri, Hepatitis C virus infection during pregnancy 
and the newborn period--are they opportunities for treatment? J Viral Hepat, 2011. 
18(4): p. 229-36. 

91. Azim, H.A., Jr., N. Pavlidis, and F.A. Peccatori, Treatment of the pregnant mother with 
cancer: a systematic review on the use of cytotoxic, endocrine, targeted agents and 
immunotherapy during pregnancy. Part II: Hematological tumors. Cancer Treat Rev, 
2010. 36(2): p. 110-21. 

92. Azim, H.A., Jr., F.A. Peccatori, and N. Pavlidis, Treatment of the pregnant mother with 
cancer: a systematic review on the use of cytotoxic, endocrine, targeted agents and 
immunotherapy during pregnancy. Part I: Solid tumors. Cancer Treat Rev, 2010. 36(2): 
p. 101-9. 

93. Brown, R.S., Jr., et al., Antiviral therapy in chronic hepatitis B viral infection during 
pregnancy: A systematic review and meta-analysis. Hepatology, 2016. 63(1): p. 319-33. 

94. Gingelmaier, A., et al., Mitochondrial toxicity in HIV type-1-exposed pregnancies in the 
era of highly active antiretroviral therapy. Antivir Ther, 2009. 14(3): p. 331-8. 

95. Koren, G., et al., Cancer chemotherapy and pregnancy. J Obstet Gynaecol Can, 2013. 
35(3): p. 263-278. 

96. Wiesweg, M., et al., Administration of Gemcitabine for Metastatic Adenocarcinoma 
during Pregnancy: A Case Report and Review of the Literature. AJP Rep, 2014. 4(1): p. 
17-22. 

97. Ni, Z. and Q. Mao, ATP-binding cassette efflux transporters in human placenta. Curr 
Pharm Biotechnol, 2011. 12(4): p. 674-85. 

98. Mathias, A.A., J. Hitti, and J.D. Unadkat, P-glycoprotein and breast cancer resistance 
protein expression in human placentae of various gestational ages. Am J Physiol Regul 
Integr Comp Physiol, 2005. 289(4): p. R963-9. 

99. Molsa, M., et al., Functional role of P-glycoprotein in the human blood-placental barrier. 
Clin Pharmacol Ther, 2005. 78(2): p. 123-31. 

100. Nanovskaya, T., et al., Role of P-glycoprotein in transplacental transfer of methadone. 
Biochem Pharmacol, 2005. 69(12): p. 1869-78. 

101. Nekhayeva, I.A., et al., Role of human placental efflux transporter P-glycoprotein in the 
transfer of buprenorphine, levo-alpha-acetylmethadol, and paclitaxel. Am J Perinatol, 
2006. 23(7): p. 423-30. 

102. Pavek, P., et al., Influence of P-glycoprotein on the transplacental passage of 
cyclosporine. J Pharm Sci, 2001. 90(10): p. 1583-92. 



37 
 

103. Staud, F., et al., 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, 
2006. 319(1): p. 53-62. 

104. Meyer zu Schwabedissen, H.E., et al., Variable expression of MRP2 (ABCC2) in human 
placenta: influence of gestational age and cellular differentiation. Drug Metab Dispos, 
2005. 33(7): p. 896-904. 

105. Nagashige, M., et al., Basal membrane localization of MRP1 in human placental 
trophoblast. Placenta, 2003. 24(10): p. 951-8. 

106. St-Pierre, M.V., et al., Expression of members of the multidrug resistance protein family 
in human term placenta. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 2000. 279(4): p. R1495-
503. 

107. May, K., et al., Role of the multidrug transporter proteins ABCB1 and ABCC2 in the 
diaplacental transport of talinolol in the term human placenta. Drug Metab Dispos, 
2008. 36(4): p. 740-4. 

108. Yeboah, D., et al., Expression of breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) in human 
placenta throughout gestation and at term before and after labor. Can J Physiol 
Pharmacol, 2006. 84(12): p. 1251-8. 

109. Gray, H., Anatomy of the Human Body 2000. 
110. Backe, E., et al., Demonstration of HIV-1 infected cells in human placenta by in situ 

hybridisation and immunostaining. J Clin Pathol, 1992. 45(10): p. 871-4. 
111. Fondoh, V.N. and N.A. Mom, Mother-to-child transmission of HIV and its predictors 

among HIV-exposed infants at Bamenda Regional Hospital, Cameroon. Afr J Lab Med, 
2017. 6(1): p. 589. 

112. Sprecher, S., et al., Vertical transmission of HIV in 15-week fetus. Lancet, 1986. 2(8501): 
p. 288-9. 

113. Best, B.M., et al., Pharmacokinetics of tenofovir during pregnancy and postpartum. HIV 
Med, 2015. 16(8): p. 502-11. 

114. Best, B.M., et al., Impact of pregnancy on abacavir pharmacokinetics. AIDS, 2006. 20(4): 
p. 553-60. 

115. Moodley, J., et al., Pharmacokinetics and antiretroviral activity of lamivudine alone or 
when coadministered with zidovudine in human immunodeficiency virus type 1-infected 
pregnant women and their offspring. J Infect Dis, 1998. 178(5): p. 1327-33. 

116. Stek, A.M., et al., Effect of pregnancy on emtricitabine pharmacokinetics. HIV Med, 2012. 
13(4): p. 226-35. 

117. Regine, W.F., et al., Fluorouracil vs gemcitabine chemotherapy before and after 
fluorouracil-based chemoradiation following resection of pancreatic adenocarcinoma: a 
randomized controlled trial. JAMA, 2008. 299(9): p. 1019-26. 

118. Reznicek, J., et al., MDR1 and BCRP Transporter-Mediated Drug-Drug Interaction 
between Rilpivirine and Abacavir and Effect on Intestinal Absorption. Antimicrob Agents 
Chemother, 2017. 61(9). 

119. Le, M.P., et al., Pharmacokinetics, safety and efficacy of ritonavir-boosted atazanavir 
(300/100 mg once daily) in HIV-1-infected pregnant women. Antivir Ther, 2015. 20(5): p. 
507-13. 

120. Ripamonti, D., et al., Atazanavir plus low-dose ritonavir in pregnancy: pharmacokinetics 
and placental transfer. AIDS, 2007. 21(18): p. 2409-15. 

121. Mesplede, T. and M.A. Wainberg, Integrase Strand Transfer Inhibitors in HIV Therapy. 
Infect Dis Ther, 2013. 2(2): p. 83-93. 

122. Tupova, L., et al., Interactions between Maraviroc and the ABCB1, ABCG2, and ABCC2 
Transporters: An Important Role in Transplacental Pharmacokinetics. Drug Metab 
Dispos, 2019. 47(9): p. 954-960. 

123. Kitchen, C.M., et al., Enfuvirtide antiretroviral therapy in HIV-1 infection. Ther Clin Risk 
Manag, 2008. 4(2): p. 433-9. 



38 
 

124. Hirt, D., et al., Population pharmacokinetics of tenofovir in HIV-1-infected pregnant 
women and their neonates (ANRS 12109). Clin Pharmacol Ther, 2009. 85(2): p. 182-9. 

125. Recommendations for the Use of Antiretroviral Drugs in Pregnant Women with HIV 
Infection and Interventions to Reduce Perinatal HIV Transmission in the United States. 
Department of Health and Human Services. . Dostupné z 
https://aidsinfo.nih.gov/guidelines/html/3/perinatal/0. (15.3.2020). 

126. WHO, Antiretroviral drugs for treating pregnant women and preventing HIV infection in 
infants. Recommendations for a public health approach (2010 version). Dostupné z 
http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241599818_eng.pdf. (26.2.2020). 

127. Kis, O., et al., The complexities of antiretroviral drug-drug interactions: role of ABC and 
SLC transporters. Trends Pharmacol Sci, 2010. 31(1): p. 22-35. 

128. Marzolini, C., et al., Transplacental passage of protease inhibitors at delivery. AIDS, 
2002. 16(6): p. 889-93. 

129. Neumanova, Z., et al., Interactions of tenofovir and tenofovir disoproxil fumarate with 
drug efflux transporters ABCB1, ABCG2, and ABCC2; role in transport across the 
placenta. AIDS, 2014. 28(1): p. 9-17. 

130. Neumanova, Z., et al., Role of ABCB1, ABCG2, ABCC2 and ABCC5 transporters in placental 
passage of zidovudine. Biopharm Drug Dispos, 2016. 37(1): p. 28-38. 

131. Neumanova, Z., et al., Effect of drug efflux transporters on placental transport of 
antiretroviral agent abacavir. Reprod Toxicol, 2015. 57: p. 176-82. 

132. Nishimura, T., et al., Enhancement of zidovudine uptake by dehydroepiandrosterone 
sulfate in rat syncytiotrophoblast cell line TR-TBT 18d-1. Drug Metab Dispos, 2008. 
36(10): p. 2080-5. 

133. Karbanova, S., et al., Role of nucleoside transporters in transplacental pharmacokinetics 
of nucleoside reverse transcriptase inhibitors zidovudine and emtricitabine. Placenta, 
2017. 60: p. 86-92. 

134. Alter, M.J., Epidemiology of hepatitis C virus infection. World J Gastroenterol, 2007. 
13(17): p. 2436-41. 

135. Mohd Hanafiah, K., et al., Global epidemiology of hepatitis C virus infection: new 
estimates of age-specific antibody to HCV seroprevalence. Hepatology, 2013. 57(4): p. 
1333-42. 

136. Marine-Barjoan, E., et al., HCV/HIV co-infection, HCV viral load and mode of delivery: risk 
factors for mother-to-child transmission of hepatitis C virus? AIDS, 2007. 21(13): p. 1811-
5. 

137. Polis, C.B., et al., Impact of maternal HIV coinfection on the vertical transmission of 
hepatitis C virus: a meta-analysis. Clin Infect Dis, 2007. 44(8): p. 1123-31. 

138. Reid, M., et al., Contribution of Liver Fibrosis and Microbial Translocation to Immune 
Activation in Persons Infected With HIV and/or Hepatitis C Virus. J Infect Dis, 2018. 
217(8): p. 1289-1297. 

139. Benova, L., et al., Vertical transmission of hepatitis C virus: systematic review and meta-
analysis. Clin Infect Dis, 2014. 59(6): p. 765-73. 

140. Novakova, L., et al., Current antiviral drugs and their analysis in biological materials-Part 
I: Antivirals against respiratory and herpes viruses. J Pharm Biomed Anal, 2018. 147: p. 
400-416. 

141. Sidwell, R.W., et al., Broad-spectrum antiviral activity of Virazole: 1-beta-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide. Science, 1972. 177(4050): p. 705-6. 

142. Novakova, L., et al., Current antiviral drugs and their analysis in biological materials - 
Part II: Antivirals against hepatitis and HIV viruses. J Pharm Biomed Anal, 2018. 147: p. 
378-399. 

143. Naik, G.S. and M.G. Tyagi, A pharmacological profile of ribavirin and monitoring of its 
plasma concentration in chronic hepatitis C infection. J Clin Exp Hepatol, 2012. 2(1): p. 
42-54. 

http://whqlibdoc.who.int/publications/2010/9789241599818_eng.pdf


39 
 

144. Sinclair, S.M., et al., The Ribavirin Pregnancy Registry: An Interim Analysis of Potential 
Teratogenicity at the Mid-Point of Enrollment. Drug Saf, 2017. 40(12): p. 1205-1218. 

145. Roberts, S.S., et al., The Ribavirin Pregnancy Registry: Findings after 5 years of 
enrollment, 2003-2009. Birth Defects Res A Clin Mol Teratol, 2010. 88(7): p. 551-9. 

146. Karbanova, S., et al., Transport of ribavirin across the rat and human placental barrier: 
Roles of nucleoside and ATP-binding cassette drug efflux transporters. Biochem 
Pharmacol, 2019. 163: p. 60-70. 

147. Bray, F., et al., Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and 
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA Cancer J Clin, 2018. 68(6): p. 
394-424. 

148. Gillet, J.P. and M.M. Gottesman, Mechanisms of multidrug resistance in cancer. 
Methods Mol Biol, 2010. 596: p. 47-76. 

149. Robey, R.W., et al., Revisiting the role of ABC transporters in multidrug-resistant cancer. 
Nat Rev Cancer, 2018. 18(7): p. 452-464. 

150. Fletcher, J.I., et al., ABC transporters as mediators of drug resistance and contributors to 
cancer cell biology. Drug Resist Updat, 2016. 26: p. 1-9. 

151. Hofman, J., et al., Brivanib Exhibits Potential for Pharmacokinetic Drug-Drug Interactions 
and the Modulation of Multidrug Resistance through the Inhibition of Human ABCG2 
Drug Efflux Transporter and CYP450 Biotransformation Enzymes. Mol Pharm, 2019. 
16(11): p. 4436-4450. 

152. Sorf, A., et al., Ribociclib shows potential for pharmacokinetic drug-drug interactions 
being a substrate of ABCB1 and potent inhibitor of ABCB1, ABCG2 and CYP450 isoforms 
in vitro. Biochem Pharmacol, 2018. 154: p. 10-17. 

153. Burris, H.A., 3rd, et al., Improvements in survival and clinical benefit with gemcitabine 
as first-line therapy for patients with advanced pancreas cancer: a randomized trial. J 
Clin Oncol, 1997. 15(6): p. 2403-13. 

154. Cai, J., et al., Two distinct molecular mechanisms underlying cytarabine resistance in 
human leukemic cells. Cancer Res, 2008. 68(7): p. 2349-57. 

155. Li, Q. and Y. Shu, Role of solute carriers in response to anticancer drugs. Mol Cell Ther, 
2014. 2: p. 15. 

156. Neoptolemos, J.P., et al., Adjuvant chemotherapy with fluorouracil plus folinic acid vs 
gemcitabine following pancreatic cancer resection: a randomized controlled trial. JAMA, 
2010. 304(10): p. 1073-81. 

157. Oettle, H., et al., Adjuvant chemotherapy with gemcitabine vs observation in patients 
undergoing curative-intent resection of pancreatic cancer: a randomized controlled trial. 
JAMA, 2007. 297(3): p. 267-77. 

158. Neoptolemos, J.P., et al., Adjuvant 5-fluorouracil and folinic acid vs observation for 
pancreatic cancer: composite data from the ESPAC-1 and -3(v1) trials. Br J Cancer, 2009. 
100(2): p. 246-50. 

159. Kleeff, J., et al., Pancreatic cancer. Nat Rev Dis Primers, 2016. 2: p. 16022. 
160. (US), N.C.I., PDQ Cancer Information Summaries. 2018. 
161. Bardeesy, N. and R.A. DePinho, Pancreatic cancer biology and genetics. Nat Rev Cancer, 

2002. 2(12): p. 897-909. 
162. Kommalapati, A., et al., Contemporary Management of Localized Resectable Pancreatic 

Cancer. Cancers (Basel), 2018. 10(1). 
163. Moore, M.J., et al., Erlotinib plus gemcitabine compared with gemcitabine alone in 

patients with advanced pancreatic cancer: a phase III trial of the National Cancer 
Institute of Canada Clinical Trials Group. J Clin Oncol, 2007. 25(15): p. 1960-6. 

164. Louvet, C., et al., Gemcitabine in combination with oxaliplatin compared with 
gemcitabine alone in locally advanced or metastatic pancreatic cancer: results of a 
GERCOR and GISCAD phase III trial. J Clin Oncol, 2005. 23(15): p. 3509-16. 



40 
 

165. Poplin, E., et al., Phase III, randomized study of gemcitabine and oxaliplatin versus 
gemcitabine (fixed-dose rate infusion) compared with gemcitabine (30-minute infusion) 
in patients with pancreatic carcinoma E6201: a trial of the Eastern Cooperative Oncology 
Group. J Clin Oncol, 2009. 27(23): p. 3778-85. 

166. Postlewait, L.M., et al., Combination gemcitabine/cisplatin therapy and ERCC1 
expression for resected pancreatic adenocarcinoma: Results of a Phase II prospective 
trial. J Surg Oncol, 2016. 114(3): p. 336-41. 

167. Rocha Lima, C.M., et al., Irinotecan/gemcitabine combination chemotherapy in 
pancreatic cancer. Oncology (Williston Park), 2001. 15(3 Suppl 5): p. 46-51. 

168. Gong, J.F., et al., [Efficacy of gemcitabine-based chemotherapy on advanced pancreatic 
cancer]. Ai Zheng, 2007. 26(8): p. 890-4. 

169. Neoptolemos, J.P., et al., Comparison of adjuvant gemcitabine and capecitabine with 
gemcitabine monotherapy in patients with resected pancreatic cancer (ESPAC-4): a 
multicentre, open-label, randomised, phase 3 trial. Lancet, 2017. 389(10073): p. 1011-
1024. 

170. Conroy, T., et al., FOLFIRINOX or Gemcitabine as Adjuvant Therapy for Pancreatic 
Cancer. N Engl J Med, 2018. 379(25): p. 2395-2406. 

171. Plunkett, W., et al., Gemcitabine: preclinical pharmacology and mechanisms of action. 
Semin Oncol, 1996. 23(5 Suppl 10): p. 3-15. 

172. Hagmann, W., et al., Membrane drug transporters and chemoresistance in human 
pancreatic carcinoma. Cancers (Basel), 2010. 3(1): p. 106-25. 

173. Marechal, R., et al., Levels of gemcitabine transport and metabolism proteins predict 
survival times of patients treated with gemcitabine for pancreatic adenocarcinoma. 
Gastroenterology, 2012. 143(3): p. 664-674 e6. 

174. Marechal, R., et al., Human equilibrative nucleoside transporter 1 and human 
concentrative nucleoside transporter 3 predict survival after adjuvant gemcitabine 
therapy in resected pancreatic adenocarcinoma. Clin Cancer Res, 2009. 15(8): p. 2913-
9. 

175. Fujita, H., et al., Gene expression levels as predictive markers of outcome in pancreatic 
cancer after gemcitabine-based adjuvant chemotherapy. Neoplasia, 2010. 12(10): p. 
807-17. 

176. Giovannetti, E., et al., Transcription analysis of human equilibrative nucleoside 
transporter-1 predicts survival in pancreas cancer patients treated with gemcitabine. 
Cancer Res, 2006. 66(7): p. 3928-35. 

177. Ashida, R., et al., m. J Exp Clin Cancer Res, 2009. 28: p. 83. 
178. Eto, K., et al., Human equilibrative nucleoside transporter 1 and Notch3 can predict 

gemcitabine effects in patients with unresectable pancreatic cancer. Br J Cancer, 2013. 
108(7): p. 1488-94. 

179. Bergman, A.M., et al., In vivo induction of resistance to gemcitabine results in increased 
expression of ribonucleotide reductase subunit M1 as the major determinant. Cancer 
Res, 2005. 65(20): p. 9510-6. 

180. Nakahira, S., et al., Involvement of ribonucleotide reductase M1 subunit overexpression 
in gemcitabine resistance of human pancreatic cancer. Int J Cancer, 2007. 120(6): p. 
1355-63. 

181. Dang, L., et al., Notch3 signaling initiates choroid plexus tumor formation. Oncogene, 
2006. 25(3): p. 487-91. 

182. Mann, C.D., et al., Notch3 and HEY-1 as prognostic biomarkers in pancreatic 
adenocarcinoma. PLoS One, 2012. 7(12): p. e51119. 

183. Drouillard, A., et al., DLL4 expression is a prognostic marker and may predict gemcitabine 
benefit in resected pancreatic cancer. Br J Cancer, 2016. 115(10): p. 1245-1252. 



41 
 

184. Bauer, A.S., et al., Diagnosis of pancreatic ductal adenocarcinoma and chronic 
pancreatitis by measurement of microRNA abundance in blood and tissue. PLoS One, 
2012. 7(4): p. e34151. 

185. Dillhoff, M., et al., MicroRNA-21 is overexpressed in pancreatic cancer and a potential 
predictor of survival. J Gastrointest Surg, 2008. 12(12): p. 2171-6. 

186. Giovannetti, E., et al., MicroRNA-21 in pancreatic cancer: correlation with clinical 
outcome and pharmacologic aspects underlying its role in the modulation of 
gemcitabine activity. Cancer Res, 2010. 70(11): p. 4528-38. 

187. Raffenne, J., et al., hENT1 Testing in Pancreatic Ductal Adenocarcinoma: Are We Ready? 
A Multimodal Evaluation of hENT1 Status. Cancers (Basel), 2019. 11(11). 

188. Jiraskova, L., et al., Are ENT1/ENT1, NOTCH3, and miR-21 Reliable Prognostic Biomarkers 
in Patients with Resected Pancreatic Adenocarcinoma Treated with Adjuvant 
Gemcitabine Monotherapy? Cancers (Basel), 2019. 11(11). 

189. Cygalova, L.H., et al., Transplacental pharmacokinetics of glyburide, rhodamine 123, and 
BODIPY FL prazosin: effect of drug efflux transporters and lipid solubility. J Pharmacol 
Exp Ther, 2009. 331(3): p. 1118-25. 

190. Gerbaud, P., K. Tasken, and G. Pidoux, Spatiotemporal regulation of cAMP signaling 
controls the human trophoblast fusion. Front Pharmacol, 2015. 6: p. 202. 

191. Janneh, O. and S.H. Khoo, Interactions of tenofovir, Lamivudine, abacavir and 
Didanosine in primary human cells. Pharmaceutics, 2011. 3(2): p. 326-37. 

192. Neoptolemos, J.P., et al., Effect of adjuvant chemotherapy with fluorouracil plus folinic 
acid or gemcitabine vs observation on survival in patients with resected periampullary 
adenocarcinoma: the ESPAC-3 periampullary cancer randomized trial. JAMA, 2012. 
308(2): p. 147-56. 

193. Huang, J., et al., Cost-effectiveness analysis of adjuvant treatment for resected 
pancreatic cancer in China based on the ESPAC-4 trial. Cancer Manag Res, 2018. 10: p. 
4065-4072. 

194. Andersson, R., et al., Gemcitabine chemoresistance in pancreatic cancer: molecular 
mechanisms and potential solutions. Scand J Gastroenterol, 2009. 44(7): p. 782-6. 

195. Blackford, A., et al., SMAD4 gene mutations are associated with poor prognosis in 
pancreatic cancer. Clin Cancer Res, 2009. 15(14): p. 4674-9. 

196. Donahue, T.R., et al., Integrative survival-based molecular profiling of human pancreatic 
cancer. Clin Cancer Res, 2012. 18(5): p. 1352-63. 

 

 

  



42 
 

7 JEDNOTLIVÉ PRÁCE A JEJICH KOMENTÁŘE 

Plné znění článků se nachází v příloze. 

 

7.1 Expression of concentrative nucleoside transporters (SLC28A) in the 

human placenta: effects of gestation age and prototype 

differentiation-affecting agents  

Jirásková Lucie, Červený Lukáš, Karbanová Sára, Ptáčková Zuzana, Štaud František  

Molecular Pharmaceutics, 2018; 15(7): p. 2732-2741 

(IF[2018] – 4.396, Q1) 

 

Tato práce vychází ze dvou základních hypotéz naznačených již v hlavním textu 

disertační práce. Protože placenta je rychle se vyvíjející orgán, který vyžaduje dodávku 

dostatečného množství stavebních látek (včetně nukleosidů) pro správný růst, předpokládali 

jsme změny exprese nukleosidových transportérů (zejména vysokoafinitních CNTs) v závislosti 

na délce gestace. Dále byla snaha zodpovědět otázku, zda případná změna exprese je dána 

mírou diferenciace a/nebo epigenetickou regulací.  

Proto cílem tohoto projektu bylo nejprve stanovit a porovnat pomocí kvantitativní 

reverzní transkriptázové PCR (qRT-PCR) analýzy hladinu exprese CNTs v prvotrimestrální a 

terminální lidské placentě. Zjistili jsme, že dominantním typem CNT transportéru je v placentě 

CNT2, přičemž jeho exprese se stejně jako u ostatních zástupců CNT během gestace zvyšuje. 

Nicméně, mRNA exprese SLC28A1 byla na hranici detekce v obou gestačních fázích. Obdobný 

expresní profil mRNA pro geny SLC28A jsme pozorovali i v buněčné linii BeWo.  

Dále jsme sledovali efekt diferenciačních (forskolin, all-trans-retinoic acid) a epigenom 

ovlivňujících látek (butyrát sodný, valproát sodný a 5-azacytidin) na expresi SLC29A a SLC28A 

v buněčné linii BeWo. Největší efekt způsobil forskolin, který indukcí cAMP/PAK signalizační 

dráhy upreguloval SLC28A2, což se promítlo do zvýšené míry vychytávání adenosinu v buněčné 

linii BeWo. Exprese ENT transportérů nebyla ovlivněna žádnou z testovaných látek, což 

naznačuje jejich možnou konstitutivní expresi (Obr. 4). Výsledky naší studie přináší nové 

poznatky o regulaci NTs, a to především CNT2. Lze tedy spekulovat, že substráty CNT2 budou 

vychytávány ve větší míře do terminální placeny a/nebo placenty se zvýšenou aktivitou 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29782174
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adenylylcyklázy. Upregulace CNT2 způsobená forskolinem byla pozorována i buněčné linii JEG-3, 

která nevytváří mnohojaderný syncytiotrofoblast. Proto předpokládáme, že zvýšené hladiny 

SLC28A2/CNT2 nesouvisí s diferenciací cytotrofoblastu v syncytiotrofoblast. 

 

 

 

  

 

 

Obr. 4: Schématické znázornění efektu diferenciaci nebo epigenetiku ovlivňujících látek na 

mRNA expresi nukleosidových transportérů v BeWo buněčné linii. Z testovaných látek měl 

nejvyšší efekt forskolin, který signifikantně indukoval expresi CNT2. Tato indukce byla současně 

inhibována inhibitorem PKA, KT-5720. Zvýšení CNT2 bylo potvrzeno v BeWo buňkách i na úrovni 

funkce. 

Grafický abstrakt publikace I [45]. 

PKA = proteinkináza A; HDAC = histondeacetyláza; DNMT = DNA metyltransferáza; RAR = retinoic 
acid receptor 
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7.2 Are ENT1/ENT1, NOTCH3, and miR-21 reliable prognostic 

biomarkers in patients with resected pancreatic adenocarcinoma 

treated with adjuvant gemcitabine monotherapy?  

Jirásková Lucie, Ryška Aleš, Duintjer Tebbens Erik Jurjen, Hornychová Helena, Čečka 

Filip, Štaud František, Červený Lukáš 

Cancers, 2019; 11(11): pi. E1621 

(IF[2018/2019] – 6.162, Q1) 

 

Tato práce vychází z hypotézy, že vyšší množství membránově vázaného ENT1 a nižší 

exprese molekul NOTCH3 a miR-21 může být asociována s delším DSS u pacientů s PDAC 

léčených adjuvantně GEM.  

Cílem tohoto projektu bylo využití tenkých parafínových řezů PDAC a zdravé tkáně 

pankreatu získaných z uniformní skupiny pacientů definované striktně resekcí PDAC a adjuvantní 

léčbou GEM, pro kvantifikaci potenciálních rakovinných biomarkerů SLC29A1/ENT1, NOTCH3 a 

miR-21 a asociaci těchto markerů s odpovědí pacienta na léčbu GEM.  

V rámci výzkumu jsme pomocí qRT-PCR analýzy zjistili, že nižší exprese miR-21 zvyšuje 

DSS (disease-specific survival) u pacientů s negativním nálezem metastází v lymfatických 

uzlinách a stádiem tumoru 1 a 2. Dále jsme zjistili, že velmi důležitým prognostickým faktorem 

je parametr R0 („negative resection margins“). Množství SLC29A1 a NOTCH3 v našem souboru 

pacientů nekorelovalo s DSS pacientů. Tento negativní výsledek byl v případě SLC29A1 potvrzen 

i pomocí imunohistochemické analýzy s anti-ENT1 protilátkou 10D7G2 (Obr 5). Tato publikace 

přinesla i několik zajímavých zjištění týkajících se expresního profilu SLC29A1, NOTCH3 a miR-21 

v nádorové a nenádorové tkáni. V naší kohortě vzorku nádorová tkáň měla v porovnání 

s nenádorovou tkání signifikantně nižší mRNA expresi SLC29A1 a vyšší v případě NOTCH3 a miR-

21. Další data této studie naznačují zvýšené riziko down-regulace SLC29A1 u pacientů s vyšší 

expresí SLC29A1 v nenádorové tkáni pankreatu. Exprese NOTCH3 má tendenci se zvyšovat pouze 

u pacientů s nízkou expresí v nenádorové tkáni, zatímco ke zvýšení miR-21 pravděpodobně 

dochází nezávisle na hladinách v normálním tkáni pankreatu (Obr. 5). 

Naše data nevylučují potenciální budoucí použití SLC29A1 a miR-21 jako prognostických 

biomarkerů pro personalizaci léčby GEM u pacientů s PDAC po resekci. Naznačují však, že tento 

postup ještě není připraven k implementaci do klinického prostředí. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ryska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duintjer%20Tebbens%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hornychova%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecka%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecka%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31652721
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31652721
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Obr. 5: Schématické znázornění kvantifikace potenciálních prognostických biomarkerů 

SLC29A1/ENT1, NOTCH3 a miR-21 a asociaci těchto markerů s DSS pacientů s PDAC adjuvantně 

léčenými GEM.  

Grafický abstrakt publikace II [188]. 

N0 = negativní nález metastází v lymfatických uzlinách; T(1,2) = stádium tumoru 1 a 2 
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7.3 Role of nucleoside transporters in transplacental pharmacokinetics 

of nukleoside reverse transcriptase inhibitors zidovudine and 

emtricitabine 

Karbanová Sára, Červený Lukáš, Čečková Martina, Ptáčková Zuzana, Jirásková Lucie, 

Greenwood S, Štaud František 

Placenta, 2017; 60: p. 86-92  

(IF[2017] – 2.434) 

 

Zidovudin a emtricitabin jsou efektivní antiretrovirotika s dobrým bezpečnostním 

profilem, která jsou součástí doporučovaných farmakoterapeutických postupů používaných 

k léčbě a prevenci perinatálního přenosu HIV z matky na dítě. Jedná se o léčiva s popsaným 

vysokým placentárním přestupem, avšak přesný mechanismus přenosu těchto léčiv přes 

placentu není zatím zcela znám. 

AZT i FTC jsou léčiva odvozená od nukleosidů, proto jsme předpokládali, že se na jejich 

placentárním přestupu mohou podílet ekvilibrativní nukleosidové transportéry, ENT1 a ENT2. 

Pomocí akumulačních studií provedených na buněčné linii BeWo a čerstvých vilózních 

fragmentech izolovaných z lidské placenty jsme sledovali, zda ENT1 a ENT2 usnadňují 

vychytávání zidovudinu a amtricitabinu. Experimenty in situ provedené pomocí duální perfuze 

potkaní placenty byly posléze využity ke sledování, zda ENT1 a/nebo ENT2 ovlivňují materno-

fetální a/nebo feto-maternální přestup zidovudinu a emtricitabinu. Placentární akumulace 

zidovudinu i emtricitabunu nebyla ovlivněna přítomností NBMPR při koncentracích 0,1 µM a 0,1 

mM. Na základě těchto výsledků jsme vyvodili závěr, že ani ENT1 ani ENT2 se nepodílejí na 

transplacentárním přenosu zidovudinu a emtricitabinu. 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29208244
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7.4 Transport of ribavirin across the rat and human placental barrier: 

roles of nucleoside and ATP-binding cassette drug efflux 

transporters 

Karbanová Sára, Červený Lukáš, Jirásková Lucie, Karahoda Rona, Čečková Martina, 

Ptáčková Zuzana, Štaud František 

Biochemical Pharmacology, 2019; 163: p. 60-70.  

(IF[2018/2019] – 4.825, Q1) 

  

Ribavirin je nukleosidový derivát se širokou antivirální aktivitou užívaný v kombinované 

farmakoterapii HCV. Studie na zvířecích modelech prokázaly teratogenitu ribavirinu, nicméně 

dosud získaná data o jeho užití těhotných žen, zatím teratogenitu u člověka nepotvrdily. Je tak 

jedním z kandidátů pro léčbu chronické hepatitidy C u těhotných žen a prevenci přenosu viru 

z matky na plod. Aby bylo možné ribavirin v těhotenství užívat je kromě vlivu na plod nutné 

popsat mechanismy přispívající k materno-fetálnímu prostupu ribavirinu. V této studii jsme se 

tedy zaměřili na roli nukleosidových transportérů a ABC transportérů v placentární kinetice 

ribavirinu.  

Naše výsledky poukázaly na to, že ENT1 signifikantně přispívá k vychytávání ribavirinu 

v BeWo buněčné linii, placentárních vilózních fragmentech a veziklech z izolované mikrovilózní 

membrány (MVM), zatímco CNTs, pravděpodobně CNT2, se podílí na transportu ribavirinu 

pouze v BeWo buněčné linii. Metodou in situ duálně perfundované potkaní placenty (otevřené 

cirkulace) jsme inhibicí ENTs prokázali snížení materno-fetální i feto-maternální clearance. 

Zapojení ABC transportérů (ABCB1, ABCG2 a ABCC2) v transplacentárním přenosu ribavirinu 

nebylo pomocí experimentů s MDCKII buněčnou linií a uzavřené duální perfundované potkaní 

placenty prokázáno (Obr. 6). Tato data významně přispívají k pochopení mechanismů 

podílejících se na placentárním přestupu ribavirinu a dávají podnět k dalšímu studiu, např. 

korelace exprese placentárního ENT1 s koncentrací ribavirinu ve fetální cirkulaci, případně 

dopad lékových interakcí na ENT1 a na hladiny ribavirinu v krvi plodu. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karahoda%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
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Obr. 6: Schématické znázornění exprese a transportní funkce jednotlivých transportérů 

v přenosu ribavirinu v různých experimentálních modelech. 

Grafický abstrakt publikace IV [146]. 
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7.5 Equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT1, SLC29A1) facilitates 

transfer of the antiretroviral drug abacavir across the placenta.  

Červený Lukáš, Ptáčková Zuzana, Čečková Martina, Karahoda Rona, Karbanová Sára, 

Jirásková Lucie, Greenwood Susan, Glazier Jocelyn, Štaud František.  

Drug Metabolism and Disposition, 2018; 46(11): p. 1817-1826 

(IF[2018] – 3.354, Q2) 

 

Abakavir je antiretrovirotikum odvozené od nukleosidu, které je součástí 

doporučovaných kombinovaných režimů pro prevenci vertikálního přenosu viru HIV z matky na 

dítě v průběhu těhotenství. Je považován za léčivo s vysokým transplacentárním přestupem, 

přičemž jeho přítomnost ve fetální cirkulaci zajišťuje profylaxi plodu či případně eliminuje virus, 

který přestoupí placentu. V této publikaci jsme se tak zaměřili na nukleosidové transportéry a 

jejich roli v materno-fetálním přestupu abakaviru. 

Pro potvrzení této hypotézy, jsme provedli akumulační experimenty na i) buněčné linii 

BeWo, odvozené od lidského placentárního choriokarcinomu, ii) v lidských vilózních 

fragmentech a iii) v mikrovilózních (MVM) veziklech. Nejprve bylo nutné ověřit aktivitu 

nukleosidových transportérů v těchto experimentálních modelech. Použitím [3H]-adenosinu 

(modelový substrát ENTs, CNT2 a CNT3) a [3H] thymidinu (modelový substrát pro ENTs, CNT1 a 

CNT3) jsme prokázali signifikantní aktivitu ENT1 a CNT2 v BeWo buněčné linii, přičemž 

experimenty na vilózních fragmentech a MVM veziklech poukázaly pouze na ENT1 aktivitu. 

Placentární vychytávání [3H]-abakaviru bylo inhibováno NBMPR (0,1 µM), což demonstruje, že 

ENT1 usnadňuje vychytávání abakaviru placentou. Role CNTs byla pozorována pouze v BeWo 

buňkách. Abychom ověřili, že ENT1 ovlivňuje i přenos přes placentu, provedli jsme duální perfuzi 

potkaní placenty. Tyto experimenty ukázaly, že Ent1 významně přispívá k celkovému transportu 

[3H]-abakaviru přes placentu. Na závěr jsme kvantifikovali expresi ENT1 a ENT2 ve 

vzorcích prvotrimestrálních a terminálních placent. Prokázali jsme, že jejich exprese se 

v průběhu gestace nemění, nicméně je značně variabilní, což by mohlo být předmětem dalších 

studií zabývajících se vztahem mezi expresí ENT1 v placentě a koncentracemi abakaviru ve 

fetální krvi.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cerveny%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ptackova%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30097436
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7.6 S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBMPR) is not a selective inhibitor 

of equilibrative nukleoside transporters but also blocks efflux 

activity of breast cancer resistence protein 

Karbanová Sára, Šorf Aleš, Jirásková Lucie, Lalinská Anežka, Ptáčková Zuzana, Štaud 

František, Červený Lukáš. 

Pharmaceutical Research, 2020; 37(3): p. 58.  

(IF[2018/2019] – 3.896, Q1) 

 

S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosin (NBMPR) je od roku 1972 rutinně používám jako 

specifický inhibitor ekvilibrativních transportérů ENT1 a ENT2. ENT1 je NBMPR sensitivní 

transportér a je inhibován v mikromolárních koncentracích NBMPR. ENT2 je méně sensitivní a 

je inhibován v milimolárních koncentracích NBMPR. Při studiu role transportérů v placentární 

kinetice zidovudinu a TDF jsme zjistili, že NBMPR (0,1 mM) inhibuje aktivní feto-maternální 

přestup těchto látek. Protože zidovudin a TDF jsou popsanými substráty ABCB1 a ABCG2, 

rozhodli jsme se testovat hypotézu, že NBMPR tyto transportéry inhibuje.  

Při studiu jsme pomocí akumulačních studií provedených na in vitro modelu placentární 

bariéry (buněčná linie BeWo) nejdříve ověřili, že TDF, stejně jako zidovudin [133] není 

substrátem nukleosidových transportérů. Dále jsme provedli na buněčné linii MDCKII (parentní 

linii a linii exprimující příslušný lidský transportér) i) akumulační studie, kde jsme využili 

fluorescenční modelový substrát ABCB1/ABCG2, Hoechst 33342, a specifické inhibitory ABCB1 a 

ABCG2 a ii) obousměrný transport přes buněčnou monovrstvu s radioaktivně značeným [3H]-

glyburidem, který je považován za preferenční substrát ABCG2 [189]. Na závěr jsme provedli in 

situ duální perfuzi potkaní placenty s [3H]-glyburidem. 

Pomocí těchto metod jsme zjistili, že NBMPR v koncentraci 0,1 mM zvyšuje akumulaci 

Hoechst 33342 v MDCKII-ABCG2 buňkách. V transportním experimentu s [3H]-glyburidem přes 

MDCKII-ABCG2 jsme pozorovali vyšší transport ve směru bazolaterálně-apikálním než apikálně-

bazolaterálním, přičemž tento transport byl inhibován NBMPR (0,1 mM). NBMPR (0,1 mM) také 

inhiboval aktivní feto-maternílní transport [3H]-glyburidu Tato publikace tedy jako první přináší 

důkazy, že NBMPR v koncentraci 0,1 mM, která je běžně používán k inhibici ENT1 a ENT2, 

inhibuje transport nukleosidů a nukleosidových derivátů zprostředkovaný, nejen ENT1/ENT2, ale 

inhibuje také aktivitu ABCG2. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karbanova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staud%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30716294
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8 ZÁVĚR 

Membránové transportéry jsou již po řadu desetiletí intenzivně studovaným tématem 

v mnoha laboratořích na celém světě. Tuto pozornost si získaly mimo jiné díky jejich 

nezastupitelné roli v procesech spojených s lékovým transportem přes buněčnou membránu. 

Dlouhodobě je diskutováno jejich zapojení v rozvoji lékové rezistence snižující efektivitu 

protinádorové terapie, nicméně zásadní zůstává i jejich podíl na absorpci, distribuci a exkreci 

léčiv. Pokud jde o distribuci, bylo popsáno, že ABCB1, ABCG2 a ABCC2 svou efluxní aktivitou 

snižují materno-fetální přestup některých látek, a představují tak aktivní složku placentární 

ochrany vyvíjejícího se plodu [129, 130]. Na druhé straně stojí nukleosidové transportéry, jejichž 

role je zřejmě především nutriční (příjem nukleosidů placentou) [41], nicméně se také podílejí 

na placentárním přestupu látek odvozených od nukleosidů [42]. V porovnání s ABC transportéry 

je skupina placentárních nukleosidových transportérů mnohem méně studována. V rámci řešení 

této disertační práce jsme popsali expresi nukleosidových transportérů na úrovní mRNA 

v prvotrimestrální a terminální lidské placentě (publikace I) a přinesli jsme důkazy, že exprese 

nízkoafinitních, ale vysokokapacitních ENTs je v průběhu gestace konstitutivní, zatímco exprese 

vysokoafinitních, ale nízkokapacitních CNTs v průběhu gestace pravděpodobně roste. Naše 

domněnka, že exprese ENTs je v placentě konstitutivní byla dále podpořena daty z buněčné linie 

BeWo, kde jsme nepozorovali žádný efekt látek ovlivňujících diferenciaci nebo epigenom, 

zatímco CNTs (zejména CNT2) byly mnohem náchylnější ke změně exprese, což je plně v souladu 

s literaturou [39, 41]. Jako zásadní regulační faktor se ukázala být aktivace signalizační dráhy 

adenylylcykláza/cAMP/PKA. Tato dráha je důležitým faktorem při přeměně cytotrofoblastu na 

syncytiotrofoblast [190]. Naše výsledky ale ukázaly, že exprese a aktivita CNT2 se zvyšuje při 

aktivaci adenylylcyklázy bez ohledu na tento diferenciační proces (publikace I), přičemž 

předpokládáme, že nárůst CNT2 může souviset se zvětšujícími se nároky placenty na dodávky 

nukleosidů v průběhu gestace [27, 28]. 

Dále jsme prokázali, že ENT1 usnadňuje materno-fetální transfer antiretrovirotika 

abakaviru (publikace V). Kromě relativně vysoké lipofility [191] bude interakce s placentárním 

ENT1 důvodem popsaného vysokého placentární přestupu této látky. Na druhou stranu naše 

práce demonstrovala, že ENT1 je zásadním přenašečem určujícím rychlost placentárního 

přestupu ribavirinu (publikace IV). V této práci jsme navíc přinesli důkazy, že placentární kinetika 

ribavirinu není ovlivňována aktivitou ABCB1, ABCG2 a ABCC2 (publikace IV). Další testované látky 

ze skupiny NRTIs, emtricitabin a zidovudin, s placentárními nukleosidovými transportéry 

neinteragovaly (publikace III). Při řešení interakcí placentárních nukleosidových transportérů se 

zidovudinem a další látkou ze skupiny NRTIs, TDF (oba popsané substráty ABCB1 a ABCG2 
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transportéru [129, 130]) jsme zaznamenali inhibiční efekt NBMPR (0,1 mM) na aktivní feto-

maternální transport obou látek. Testovali jsme tedy hypotézu, že NBMPR při této koncentraci 

inhibuje ABCB1 a/nebo ABCG2. Práce (publikace VI), pak poprvé popsala NBMPR v koncentraci 

0,1 mM jako neselektivní inhibitor ENTs a ABCG2. Toto zjištění bude tedy nutné zohledňovat při 

navrhování experimentů využívajících NBMPR v koncentraci 0,1 mM a interpretaci výsledků 

získaných se substráty, u nichž je předpoklad, že jejich membránový přenos je ovlivňován ENTs 

a zároveň ABCG2. Týká se to zejména tkání s velkým množstvím těchto transportérů, mezi které 

patří (syncytiotrofoblast, hepatocyty a střevní tkáň) [5, 18, 28]. 

Role ENT1 byla sledována také v retrospektivní klinické studii zabývající se korelací 

exprese vybraných potenciálních prognostických markerů a délkou DSS pacientů s PDAC 

adjuvantně léčených GEM. GEM je stále lékem volby u pacientů s PDAC [117, 153, 157, 169, 

192]. Důvodem je nejlepší poměr mezi finančními náklady na terapii, efektivitou a dále relativně 

akceptovatelnou toxicitou [193]. Efektivita léčby může být významně zlepšena 

personalizovaným podáním GEM, a to ve správné dávce a pouze pacientům, kteří mohou z léčby 

profitovat [173, 175]. Proto je snaha hledat prognostické/prediktivní molekuly, které by 

umožnily s ohledem na terapii GEM klinikům identifikovat ty pacienty, kteří budou z léčby 

profitovat ve smyslu prodloužení života či prodloužení doby bez progrese onemocnění. Protože 

se jedná o hydrofilní léčivo, jeho přestup přes buněčnou membránu závisí na přítomnosti 

transportérů, a to zejména ENT1 [84, 194]. Korelace nízké exprese ENT1 s prognózou pacientů 

s PDAC je tedy celkem zevrubně studována [84, 172-175], nicméně i přes téměř dvě dekády 

trvající výzkum není dostatek dat, aby bylo možné vytvořit klinické doporučení pro stratifikaci 

pacientů využívající ENT1 jako prognostického či prediktivního markeru. Jedním z důvodů je 

neexistence jednotných protokolů pro kvantifikaci ENT1 v PDAC a studie provedené na 

heterogenních skupinách pacientů. V této práci jsme provedli paralelní analýzu exprese ENT1 

pomocí dvou odlišných metodických přístupů - kvantifikace počtu transkriptů pomocí real-time 

PCR a imunohistochemické analýzy v tenkých parafínových řezech tkáně pankreatu u jednotně 

definované skupiny pacientů s PDAC po resekci s adjuvantní léčbou pouze GEM.  

Naše výsledky nepotvrdily korelaci mezi expresí ENT1 a prognózou pacientů. Zjistili jsme 

však, že existuje pravděpodobně zvýšené riziko down-regulace ENT1, u pacientů, kteří mají vyšší 

expresi ENT1 ve zdravé tkáni pankreatu. 

Dalšími studovanými potenciálními markery v této práci byly NOTCH3 a miR-21, jejichž 

prognostická role v PDAC byla doposud studována jen velmi málo [178, 182, 184-186]. Jako první 

jsme se pokusili zjistit prognostickou hodnotu transkriptů markeru NOTCH3 u pacientů s PDAC 

adjuvantně léčenými GEM ve smyslu délky DSS pacientů, avšak nepozorovali jsme žádnou 

souvislost mezi hladinami NOTCH3 v PDAC a delším DSS. Nízká exprese miR-21 byla významná 
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pouze u pacientů s negativním nálezem metastází v lymfatických uzlinách (N0) a stádiem tumoru 

1 a 2. Exprese NOTCH3 je zvýšena u pacientů s PDAC s nízkou expresí v normálním pankreatu, 

zatímco zvýšení exprese miR-21 u pacientů s PDAC není závislé na hladinách v normálním 

pankreatu.  

Nepotvrdili jsme dříve publikovanou korelaci mezi množstvím ENT1 nebo miR-21 a DSS 

pacientů s PDAC léčených adjuvantně GEM. Tyto výsledky však mohly být ovlivněny řadou 

faktorů, např. vysokým zastoupením pacientů s R1, N1 a T(3,4) v kohortě, či vysokým zastoupení 

pacientů s významným množstvím markerů negativně ovlivňujících progresi PDAC [195, 196]. 

Řada pacientů v naší kohortě také ukončila GEM terapii předčasně. Kromě tohoto nelze vyloučit, 

že naše kohorta měla celkově nízkou expresi ENT1 a/nebo vysokou v případě miR-21. Naše data 

nevylučují potenciál využití ENT1 a miR-21 jako prognostických biomarkerů u resekovaných 

pacientů s PDAC. Naznačují však, že tento postup ještě není připraven k implementaci do 

klinických procesů.  

Naše výsledky přispívají do mozaiky informací o placentárním přestup a mohou přispět 

k upřesnění terapie těhotných žen s HIV či HCV případně k rozvoji „on table“ modelů či PBPK 

computing modelů. Dále naše výsledky ukázaly, že v případě personalizované léčby pacientů 

s PDAC léčených adjuvantně je nutné dále upřesnit protokol evaluace prognostických markerů 

a zaměřit se na více specifikované pacienty, jelikož ENT1 není jedinou biomolekulou ovlivňující 

odpověď pacienta na léčbu. 

  



54 
 

9 SEZNAM DOPOSUD PUBLIKOVANÝCH PRACÍ KANDIDÁTKY 

9.1 Recenzované publikace v odborných časopisech s IF týkající se 

tématu práce 
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metodu jsme zavedli na našem pracovišti. 
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