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Abstrakt 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra farmakológie a toxikológie 

Študentka: Barbora Žofajová 

Školiteľ: doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D. 

Názov diplomovej práce: Expresia ABC transportérov v bunkových kultúrach nemalobunkového 

pľúcneho karcinómu: efekt vybraných cielených liečiv 

ABC transportéry sú špeciálna rodina transmembránových proteínov, ich funkciou je 

aktívny eflux substrátov z buniek do extracelulárneho prostredia. Sú exprimované ako aj 

v normálnych tkanivách, tak aj nádorových bunkách. Tým pádom ovplyvňujú farmakokinetiku 

liečiv a zohrávajú úlohu pri vzniku mnohopočetnej liekovej rezistencie (MDR). Tyrozínkinázy 

majú dôležité funkcie, od bunkovej novotvorby cez diferenciáciu až po bunkovú smrť, ich 

mutácia môže spôsobiť, že sa z normálnej bunky stane nádorová. Nachádzanie, skúmanie a 

inhibícia funkcií týchto cieľov je sľubná stratégia na liečbu nádorových ochorení.  

Cieľom tejto práce bolo zistiť, či sa nami vybrané liečivá zapájajú do farmakokinetických 

interakcií, ktoré sú založené na indukcií génov ABC efluxných transportérov a či majú 

potenciál ovplyvniť MDR fenotyp nádorových buniek. Látky, ktoré sme študovali, boli tri 

cielené protinádorové liečivá (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) a dve známe 

chemoterapeutiká (pemetrexed a metotrexát). S výnimkou tazemetostatu sa všetky 

používajú v terapii nemalobunkového pľúcneho karcinómu. Najprv sme skúmali 

antiproliferačné vlastnosti pre jednotlivé liečivá, nami získané poznatky sme následne využili 

pre design indukčných štúdií. V nich sme sledovali vplyv testovaných liečiv na expresiu 

ABC transportérov na úrovni mRNA použitím dvoch intestinálnych modelových bunkových 

línií (LS174T, Caco-2) a dvoch modelových bunkových línií nemalobunkového pľúcneho 

karcinómu (HCC-827, NCI-H1975). Ani jedno z liečiv nevykazovalo signifikantnú indukčnú 

schopnosť, čo naznačuje ich minimálny potenciál stáť sa páchateľmi indukčných liekových 

interakcií a sprostredkovateľmi vzniku farmakokinetickej rezistencie. Na záver je možné 

konštatovať, že naše výsledky poskytujú dôležité informácie o indukčnom profile testovaných 

látok, čo môže byť využité pri optimalizácii terapie onkologických pacientov a pre 

maximalizáciu jej bezpečnosti a účinnosti. 
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Supervisor: doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.  

Title of diploma thesis: Expression of ABC transporters in non-small cell lung carcinoma 

cell cultures: effect of selected targeted drugs  

ABC transporters form a special family of transmembrane proteins, their function is the 

active efflux of substrates into the extracellular environment. These transporters are expressed 

in normal tissues and tumor cells. Thus, they influence drug pharmacokinetics and play a role 

in the development of multidrug resistance (MDR). Tyrosine kinases have essential functions 

ranging from proliferation to differentiation and cell death, their mutation can cause 

carcinogenesis. Finding, exploring, and inhibiting the functions of these targets is a promising 

strategy to treat cancer.  

This work aimed to determine whether the selected drugs are involved in pharmacokinetic 

interactions that are based on inductions of ABC efflux transporter genes and whether they have 

the potential to affect MDR phenotype of tumor cells. The drugs, which we studied, were three 

targeted anticancer drugs (capmatinib, pralsetinib, and tazemetostat) and two well-known 

chemotherapeutic drugs (pemetrexed and methotrexate). First, we investigated the 

antiproliferative effects of the drugs. Subsequently, we used obtained results for the design of 

induction studies, in which we studied the effect of tested drugs on the expression of ABC 

transporters at the mRNA level, using two intestine model cell lines (LS174T, Caco-2) and two 

model non-small cell lung cancer cell lines (HCC-827, NCI-H1975). None of the drugs 

exhibited significant induction properties, which suggests their minimal potential to become 

perpetrators of pharmacokinetic drug interactions or the drivers of pharmacokinetic resistance. 

In conclusion, we can state that our results provide important pieces of information regarding 

the induction profile of tested drugs, which can be used within the optimalization of therapy of 

oncological patients for the maximalization of its safety and efficacy.  
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1. Zoznam skratiek 

ABC   ang. ATP-binding cassette 

ABCB1  P-glykoprotein (P-gp, MDR1)  

ABCC1  ang. multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)  

ABCG2  ang. breast cancer resistance protein (BCRP, MXR, ABCP) 

AhR   ang. aryl hydrocarbon receptor, aryl-hydrokarbonový receptor 

API   lat. Aqua pro injectione, voda na injekciu 

ATP    adenozintrifosfát 

CAP   capmatinib 

CAR ang. constitutive androstane receptor, konštitutívny androstanový receptor 

CYP cytochrómy 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's médium 

DMSO   dimethylsulfoxid 

EMA   ang. European Medicines Agency, Európska lieková agentúra 

EMEM  ang. Eagle's Minimum Essential médium 

EZH2   ang. Enhancer of Zeste Homolog 2 

FBS   fetálne bovinné sérum 

FDA ang. Food and Drug Administration, Úrad pre kontrolu potravín a liečiv 

FXR   ang. Farnesoid X Receptor, farnesoidný X receptor 

HEPES  hydroxyethyl piperazín etánsulfónová kyselina 

mAb/mAbs  monoklonálna protilátka/monoklonálne protilátky 

MDR   ang. multidrug resistance, mnohopočetná lieková rezistencia 

MET   ang. Mesenchymal Epithelial Transition 

MTT   methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid 

MTX   metotrexát 

NEAA   neesenciálne aminokyseliny 

NDDS   ang. nanocarrier-based drug delivery systems 

NMD   nukleotidy viažúca doména 

NRs   nukleárne receptory 

NSCLC  nemalobunkový karcinóm pľúc 

PBS   fosfátovy pufer 

PEM   pemetrexed 

PRA   pralsetinib 
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PXR ang. Pregnane X Receptor, pregnanový X receptor 

qRT-PCR  ang. quantitative real-time polymerase chain reaction 

RET   ang. Rearranged During Transfection 

RIF   rifampicín 

RTK   receptorové tyrozinkinázy 

RXR   ang. Retinoid X Receptor, retinoidný X receptor 

SCLC   malobunkový karcinóm pľúc 

SPC ang. Summary of Product Characteristic, súhrn o liečivom prípravku 

TAZ   tazemetostat 

TKI/TKIs  inhibítor tyrozínkinázy/inhibítory tyrozínkinázy 

TMD    transmembránová doména
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2. Úvod 

Nádorové ochorenia vo všeobecnosti predstavujú najvyššiu klinickú, sociálnu a 

ekonomickú záťaž spomedzi všetkých ľudských chorôb. Celkové riziko vzniku nádorového 

bujenia vo veku 0-74 rokov je 20,2 % (22,4 % u mužov a 18,2 % u žien). Čo sa týka úmrtnosti, 

sú druhou celosvetovou príčinou smrti (8,97 milióna úmrtí) po ischemickej chorobe srdca, ale 

pravdepodobne sa stanú prvou, a to už v roku 2060 (Mattiuzzi and Lippi, 2019). Sú 

charakterizované nekontrolovanou bunkovou proliferáciou a absenciou bunkovej smrti, ktorá 

s výnimkou hematologických malignít vytvára abnormálnu celistvú bunkovú hmotu, teda 

nádor, rastúci vďaka novej vaskularizácií. Časom získava metastatický potenciál, ktorý sa šíri 

do iných miest tela, čo končí väčšinou smrťou (Pérez-Herrero and Fernández-Medarde, 2015).  

Malignita pľúc je najčastejšou formou, tak ako u mužov, aj u žien. Toto ochorenie sa delí 

na dva hlavné typy, ktorými sú nemalobunkový karcinóm pľúc (NSCLC) a malobunkový 

karcinóm pľúc (SCLC), z toho približne 85 až 90 % predstavuje NSCLC (MotieGhader et al., 

2022). Výskyt sa zvyšuje v dôsledku rastu a starnutia populácie, ako aj zvyšujúcej sa 

prevalencie rizikových faktorov, čiže nadváhy, fyzickej nečinnosti a fajčenia (Torre et al., 

2015). 

Zatiaľ čo chirurgia a rádioterapia sú primárnou liečbou, používanou pri lokálnych a 

nemetastatických malignitách, protinádorové lieky (chemoterapia, hormonálna a biologická 

liečba) slúžia v súčasnosti, hlavne pri metastatických tumoróznych ochoreniach. Chemoterapia 

je založená na inhibícii delenia rýchlo rastúcich buniek, čo je charakteristické pre nádorové 

bunky, ale bohužiaľ ovplyvňuje aj normálne bunky s rýchlou proliferáciou, ako sú vlasové 

folikuly, kostná dreň a bunky gastrointestinálneho traktu, čo vytvára charakteristické vedľajšie 

účinky chemoterapie. Neselektívna deštrukcia normálnych buniek a z toho vyplývajúca toxicita 

konvenčných chemoterapeutických liekov podporujú potrebu nájsť novú účinnú cielenú liečbu, 

založenú na zmenách v molekulárnej biológii nádorových buniek (Pérez-Herrero and 

Fernández-Medarde, 2015). V dnešnej dobe je k dispozícií celá rada cielených liečiv, pričom 

ich môžeme rozdeliť zhruba do dvoch kategórií: 1) malé molekuly a 2) makromolekuly (napr. 

monoklonálne protilátky, polypeptidy, konjugáty protilátka-liečivo a nukleové kyseliny) 

(Zhong et al., 2021).  

Jedným z hlavných problémov, súvisiacich s protinádorovou chemoterapiou, je 

rezistencia, ktorá môže vyústiť v mnohopočetnú liekovú rezistenciu (MDR) 

proti protinádorovým liečivám (Choi, 2005). ABC (ATP-binding cassette) transportéry sú 

rodinou transportných proteínov, ktoré za ňu zodpovedajú a rovnako aj za nízku biologickú 
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dostupnosť liečiv tým, že ich aktívne pumpujú z buniek. Počas terapie protinádorovými liekmi 

často dochádza k indukcií týchto efluxných púmp, čo môže vyústiť k posilneniu MDR fenotypu 

a rozvoju získanej rezistencie (Choi, 2005; Hilgeroth, Hemmer and Coburger, 2012). Okrem 

MDR ABC transportéry hrajú dôležitú rolu taktiež v bežných farmakokinetických interakciách. 

Dôležitým mechanizmom, ktorý je základom týchto interakcií, je indukcia efluxných 

transportérov, čo môže viesť k zlyhaniu terapie (nie len) protinádorovými liečivami, ktoré sú 

ich substrátmi (Hilgeroth, Hemmer and Coburger, 2012; Li et al., 2017).  

V práci som sa zameriavala na vplyv vybraných cielených liečiv (capmatinib, pralsetinib 

a tazemetostat) a chemoterapeutík (pemetrexedu a metotrexátu) na expresiu ABC transportérov 

hrajúcu významnú rolu vo farmakokinetických interakciách a/nebo MDR (ABCB1, ABCC1, 

ABCG2). Získané výsledky poskytujú dôležité informácie o indukčnom profile testovaných 

látok, čo môže byť využité pri optimalizácii terapie onkologických pacientov, menovite pre 

maximalizáciu jej bezpečnosti a účinnosti. 
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3. Teoretická časť 

3.1. ABC liekové efluxné transportéry 

ATP-binding cassette (ABC) transportéry tvoria špeciálnu rodinu transmembránových 

proteínov, ktoré sú schopné pumpovať štruktúrne rozdielne substráty z buniek. V normálnych 

tkanivách, ako v gastrointestinálnom trakte, pečeni, obličkách, mozgu a iných, chránia bunky 

pred toxickými účinkami xenobiotík. No v tumoróznych bunkách znižujú intracelulárne 

koncentrácie protinádorových liečiv, čo v konečnom dôsledku vedie k vzniku „fenoménu“, ktorý 

nazývame mnohopočetná lieková rezistencia (MDR) (Choi & Yu, 2014; Juan-Carlos et al., 

2021). 

V súčasnosti je známych 7 rôznych podrodín ABC transportérov, ktoré pozostávajú z 48 

ABC členov, ako je znázornené na (Obr.1) (Hou et al., 2022). 

Obrázok 1: Fylogenetický strom ľudských ABC transportérov. Na základe sekvenčnej 

homológie sú podrodiny rozdelené od A po G a členovia majú za posledným písmenom, určujúcu 

zmieňovanú podrodinu, číslicu.  

Prevzaté z: (Hou et al., 2022) 

Pre MDR sú kľúčové najmä P-glykoproteín (ABCB1), proteín zodpovedný za rezistenciu 

nádorového ochorenia prsníka 2 (ABCG2) a proteín spojený s mnohopočetnou liekovou 

rezistenciou 1 MRP1 (ABCC1). P-glykoproteín sa podarilo identifikovať ako prvý spomedzi 

proteínov a v roku 1976 bola objasnená štruktúra myšieho homológu s vysokým rozlíšením, 

ktorý má 87% sekvenčnú zhodu s ľudskou (Liu and Liu, 2019). 
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Sú súčasťou rôznych fyziologických dráh, najmä spojenými s udržiavaním osmotickej 

homeostázy, bunkovým delením, využívaním cholesterolu a transportom lipidov. Je tak logické, 

že ich nesprávna funkcia môže spôsobiť rôzne ľudské ochorenia, ako napr. intrahepatálnu 

cholestázu, aterosklerózu, X-viazanú adrenoleukodystrofiu, cystickú fibrózu, degeneráciu 

sietnice a sideroblastickú anémiu s ataxiou. Práve „fenomén“ MDR a závažné ľudské ochorenia 

sa stali dôvodom, prečo ABC transportéry získali mimoriadnu pozornosť (Liu and Liu, 2019; 

Hou et al., 2022). 

3.1.1. Rola vo farmakokinetike a ochrane tkanív 

ABC transportéry sú lokalizované predovšetkým na plazmatickej membráne, kde riadia 

transport rôznych molekúl vrátane cukrov, aminokyselín, kovových iónov, peptidov, proteínov, 

hydrofóbnych zlúčenín a ich metabolitov, ako aj na intracelulárnych membránach 

endoplazmatického retikula, peroxizómov a mitochondrií (Liu and Liu, 2019). Štrukturálne sú 

ABC transportéry typické charakteristickou štvordoménovou architektúrou, ktorá pozostáva 

z dvoch cytoplazmatických nukleotidových väzbových domén (NBD), viažucich a 

hydrolyzujúcich ATP, a dvoch transmembránových domén (TMD), ktoré rozpoznávajú a 

transportujú substráty. Existujú aj tzv. polovičné transportéry, napr. ABCG2, ktoré majú iba 

jednu NBD a jednu TMD. Zatiaľ čo štruktúra a funkcia NBD sú v rodinách podobné, TMD sú 

vysoko heterogénne (Robey et al., 2019). 

Mechanizmus sa skladá zo štyroch základných prechodných stavov ako je znázornené na 

(Obr.2), no nedávna správa o šestnástich štruktúrach heterodimérneho ABC transportéra 

TmrAB z Thermus thermophilus odhalila, okrem uvedených základných, existenciu viacerých 

prechodných stavov (Procko et al., 2009; Hou et al., 2022). 
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Obrázok 2: Príklad transportného cyklu ABCB1 transportéru. Prvý stav (state 1) – na 

začiatku transportného cyklu apo forma prijíma konformáciu smerujúcu dovnútra, substrát teda 

môže pristupovať z cytozolu alebo laterálne z lipidovej dvojvrstvy. Druhý stav (state 2) – po 

naviazaní substrátu transportér zmení svoju konformáciu na uzavretú alebo konformáciu 

smerujúcu dovnútra so zúženou transportnou dutinou. Tretí stav (state 3) – naviazaním ATP 

nastane na krátky čas uzavretá konformácia, v ktorej sa nachádzajú ATP a substrát súčasne, čo 

bolo prvýkrát pozorované v štruktúre transportéra Bacillus subtilis BmrA. Štvrtý stav (state 

4) – dimerizácia NBD spustí konformačnú zmenu na konformáciu smerujúcu von, čo vedie 

k uvoľneniu substrátu. Nakoniec hydrolýza ATP oddelí dve NBD od seba a prestaví transportér 

do pokojného stavu – prvý stav (state 1). 

 Prevzaté z: (Hou et al., 2022) 

ABC transportéry majú primárnu funkciu efluxných púmp, ktoré zodpovedajú 

za ATP-dependentné prenosy. Spolu s biotransformačnými enzýmami vytvárajú koordinovanú 

detoxikačnú jednotku, ktorej hlavnou úlohou je ochrana citlivých tkanív organizmu pred 

pôsobením xenobiotík. Tvrdenie, že sú súčasťou ochrannej funkcie organizmu, koreluje s ich 

početnou expresiou v orgánoch s absorpčnou, distribučnou a eliminačnou funkciou (Obr.3)  (Su, 

2005; Robey et al., 2019).  
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Obrázok 3: Transportéry ABC. Lokalizácia a expresia ABC transportérov vo 

farmakokineticky dôležitých tkanivách, ktorými sú mikrovaskulárne endotelové bunky čreva 

(absorpčná funkcia), pečene, obličiek (eliminačná funkcia) a mozgu tvoriace hematoencefalickú 

bariéru (distribučná funkcia). Je dôležité rozlíšiť lokalizáciu ABC transportérov v bunkách 

lemujúcich eliminačné orgány (pečeň, obličky) (Goffeau and De Hertogh, 2013). Ak sa podieľajú 

na transporte, resp. (re)absorpcií xenobiotík z intracelulárneho prostredia do krvi, tak sú 

umiestnené na bazolaterálnej strane buniek orgánov. Ak prispievajú k detoxikácií organizmu, 

vylučujú xenobiotiká do žlče alebo do moču, sú umiestené na apikálnom povrchu buniek 

(Marquez and Van Bambeke, 2011). 

Prevzaté z: (Goffeau and De Hertogh, 2013) 

Z obrázku je zrejmé, že ABC transportéry hrajú významnú úlohu vo farmakokinetike liečiv 

a xenobiotík. Vo väčšine prípadov znižujú biologickú dostupnosť pri perorálnom podaniu, čo 

bráni distribúcií do citlivých tkanív (mozog, plod, spermie) a urýchľujú exkréciu v pečeni a 

obličkách. Táto náročná funkcia podlieha citlivej modulácií na úrovni zmien exprese 

ABC transportérov v závislosti na okolitých podmienkach. Kľúčovým regulačným prvkom tohto 
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procesu sú jadrové receptory (transkripčné faktory), ktoré sú lokalizované v bunkovej 

cytoplazme a jadre. Môžu byť aktivované hlavne lipofilnými zlúčeninami. Väzba ligandu 

zvyčajne vedie k zvýšeniu transkripčnej faktorovej aktivity receptora a následne k expresií jeho 

cieľových génov, medzi ktoré patria gény kódujúce ABC transportéry. Konečným dôsledkom 

tohto regulačného mechanizmu je zvýšenie aktivity transportéra, a tým vyšší eflux jeho 

substrátov (Rigalli, Tocchetti and Weiss, 2018).  

Vďaka ich rozšírenosti a farmakokinetickej funkcii regulujú hladiny mnohých liečiv 

v systémovej cirkulácií a taktiež sú miestom, kde vznikajú farmakokinetické liekové interakcie. 

Medzi dve základné varianty interakcií patria indukcie a inhibície, pričom prvá z nich vede k 

zníženiu účinnosti, až zlyhaniu terapie (tj. zníženiu biologickej dostupnosti a zvýšeniu exkrécie) 

a druhá naopak k zvýšeniu účinnosti a toxicity (tj. zvýšeniu biologické dostupnosti a zníženiu 

exkrécie) (König, Müller and Fromm, 2013). Je dôležité vedieť, či je liečivo inhibítorom, 

induktorom alebo substrátom ABC transportérov, aby bolo možné predikovať potenciálne 

liekové interakcie. Pre účely testovania sú k dispozícií detailné guideliny zahrňujúce sady 

štandardizovaných experimentálnych postupov, ktoré sú odporúčané FDA a inými liekovými 

agentúrami  (Montanari and Ecker, 2015; Food and Drug Administration, 2017). Induktormi 

génovej expresie ABC transportérov sú liečivá ako dexametazón, fenobarbitál a rifampicín, 

prípadne kyselina retinová, či UV a X žiarenie (Scotto, 2003). 

3.1.2.  Rola v mnohopočetnej liekovej rezistencií liečiv 

Rezistencia, často sprostredkovaná ABC transportérmi, je jednou z najväčších prekážok 

pre úspešnú farmakologickú liečbu nádorového ochorenia. Je výsledkom rôznych faktorov, a to 

vrátane individuálnej variability u pacientov a genetických rozdielov somatických buniek 

v nádoroch, dokonca aj tých, ktoré majú rovnaký tkanivový pôvod. Tak, ako sa protitumorová 

terapia rozširuje, tak sa stáva bežnejšou aj rezistencia. So zvyšujúcou frekvenciou je nevyhnutné 

vyvíjať novšie odolnejšie liečivá či stratégie schopné rezistenciu prekonať (Gottesman, 2002; 

Choi & Yu, 2014; Karthika et al., 2022).  

Rezistenciu môžeme pozorovať ihneď pri prvom podaní cytotoxickej látky. V tomto 

prípade sa jedná o primárnu, alebo vrodenú rezistenciu. Pokiaľ sa nádorové bunky stanú 

rezistentné až v priebehu liečby, hovoríme o tzv. sekundárnej alebo získanej rezistencií. Je to 

zložitý proces, ktorý vzniká pomocou rôznych farmakodynamických mechanizmov, napr. 

zmenou cieľov, alteráciami v apoptických dráhach apod. (Obr.4). Medzi najčastejšie 

farmakokinetické aspekty, zodpovedné za liekovú rezistenciu, patrí eflux chemoterapeutík, 

prostredníctvom ABC transportérov. Rezistencia sa často môže vyvinúť aj voči viacerým 
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liečivám naraz, vtedy hovoríme o „fenoméne“ MDR. MDR je definovaná ako schopnosť 

nádorových buniek ubrániť sa širokému spektru protinádorových liečiv, ktoré si nie sú podobné 

ani štruktúrou, ani mechanizmom. Aby bola chemoterapia úspešná, je v takýchto prípadoch 

dobré použiť lieky s rôznymi mechanizmami účinkov (Gottesman, 2002; Mansoori et al., 2017; 

Ahmed et al., 2020). 

Obrázok 4: Mechanizmy MDR. Eflux liečiv (1), zmeny v kontrolných bodoch bunkového 

cyklu (2), zmeny v membránových lipidoch (3), kompartmentalizácia (4), indukcia génov 

zodpovedných za záchranu (5), zvýšená oprava poškodenej DNA (6), inhibícia 

apoptózy – inhibícia bunkovej smrti (7), zmena v metabolizme liečiv (8), zníženie príjmu liečiv 

(9), zmena v cieľov liečiv (10). 

Modifikované podľa: (Gottesman, 2002) 

S MDR sú na in vitro i in vivo úrovni spájané tri ABC transportéry, a to ABCB1, ABCG2 

a ABCC1. ABCB1 sa skladá z dvoch TMD, ktoré majú šesť α-helixov v každej doméne, a dvoch 

NBD. ABCC1 oproti ABCB1 obsahuje navyše jednu N-koncovú doménu s piatimi α-helixami. 

ABCG2 je len polovičný transportér zložený z jednej TMD a jednej NBD. NBD sa nachádza na 
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N-konci na rozdiel od ABCB1 a ABCC1, ktoré majú doménu umiestnenú na C-konci. ABCG2 

homodimerizuje za vzniku funkčného transportéra (Obr.5) (Falasca and Linton, 2012). 

Obrázok 5: Štruktúry ABCB1, ABCC1 a ABCG2.  

Prevzaté z: (Engle and Kumar, 2022)  

 

ABCB1 je 170 kDa glykoproteín, ktorý bol identifikovaný ako prvý z pomedzi ľudských 

ABC transportérov. Je najlepšie charakterizovaný v MDR a predpokladá sa, že jeho primárna 

úloha je ochrana buniek a tkanív pred cytotoxickými xenobiotikami. Vďaka tomu, že má viacero 

väzbových miest, môže viazať a odvádzať z buniek širokú škálu substrátov uvedených v (Tab.1). 

Bol zároveň aj prvým transportérom, o ktorom sa zistilo, že je zapojený do MDR, a tak sa stal 

záujmom výskumov. Klinický význam nadmernej expresie ABCB1 je jednoznačný, najmä pri 

akútnej myeloidnej leukémií (Falasca and Linton, 2012). Neskôr boli objavené transportéry 

ABCC1 a ABCG2, u ktorých bol tiež preukázaný klinický vzťah expresie a prognózy pacientov. 

Zvýšená expresia týchto transportérov je spojená so zníženou odpoveďou na liečbu (Szakács et 

al., 2006). Overexpresia ABCC1 je charakteristická pre endometriózu, akútny myeloblastom, 

glióm, lymfoblastickú leukémiu, nemalobunkový karcinómom pľúc, neuroblastóm, melanóm, 

nádorové ochorenie prostaty, prsníka, obličiek a štítnej žľazy. U ABCG2 transportéra je typická 

pre akútnu lymfoblastickú leukémiu, pečeňové metastázy, karcinóm žalúdka, fibrosarkóm, 

nemalobunkový karcinóm pľúc, glioblastóm a myelóm (Xiao et al., 2021). Prehľad inhibítorov 

a substrátov ABCC1 a ABCG2 je v (Tab.1) (Falasca and Linton, 2012). 
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Tabuľka 1: V tabuľke sú uvedené tri kľúčové ABC transportéry a ich klinicky významné 

substráty a inhibítory. 

Modifikované podľa: (Adamska and Falasca, 2018) 

ABC transportér               Inhibítor Klinicky významné substráty 

ABCB1 

I.generácia 

cyklosporín A,verapamil, 

chinín 

II.geneŕacia 

valspodar, zasuquidar 

III.generácia 

zosuquidar, tariquidar, 

OC144-039 

daunorubicín, epirobicín, doxorubicín, kolchicín, 

paklitaxel, docetaxel, vinkrestín, vinblastín, 

imatinib 

ABCC1 

MK571, probenecid, 

ibrutinib, 3ATA 

anthracyklíny, vinca alkaloidy, komptotékany, 

daunorubicín, imatinib, etopósid, vinkristín, 

vinblastín, metotrexát 

ABCG2 

fumitremorgin C, 

Ko143, GF120918 

daunorubicín, doxorubicín, irinotékan, 

mitoxantrón, metotrexát, epirubicín, etopósid 

 

Počas niekoľkých posledných desaťročí sa vynaložilo množstvo úsilia na vyriešenie MDR 

spôsobenej ABC transportnými proteínmi. Existuje viac spôsobov, akými je možné potlačiť 

alebo obísť mechanizmy MDR. Jedným z nich je použitie protinádorových liečiv, ktoré môžu 

uniknúť ABC transportérom, pretože nie sú ich substrátmi. Ako príklad je možné uviesť 

alkylačné liečivá (cyklofosfamid), antimetabolity (5-fluóruracil) a antracyklínová analóga 

(annamycín a doxorubicín-peptid) (Ozben, 2006). Keďže sú známe štruktúry ABC transportérov, 

je možné navrhnúť a syntetizovať molekuly, ktoré buď súťažia o transport alebo fungujú ako 

priame inhibítory. Pri ich použití v kombináciách by malo dôjsť k väčšej akumulácií 

chemoterapeutík v nádorových bunkách (Gottesman, 2002; (Gottesman, 2002; Choi & Yu, 2014; 

Karthika et al., 2022). Takže ďalšou metódou na prekonanie rezistencie je podávať zlúčeniny, 

ktoré by samy o sebe neboli toxické, ale inhibovali by ABC transportéry (Ozben, 2006). Príklady 

inhibítorov sú uvedené v (Tab.1) Väčšina pokusov s inhibítormi však viedla k neuspokojivým 

výsledkom, a to aj napriek tomu, že pochopenie mechanizmov rezistencie neustále rastie. 
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Dôvodom je, že inhibítory vykazujú buď neprijateľnú úroveň toxicity, nedostatočné inhibičné 

účinky alebo indukujú systémovú toxicitu súčasne podávaných chemoterapeutík. Ideálne by boli 

netoxické zlúčeniny, ktoré by intratumorálne inhibovali transportér ABC s vysokou účinnosťou 

a špecifickosťou, zároveň by negatívne neovplyvnili systémovou farmakokinetiku 

terapeutického liečiva (Falasca and Linton, 2012; Adamska and Falasca, 2018). Ukázalo sa, že 

táto cesta nefunguje, a preto sa pozornosť obracia k tzv. modulátorom s duálnou aktivitou. Táto 

skupina je tvorená cielenými protinádorovými liečivami, ktoré oproti svojej protinádorovej 

aktivite tiež inhibujú ABC transportéry, a sú tak schopné synergizovať z konvenčnými 

chemoterapeutikami (Kathawala et al., 2015). Veľkým problémom pri prekonávaní MDR je fakt, 

že transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2 sú v nádoroch často exprimované spoločne 

a cytostatiká vykazujú prekrývajúcu sa substrátovú špecifiku, inhibícia jedného transportéra tak 

môže byť kompenzovaná zostávajúcimi (Falasca and Linton, 2012). 

3.2. Cielená protinádorová liečba 

Nádorové bujenie predstavuje významnú hrozbu pre ľudské zdravie. Po celom svete usmrtí 

viac ako osem miliónov ľudí ročne. Jedna z najdôležitejších stratégií liečby, ktorá sa začala 

použitím derivátov dusíkatého yperitu a antifolátov v 40. rokoch 20. storočia, je tzv. konvenčná 

chemoterapia. Má značné vedľajšie účinky a významnú toxicitu, lebo jej základná vlastnosť je 

neschopnosť účinne odlíšiť normálne bunky od malígnych. Preto existuje významná potreba 

nových stratégií na účinnú liečbu a v konečnom dôsledku na zníženie recidív, normalizáciu 

nákladov za liečbu a zníženie mortality. Sľubnú terapeutickú platformu ponúka terapia 

sprostredkovaná cielenými liečivami. Vďaka výhodám v účinnosti a bezpečnosti v porovnaní 

s tradičnými chemoterapeutikami sa stávajú cielené terapeutické liečivá hlavným prúdom liečby 

nádorových ochorení. Pojem „cielená terapia“ sa vzťahuje na novú generáciu liečiv 

proti nádorovému bujeniu navrhnutých tak, aby interferovali s proteínmi (špecifickými 

molekulárnymi cieľmi), o ktorých sa predpokladá, že majú rozhodujúcu úlohu pri raste alebo 

progresií nádoru. Identifikácia vhodných cieľov je založená na podrobnom pochopení 

molekulárnych zmien, ktoré sú základom nádorových ochorení. Tento prístup je v kontraste 

s konvenčným, viac empirickým prístupom, no často sa používajú spolu, prípadne v kombinácií 

s inými spôsobmi liečby (Sawyers, 2004; Padma, 2015). Napriek veľkému pokroku vo vývoji 

týchto liečiv, aj tieto terapeutiká čelia výzvam, ako je nízka miera odozvy a rezistencia (Chabner 

and Roberts, 2005; Liu, Crawford and Vo-Dinh, 2018; Wei et al., 2021; Zhong et al., 2021). 
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Počas klinického vývoja protinádorových liekov sa výskumníci opakovane stretávali 

so závažnými problémami v dôsledku akútnych aj dlhodobých toxicít bežných cytostatík, ktoré 

postihovali prakticky všetky orgány v tele. Ich nevýhody zahŕňajú supresiu kostnej drene, lézie 

gastrointestinálneho traktu, vypadávanie vlasov, nevoľnosť a rozvoj klinickej rezistencie. 

Onkológovia ich nežiadúce účinky prijali ako cenu za to, že majú aspoň nejakú kontrolu 

nad smrteľným ochorením. Začiatkom 80. rokov 20. storočia bol pokrok v chemoterapií pomalý, 

vývoj liečiv monotónny, išlo najmä o molekuly zo skupín alkylačných činidiel, antimetabolitov, 

inhibítorov mitózy, inhibítorov topoizomeráz a o zlúčeniny platiny, prípadne o ich analógy, ktoré 

boli účinnejšie ako predlohy. Začiatkom 90. rokov 20. storočia objav liekových cieľov zapríčinil 

zmenu vo vývoji liečiv proti tumoróznym ochoreniam. Inovácie v technológií zvýšili úspešnosť 

hľadania, kombinatorná chémia poskytla tisíce jedinečných štruktúr na in vitro skríning. 

U molekúl, ktoré boli identifikované v týchto skríningoch, bola snaha optimalizovať ich 

vlastnosti, ako sú napr. väčšia špecifickosť alebo lepšia biologická dostupnosť (Chabner and 

Roberts, 2005). Začiatkom milénia cielená protinádorová liečba vstúpila do zlatého obdobia 

svojho vývoja. Jednou z prelomových udalostí v cielenej revolúcií bol vývoj imatinibu, relatívne 

jednoduchej štruktúry, ktorá má všetky požadované faktory „ideálnej“ cielenej zlúčeniny. Bol 

schválený pre liečbu chronickej myeloidnej leukémie, zároveň sa používa aj 

pri gastroinestinálnom stromálnom tumore, hypereozinofilnom syndróme, chronickej 

myelomonocytovej leukémií a dermatofibrosarkómu (Sawyers, 2004; Chabner and Roberts, 

2005;  Zhong et al., 2021). 

Jedným z potenciálnych terapeutických cieľov je aberantná aktivácia receptorových 

tyrozínkináz (RTK). Rodina RTK zahŕňa 58 typov zoskupených do 20 podrodín na základe ich 

sekvencie kinázovej domény. Tieto receptory riadia základné správanie buniek, ako je bunková 

proliferácia, apoptóza či migrácia (Yamaoka et al., 2018). Terapiu zameranú na RTK môžeme 

kategorizovať na 2 skupiny – monoklonálne protilátky (mAbs) a malé molekuly – inhibítory 

tyrozínkináz (TKIs), ktoré môžu inhibovať aj nereceptorové tyrozínkinázy (Chen, Kerkelä and 

Force, 2008).  

V dôsledku vstupu cudzorodej látky do organizmu sa aktivujú B-lymfocyty a dochádza 

k tvorbe protilátok, ktoré rozpoznávajú epitopové oblasti na antigéne. Ak sa vytvorí protilátka 

len proti jednému epitopu, hovoríme o mAb. Spoločným vedľajším účinkom mAbs je 

hypersenzitívna reakcia, ktorá závisí od podielu myšacej a ľudskej zložky protilátky. 

Od chimerických protilátok (65 % humánnej zložky) sa postupne prechádza k vývoju 

humanizovaných (95 % humánnej zložky) a plne humánnych protilátok (100 % humánnej 

zložky). Jednotlivé typy protilátok sa dajú spoznať podľa koncovky ich názve (Kimiz-
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Gebologlu, Gulce-Iz and Biray-Avci, 2018). Na protinádorovú terapiu sú navrhnuté tak, aby sa 

viazali na antigény špecifické pre tumorózne bunky, zvyčajne na extracelulárnu časť RTK, čím 

inhibujú aktiváciu tyrozínkinázy. Väzba mAb na extracelulárnu doménu RTK môže blokovať 

naviazanie ligandu na receptor, inhibovať následnú dimerizáciu, krížovú fosforyláciu a aktiváciu 

tyrozínkinázovej domény. Príkladom mAb, ktorá sa viaže na receptory, konkrétne na HER2, je 

trastuzumab. Iné mAbs sa neviažu na kinázové receptory, ale na ligandy rastových faktorov, 

ktoré tieto receptory aktivujú. Napríklad bevacizumab sa naviaže na VEGF-A, čím mu zabráni 

v interakcií s receptorom VEGF a vedie k inhibícií nádorovej angiogenézy (Obr.6) (Chen, 

Kerkelä and Force, 2008). 

Obrázok 6: Mechanizmy účinku mAbs oproti nízkomolekulárnym TKIs. 

mAbs = monoklonálne protilátky; TKI = inhibítor tyrozínkinázy; L = ligand; P = fosfor; 

ATP = adenozintrifosfát; Substrates = substráty; Cellular responses = bunkové odpovede. 

Previate z: (Chen, Kerkelä and Force, 2008) 

Nízkomolekulárne (menej ako 800 Da) organické zlúčeniny tvoria skupinu tzv. malých 

molekúl. Môžu preniknúť cez bunkovú membránu a sú navrhnuté tak, aby zasahovali 

do signálnych dráh a pôsobili na ciele nachádzajúce sa vo vnútri bunky. Väčšina mAbs nemôže 

preniknúť cez bunkovú plazmatickú membránu a sú navrhnuté proti cieľom mimo bunky alebo 

na bunkovom povrchu. (Joo, Visintin and Mor, 2013). Prevažná väčšina nízkomolekulárnych 

inhibítorov používaných v terapií malignít je zacielená na tyrozínkinázy, hoci niektoré sa 
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zameriavajú na serín/treonínkinázy. Boli navrhnuté tak, aby cielili na obe triedy tyrozínkináz, a 

to aj RTK, aj NRTK (nereceptorové tyrozínkinázy). Normálne väzba ligandu na RTK iniciuje 

dimerizáciu a krížovú fosforyláciu jednej kinázovej domény druhou, čím sa kináza aktivuje. 

Aktivovaný kinázový dimér potom fosforyluje substráty v signálnej kaskáde, ktorá nakoniec 

vedie k zmenám génovej expresie a bunkovej proliferácie. TKIs nezabraňujú väzbe ligandu alebo 

dimerizácií, ale tým, že bránia ATP vo väzbe na kinázovú doménu, blokujú krížovú fosforyláciu 

receptorov a fosforyláciu substrátov, čím ukončujú signálnu kaskádu (Obr.6). Existujú 3 

spôsoby, ktorými môžu TKIs blokovať fosforyláciu substrátu. Inhibítory typu I. (napr. sunitinib) 

súťažia s ATP o väzbu na ATP-väzbovom mieste plne aktivovanej kinázy. Sú 

najdominantnejším a najviac používaný typom v súčasnosti. Inhibítory II. typu (napr. imatinib) 

sa viažu na dve rôzne oblasti kinázy, konkrétne na ATP-väzbové miesto a na priľahlú oblasť, 

ktorá je prístupná len vtedy, keď je kináza neaktívnom stave. V porovnaní s inhibítormi I. typu 

sú účinnejšie a selektívnejšie. Inhibítory typu III. (napr. archetypálne inhibítory kinázovej dráhy 

regulovanej extracelulárnym signálom PD98059 a U0126) sa viažu na miesta vzdialené 

od väzbového miesta ATP, na oblasť rozpoznávania substrátu alebo na iné oblasti kináz, ktoré 

sú v genóme oveľa rozdielnejšie. V dôsledku toho sú zo všetkých typov najselektívnejšie, no 

napriek tomu predstavujú menšinu z pomedzi spomínaných typov inhibítorov, pretože sú ťažšie 

navrhnuteľné a nemajú predvídateľné účinky (Chen, Kerkelä and Force, 2008). 

Mimo cielené terapie sa stále viac uplatňujú taktiež liekové formy spadajúce do oblasti 

cielenej distribúcie, ktoré vďaka cielenému uvoľňovaniu terapeutík v mieste ochorenia výrazne 

zvyšujú efektívnosť a bezpečnosť terapie. V posledných rokoch priťahujú značný záujem 

systémy na dodávanie liečiv na báze nanonosičov (NDDS), hlavne kvôli svojim špeciálnym 

fyzikálnym a chemickým vlastnostiam. Príkladmi NDDS sú polymérne micely, lipozómy 

a organické alebo anorganické nanočastice. Na rozdiel od protinádorových liečiv bez nosičov 

môžu NDDS dopraviť vyššie dávky liečiva do nádorového tkaniva prostredníctvom zvýšenej 

permeability a retencie, a zároveň znížiť nežiaduce účinky vysokých dávok. Multifunkčné 

NDDS ukázali dobré vyhliadky pri riešení problémov nízkej biologické dostupnosti liečiv a 

neuspokojivých protinádorových účinkov (najmä pri liečbe MDR tumorov), čím položili základ 

pre aplikáciu NDDS v klinickej praxi. Okrem toho sa v dôsledku obmedzení jednotlivých 

režimov chemoterapie objavujú aj kombinované liečebné stratégie založené na tomto princípe 

(Padma, 2015; Wei et al., 2021). 

V nasledujúcich kapitolách sa budem venovať cieleným liečivám, ktoré som študovala vo 

svojej experimentálnej práci. Súčasťou štúdia boli tiež antifoláty – pemetrexed a metotrexát. 
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Detailný popis týchto dvoch chemoterapeutík prezentovaný nebude, pretože sú farmakológom 

veľmi dobre známe.  

3.2.1. Capmatinib 

Capmatinib (Obr.7) je perorálny inhibítor MET (Mesenchymal-Epithelial Transition) 

kinázy vyvinutý spoločnosťou Novartis Oncology na základe licencie od Incyte Corporation 

na liečbu tumoru pľúc. Selektívne sa viaže na MET vrátane zmutovaného variantu, ktorý vzniká 

preskočením exónu 14 a inhibuje rast nádorových buniek. V máji 2020 získal capmatinib prvé 

globálne schválenie v USA na liečbu dospelých s metastatickým nemalobunkovým karcinómom 

pľúc (NSCLC). Hoci schválenie FDA je v súčasnosti obmedzené na mutácii zahrnujúci preskok 

exónu 14 MET, preukázal potenciál aj v iných podskupinách MET-dysregulovaných NSCLC, 

pre ktoré prebiehajú štúdie. Odporúčaná dávka je 400 mg podávaná perorálne dvakrát denne, 

s jedlom alebo bez jedla. Na zvládnutie nežiaducich reakcií pri liečbe capmatinibom môže byť 

potrebné zníženie dávky a/alebo prerušenie liečby (Dhillon, 2020). 

Z hľadiska profilu nežiaducich účinkov boli najčastejšie hlásené edém, nauzea a únava. 

Na základe štúdií na zvieratách bolo zistené riziko fotosenzitivity, pacienti liečení capmatinibom 

by mali byť upozornení, aby si počas užívania tohto liečiva zakrývali pokožku a nevystavovali 

sa slnečnému žiareniu. Zistené boli aj závažné, klinicky významné nežiadúce účinky ako 

hepatotoxicita a pneumotitída. Bezpečnostný profil capmatinibu sa považuje za prijateľný, keď 

sa hodnotí v kontexte liečby život ohrozujúceho ochorenia (Mathieu et al., 2022). 

Obrázok 7: Štruktúra capmatinibu.  

Prevzaté z: (Dhillon, 2020) 



 

25 

 

3.2.2. Pralsetinib 

Pralsetinib (Obr.8) je perorálne podávaný, nízkomolekulový selektívny inhibítor 

tyrozínkinázového receptoru RET (Rearranged During Transfection), ktorý bol vyvinutý 

spoločnosťou Blueprint Medicines Corporation (Blueprint) na liečbu rôznych solídnych 

nádorov. V kľúčovej fáze I/II. štúdie ARROW preukázal rýchlu a dlhotrvajúcu protinádorovú 

aktivitu u pacientov s pokročilým NSCLC pozitívnym na RET fúziu, ktorí boli predtým liečení 

chemoterapiou na báze platiny alebo boli bez liečby. RET je dobre opísaný proto-onkogén, ktorý 

sa nachádza vo viacerých tumorových ochoreniach, okrem NSCLC je prítomný aj v papilárnom 

a medulárnom karcinóme štítnej žľazy. 4. septembra 2020 FDA zrýchlene schválila pralsetinib 

pod obchodným názvom GAVRETO™, na liečbu metastatického NSCLC s pozitívnou fúziou 

RET, následne 1. decembra toho istého roku ho schválila aj na liečbu spomínaných dvoch 

nádorových ochorení v USA. Dňa 19. novembra 2021 EMA udelila podmienečné povolenie pre 

uvedenie pralsetinibu na trh, a to konkrétne na monoterapeutickú liečbu dospelých pacientov s 

pokročilým NSCLC pozitívnym na RET fúziu. Pralsetinib tiež preukázal klinickú aktivitu 

proti intrakraniálnym metastázam vznikajúcim z NSCLC vďaka svojej dobrej biologickej 

dostupnosti a schopnosti penetrovať do centrálnej nervovej sústavy. Jeho doporučená počiatočná 

dávka je 400 mg jedenkrát denne nalačno, pri výskyte nežiadúcich účinkov sa liečivo buď úplne 

vysadí alebo sa jeho dávka zníži o polovicu. Pralsetinib je vo svojej podstate optimálne znášaným 

liečivom, pričom najčastejšie nežiaduce účinky súvisiace s liečbou sú neutropénia, hypertenzia, 

anémia a znížený počet bielych krviniek (Markham, 2020; Gainor et al., 2021; Subbiah et al., 

2021; Ali, Neha and Chauhan, 2022).  

Obrázok 8: Štruktúra pralsetinibu. 

Prevzaté z: (Markham, 2020) 
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3.2.3. Tazemetostat 

Tazemetostat (Obr.9) je cielený epigenetický regulátor (prvý vo svojej triede), ktorý 

špecificky inhibuje histonlysinmethyltransferázu EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2). Toto 

epigenetické liečivo, vyvinuté spoločnosťou Epizyme, bolo prvýkrát schválené FDA v januári 

2020 pre pacientov vo veku 16 rokov a starších, s metastatickým alebo lokálne pokročilým 

epiteloidným sarkómom, ktorý nie je vhodný na úplnú resekciu. Ďalšie štúdie viedli k schváleniu 

liečiva aj pre pacientov s recidivujúcim alebo refraktérnym folikulárnym lymfómom s mutáciou 

EZH2, ktorí dostali aspoň dve predchádzajúce systémové terapie, alebo pacientov, ktorí nemajú 

žiadne uspokojivé alternatívne možnosti liečby. Odporúčaný dávkovací režim je 800 mg dvakrát 

denne, podávaných perorálne s jedlom alebo bez jedla. Ukázal sa ako účinný a bezpečný, 

s tolerovateľnými vedľajšími účinkami, z ktorých najvážnejším je trombocytopénia. Menej 

závažné nežiadúce účinky sú asténia, anémia, anorexia, svalové kŕče, nauzea a vracanie (Hoy, 

2020; Straining, 2022). Dôkazy naznačujú, že EZH2 hrá významnú úlohu v prognóze pacientov 

s NSCLC a štúdie na zvieratách ukázali, že zacielenie na EZH2 môže zlepšiť účinnosť 

imunoterapie. Tazemetostat sa nachádza vo fáze Ib/II štúdie bezpečnosti a účinnosti na liečbu 

NSCLC (ClinicalTrials.gov, identifikátor NCT05467748). 

Obrázok 9: Štruktúra tazemetostatu.  

Prevzaté z: (Hoy, 2020) 
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4. Cieľ práce 

Primárnym cieľom tejto práce bolo štúdium vplyvu vybraných cielených liečiv 

(capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) a chemoterapeutík (pemetrexedu a metotrexátu) na 

expresiu ABC transportérov spojených s MDR v bunkových líniách nemalobunkového 

pľúcneho karcinómu. Účelom bolo zistenie, či by dané liečivá mohli meniť MDR fenotyp 

svojich cieľových nádorových buniek. Sekundárnym cieľom bolo štúdium schopnosti 

pemetrexedu a metotrexátu indukovať ABC transportéry v intestinálnych bunkových 

modeloch, a tak popísať, či by tieto chemoterapeutiká mohli byť potenciálnymi páchateľmi 

farmakokinetických indukčných interakcií. 



 

28 

 

5. Experimentálna časť 

5.1. Chemikálie 

• Capmatinib (CAP), Selleckchem (Houston, TX, USA) 

• Deoxynukleotid (dNTP), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 

• Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 

• Dithiothreitol (DTT), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 

• Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich, (St Louis, MO, 

USA) 

• Eagle's Minimum Essential médium (EMEM), Sigma-Aldrich, (St Louis, MO, 

USA) 

• Ethanol absolutní, Penta Chemicals (Praha, Česká republika) 

• Fetálne bovinné sérum (FBS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

• Fosfátový pufr (PBS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

• Hydroxyethyl piperazín etánsulfónová kyselina (HEPES), Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO, USA)  

• Chloroform, Penta Chemicals (Praha, Česká republika) 

• Isopropanol, Penta Chemicals (Praha, Česká republika) 

• Methotrexát (MTX), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA) 

• Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit, 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

• Oligo(dT), Generi Biotech (Hradec Kralové, Czech Republic) 

• Opti-MEM®, Gibro BRL Life Technologies (Rockville, MD, USA) 

• Pemetrexed (PEM), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA) 

• Pralsetinib (PRA), Selleckchem (Houston, TX, USA) 

• Protoscript® II RT reaction buffer, New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 

• Protoscript® II reverse transcriptase, New England Biolabs (Ipswich, MA, USA) 

• Rifampicín (RIF), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

• Roswell Park Memorial Institute médium-1640 (RPMI-1640), Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA) 

• Roztok pyruvátu sódneho, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 

• TaqManTM eseje pre ABCB1, ABCC1, ABCG2, B2M, GAPDH, Applied 

Biosystems Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) 
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• TaqManTM Universal MasterMix II (no UNG), Applied Biosystems Life 

Technologies (Carlsbad, CA, USA) 

• Tazemetostat (TAZ), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA) 

• TRI Reagent, Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA) 

• Trypsín, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

• Voda na injekciu (API), B. Braun (Praha, Česká republika) 

5.2. Prístroje  

• Centrifúga, Hettich Mikro 22R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, 

Nemecko) 

• Centrifúga, Hettich Universal 32R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, 

Nemecko) 

• Dostičkový reader, Infinite M200 (Tecan, Salzburg, Rakúsko) 

• Inkubátor, SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka) 

• Laboratórne váhy, Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko) 

• Laminárny box, Telstar Bio II Advance(Terrassa, Španielsko)) 

• NanoDrop, ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)  

• Optický mikroskop, Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Taliansko) 

• Termálny cyklér, T100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

• Termálny cyklér, QuantStudio 6 Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) 

• Vortex, TK3S (TechnoKartell, Taliansko) 

5.3. Bunkové línie 

LS174T bunková línia, použitá pre našu prácu, je trypsinizovaným variantom LS180 

nádorových buniek, ktoré sa začali kultivovať v 1974 z adenokarcinómu hrubého čreva 

odobraného 58-ročnej kaukazskej žene. Išlo o stredne dobre diferencovaný adenokarcinóm s 

rozšírením do perikolónneho tukového tkaniva (Tom et al., 1975). LS180 je v guidelinoch 

odporúčaná na testovanie farmakokinetických interakcií (FDA, 2012). Bunková línia je 

charakteristická tým, že sa bunky zvyknú zhlukovať a tak vytvárať ostrovčeky. LS174T bunky 

boli zaobstarané od European Collection of Cell Cultures so sídlom v Salisburu (UK). 

Caco-2, bunková línia z ľudského adenokarcinómu hrubého čreva, je in vitro model pre 

štúdium črevnej absorpcie liečiv, živín a črevného metabolizmu. Dáta získané pomocou práve 
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tohto modelu korelujú s absorpciou mnohých liečiv in vivo u ľudí (Benet and Cummins, 2001). 

Bola vyvinutá pri výskume, ktorý bol vykonávaný Jorgenom Foghom v Sloan-Kettering 

inštitúte pre výskum rakoviny (Fossati et al., 2008). Bunky boli obstarané od American Type 

Culture Collection sídliaceho v Manassase, VA (USA). 

HCC-827 a NCI-H1975, ktoré sme využili, sú ľudské bunky NSCLC zakúpené 

z rovnakého zdroja ako Caco-2. HCC-827 a NCI-H1975 sú epiteliárne bunkové línie izolované 

z pľúc nefajčiarok s adenokarcinómom (HCC-827 v roku 1994 a NCI-H1975 v roku 1988). 

Obe sa využívajú najmä v imuno-onkologickom výskume (Amann et al., 2005; Wang et al., 

2014). 

Kultivácia bunkových línií 

Kultivácia bunkových línií prebiehala za štandardných podmienok (37 °C, 5 % CO2) 

v odporúčacích rastových médiách bez prítomnosti antibiotík: 

• LS174T bunky v EMEM + 2mM glutamín + 1% NEAA + 10% FBS 

• Caco-2 bunky v DMEM + 10% FBS + 1% NEAA  

• HCC-827 a NCI-H1975 bunky v RPMI-1640 + 10% FBS + + 10mM HEPES + 

1mM pyruvát sodný  

Pri kultivácií je dôležité sterilné prostredie, ktoré docielime za pomoci práce 

v laminárnom boxe, ktorý sa vždy pred začatím vysvietil UV žiarením. Zároveň sa 

v predhriatom vodnom kúpeli na 37 °C zahrialo PBS, médium a trypsín. Všetko, čo sa 

používalo pri kultivácií, bolo potrebné pred vložením do inkubátora ostriekať 70% etanolom, 

aby sa predišlo kontaminácií. Pred začatím pasážovania sa mikroskopicky skontrolovala 

konfluencia buniek na dne kultivačnej fľaše. U bunkovej línie LS174T bola požadovaná 

konfluencia len 40 – 50 %, pretože bunky vytvárajú tzv. „3D ostrovčeky“, u ostatných 

bunkových línií bolo potrebných 70 – 90 % k začatiu pasážovania. Po odsatí starého média sa 

bunky premyli pridaním PBS (platí pre malú – 25 cm2 kultivačnú fľašu), aby sme sa zbavili 

prípadných nečistôt. Následne sa PBS odsalo a pridal sa 1 ml trypsínu, tým sa odštartovalo 

oddelenie buniek od dna nádoby – trypsinizácia, behom ktorej bola kultivačná fľaša umiestnená 

do inkubátora na potrebný čas. K 1 ml trypsínu sa pridalo 4 ml média, tým bola trypsinizácia 

zastavená a následne sme bunky resuspenovali. Zo starej kultivačnej fľaše sme bunkovú 

suspenziu transportovali do novej na základe na začiatku stanovenej konfluencie. K suspenzií 

buniek sme pridali príslušné množstvo rastového média a kultivačnú fľašu sme umiestnili opäť 
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do inkubátora. Pasážovanie sa rutinne opakovalo každé 3, resp. 4 dni podľa dosiahnutej 

konfluencie. 

5.4. Proliferačné štúdie 

Proliferačné štúdie boli realizované pomocou MTT metódy. Ide o kolorimetrický test, 

ktorého základným princípom je meranie bunkovej metabolickej aktivity. Bunkové enzýmy 

oxidoreduktázy závislé od NAD(P)H môžu, za definovaných podmienok, odrážať počet 

prítomných životaschopných buniek. Tieto enzýmy sú schopné redukovať žlté farbivo MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5difenyltetrazolinum bromid] na nerozpustný tetrazóliový 

formazan, ktorý má fialovú farbu (Obr.10). Na rozpustenie nerozpustného purpurového 

formazanového produktu sa do farebného roztoku pridá solubilizačný roztok (zvyčajne ide o 

DMSO). Absorbanciu tohto farebného roztoku je možné kvantifikovať meraním pri určitej 

vlnovej dĺžke (zvyčajne medzi 500 a 600 nm) pomocou spektrofotometra. Stupeň absorbancie 

závisí od stupňa koncentrácie formazanu nahromadeného vo vnútri bunky (Präbst et al., 2017; 

Grela, Kozłowska and Grabowiecka, 2018). 

 Obrázok 10: Redukcia farbiva MTT na nerozpustný formazan.  

Previate z: (Grela, Kozłowska and Grabowiecka, 2018) 

Bunky sa na nasadili do 96-jamkovej doštičky v počte 50 000 buniek/jamka/0,1 ml 

rastového média pre LS174T; 20 000 buniek/jamka/0,1 ml rastového média pre Caco-2; 

18 000 buniek/jamka/0,1 ml rastového média pre HCC-827 a 9 000 buniek/jamka/0,1 ml 

rastového média pre NCI-H1975. Po 24 hodinách inkubácie sa médium odstránilo odsatím 

a pridalo sa 100 µl predhriateho čerstvého média obsahujúceho PEM, MTX (platí pre všetky 

bunkové línie) a CAP, PRA, TAZ (platí len pre NCI-H1975 a HCC-827) v sedemstupňovom 

rozmedzí (0,01 μM, 0,1 μM, 1 μM, 5 μM, 10 μM a 20 μM). Ako kontrola 100% viability bolo 

použité čisté médium obsahujúce DMSO v rovnakých koncentráciách, ktoré boli k bunkám 

pridané s testovanými látkami, a ako kontrola 0% viability slúžil 40% roztok DMSO v médiu. 
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Po 48 hodinách sa obsah jamiek vysal, bunky sa opláchli pomocou 100 μl PBS, ktoré sa 

následne odsalo a k bunkám sa pridal čerstvo pripravený roztok MTT v Opti-MEM (1 mg/ml) 

v objeme 100 μl, bunky sa vložili do inkubátora, kde sa nechali 1 hodinu. Po inkubácii sa roztok 

MTT opatrne odstránil odsatím a následne sa pridalo 100 μl DMSO, aby sa rozpustili kryštály 

formazanu. Bunkové lyzáty sa jemne pretrepávali 10 minút pri 37 °C. Absorbancia bola 

stanovená pri vlnových dĺžkach 570 nm a 690 nm s použitím čítačky mikrodoštičiek Tecan 

Infinite M200. Údaje získané pri 690 nm (predstavujúce bunkový background) sa odpočítali od 

meraní získaných pri 570 nm (detekcia formazanu). Na základe výsledkov z proliferačného 

experimentu sme vybrali koncentrácie liečiv pre nadväzujúce indukčné štúdie (menovite 

koncentrácie vykazujúce viabilitu > 50 %). 

5.5. Indukčné štúdie 

Aby sme zistili, či majú liečivá potenciál regulovať farmakokinetickú MDR zmenou 

hladín expresie ABC transportérov, poprípade či sa môžu stať páchateľmi farmakokinetických 

indukčných liekových interakcii, uskutočnili sme štúdie qRT-PCR (quantitative real-time 

polymerase chain reaction) v bunkových líniách HCC-827, NCI-H1975, LS174T a Caco-2.  

5.5.1. Nasadenie buniek a ich expozícia liečivám 

Bunky sa nasadili do 12-jamkovej doštičky v počte LS174T – 1 000 000 

buniek/jamka/1 ml; Caco-2 – 500 000 buniek/jamka/1 ml; HCC-827 – 80 000 

buniek/jamka/1 ml a NCI-H1975 – 60 000 buniek/jamka/1 ml. Po 24 hodinách inkubácie 

a odstránení média odsatím boli bunky vystavené 1 μM liečivám v príslušnom médiu pre danú 

bunkovú líniu (pre HCC-827 a NCI-H1975  – CAP, PRA ,TAZ, PEM, MTX a pre LS174T 

a Caco-2 – PEM a MTX), 25 μM RIF, taktiež v príslušnom médiu pre bunkovú líniu 

a “vehicle“ kontrole (DMSO + médium). Po 24 a 48 hodinách pôsobenia bol obsah jamiek 

odsatý, k bunkám bol predaný TRI Reagent s objemom 360 μl, následne sa bunky vložili do 

inkubátora na 5 minút. Lyzát sa resuspendoval minimálne 5-krát, preniesol sa do Eppendorfovej 

skúmavky a uložil do -80 °C mrazničky. 

5.5.2. Izolácia RNA 

RNA izolácia na princípe fenol-chloroformovej extrakcie prebiehala podľa protokolu 

výrobcu TRI Reagentu (Obr.11). Vzorky s TRI Reagentom boli rozmrazené pri pokojovej 

teplote. Ako prvý krok bolo pridaných 114 μl chloroformu, následne sa vzorky pretrepali 
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a nechali sa stáť po dobu 5 minút. Pomocou centrifugácie (12 000 otáčok za minútu, 15 minút, 

4 °C) sa suspenzia rozdelila do troch okom viditeľných fáz. Spodná organická fáza obsahovala 

proteíny a lipidy a bola sfarbená do ružova, stredná interfáza obsahovala DNA a jej farba bola 

biela, horná vodná fáza obsahovala RNA a bola priesvitná. Pomocou pipety sa zozbieralo 

minimálne 180 μl vodnej fáze do novej Eppendorfovej skúmavky, tak aby sa ostatné fáze ostali 

neporušené a tie sa následne zlikvidovali. Po úspešnom odobratí vodnej fáze sa k nej pridalo 

360 μl isopropanolu, opäť sa vzorky pretrepali a nechali stáť 5 minút a následne scentrifugovali 

(12 000 otáčok za minútu, 8 minút, 4 °C). Vznikol RNA precipitát – gélovitá okom viditeľná 

peleta, zväčša umiestnená na stenách skúmavky. Opatrne sa odsal isopropanol bez porušenia 

RNA pelety, ktorá sa opláchla 720 μl 75% etanolom. Etanol sa pomocou pipety odstránil a aby 

došlo k úplnému odpareniu etanolu, peleta sa nechala úplne vyschnúť. K pelete sa pridala API 

v rozmedzí 10 – 35 μl (v závislosti na jej veľkosti) na rozpustenie. Vzorky sa nechali 

hydratovať po dobu 10 minút a nasledovalo vortexovanie. Koncentrácia RNA bola následne 

kvantifikovaná spektrofotometrom NanoDrop, trikrát pre každú vzorku. Zo spriemerovaných 

hodnôt boli vzorky zriedené pomocou API na 100 ng/μl. Pre kontrolu bola opätovne zmeraná 

koncentrácia dilutovanej RNA. 

 

Obrázok 11: Izolácia RNA. 

5.5.3. Reverzná transkripcia 

K roztoku RNA sa pridala API (11,5 minus x μl, čo zodpovedalo 1000 ng RNA) a 1 μl 

oligo(dT), takto pripravené vzorky sa umiestnili do PCR termocykléru na 5 minút pri 65 °C. 

Počas toho bolo potrebné nachystať mix pre reverznú transkripciu, ktorý pozostával z (na jednu 

vzorku): 

• 4 μl 5x Protoscript® II RT reaction buffer  

• 2 μl 10x DTT  
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• 1 μl 10mM dNTP  

• 0,5 μl 200U/μl Protoscript® II reserve transcriptase  

K vybratým vzorkám z termocykléru sa pridalo 7,5 μl pripraveného mixu, pričom 

celkový spoločný objem bol 20 μl a opäť nasledovalo umiestnenie vzoriek do PCR 

termocykléru, no tentokrát na 50 minút pri 42 °C, kedy došlo k prepisu RNA na cDNA a potom 

na 20 minút pri 65 °C, pričom sa denaturoval enzým – reverzná transkriptáza. 

5.5.4. Kvantitatívna polymerázová reťazová reakcia (qRT – PCR) 

Princíp PCR spočíva v amplifikácií konkrétneho úseku DNA za pomoci DNA 

polymerázy. Úsek DNA, tzv. amplikon, je ohraničený dvojicou primerov potrebných na 

amplifikáciu, ktoré sú komplementárne s vláknom DNA. PCR prebieha cyklicky: 

1. tepelná denaturácia – zohriatím reakčnej zmesi nad teplotu 90  °C, dôjde 

k prerušeniu väzieb medzi reťazcami dvojvlaknovej DNA 

2. hybridizácia – teplota poklesne na 45-65 °C, dôjde k pripojeniu primerov na 

komlementárnych miestach s DNA vláknom 

3. polymerizácia – teplota sa opäť zvýši, ale tentokrát na 72 °C a tým začne tzv. 

Taq-polymeráza syntetizovať nové komplementárne DNA vlákna 

Výsledok PCR je 2nkrát znásobenie počtu DNA, pričom n znázorňuje počet cyklov. 

Princíp qRT-PCR spočíva v tom, že hybridizačné sonda je značená špeciálnymi látkami na 

protiľahlých koncoch špecifického oligonukleotidu - fluorescenčnou farbou (reportérom, ang. 

reporter) a zhášačom (ang. quencher). Ak sú obe látky vo vzájomnej blízkosti, fluorescencia 

reportéra je inhibovaná, pretože jeho emisné žiarenie je pohltené zhášačom. Ak však dôjde k 

odštiepeniu reportéra z TaqMan próby, jeho fluorescencia nie je viac inhibovaná a zaznamená 

sa detektorom. Pomocou termálneho cykléru sa zaznamenáva množstvo DNA počas každého 

cyklu. Táto metóda sa vyžíva na kvantifikáciu génovej expresie konkrétnych génov. 

Výsledkom sú hodnoty Ct, ktoré odrážajú cyklus, v ktorom dôjde k nárastu amplifikačnej 

krivky (grafické znázornenie priebehu) nad fluorescenčný prah. Čím je hodnota Ct vyššia, tým 

menej templátovej DNA bolo na začiatku reakcie.  

Získaná cDNA sa zriedila pomocou API v pomere 1:4, vzorky sa poriadne zvortexovali, 

následne sa pripravila zmes zložená z 3 zložiek, konkrétne z TaqManTM Universal MasterMixu 

II s objemom 5 μl spolu s 2,5 μl API a 0,5 μl TaqMan assaye (detegujúce cieľové gény kódujúce 

transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2 a housekeeping gény B2M a GAPDH, ktoré sa 

prirodzene vyskytujú vo väčšine tkanív organizmu a ich expresia je konštitutívna). Dilutovaná 
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cDNA bola podrobená qRT-PCR s použitím QuantStudio 6 v 384-jamkových platniach (s 

celkovým objemom 10 μl – 2 μl dilutovanej cDNA a 8 μl pripravenej zmesi). Pre každý gén 

boli použité negatívne kontroly, ktoré obsahovali API v rovnakom objeme ako cDNA. Profil 

PCR amplifikácie bol nastavený podľa odporúčania výrobcu TaqMan assaí a vyzeral 

nasledovne: 3 minúty pri 95 °C, 40 cyklov pri 95 °C na 10 sekúnd a 60 °C po dobu 20 sekúnd. 

Relatívna expresia génov sa určila za pomoci komparatívnej 2−ΔΔCt metódy. 

 

5.6. Štatistická analýza 

Dáta boli spracované pomocou programu GraphPad Prism verzia 7.03 (GraphPad 

Software Inc., La Jolla, CA, USA). Samotná štatistická analýza nebola urobená, nakoľko  

v proliferačných experimentoch bola rozhodujúcim faktorom pre výber koncentrácií  a pre 

následné indukčné štúdie iba numerická hodnota viability (> 50 %). V prípade indukčných 

štúdií bola parametrom pre pozitivitu indukcie/downregulácie hodnota zmeny expresie v 

porovnaní s kontrolou (zvýšenie/zníženie exprese o > 100/50 %). Tento parameter bol vybraný 

na základe inštrukcií pre testovanie indukčných interakcií vydaných liekovou agentúrou EMA 

(EMA, 2012).
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6. Výsledky 

Táto kapitola zahŕňa dve podkapitoly. V nich sa nachádzajú záverečné výstupy 

z vykonaných experimentov, ktoré sú bližšie popísané v metodickej časti. V prvej podkapitole 

sú obsiahnuté výsledky z proliferačných štúdií, ktoré slúžili ako design nadväzujúcich 

indukčných štúdií (druhá kapitola). Na základe nich sme zistili, či v dôsledku indukcií génov 

ABC efluxných transportérov môže vzniknúť farmakokinetická rezistencia alebo systémové 

liekové interakcie. Všetky vybrané liečivá sú buď schválené (CAP, PRA, PEM, MTX) alebo 

testované (TAZ) pre užívanie pri terapii NSCLC, a preto boli u všetkých z nich vykonané 

experimenty v NSCLC bunkových líniách. Účelom tejto štúdie bolo zistiť, či by mohli meniť 

MDR fenotyp svojich cieľových nádorových buniek. PEM a MTX boli ďalej študované aj na 

intestinálnych bunkových modeloch, aby sme mohli odhadnúť, či by tieto chemoterapeutiká 

mohli byť potenciálnymi páchateľmi farmakokinetických indukčných interakcií. U nových 

cielených liečiv (CAP, PRA, TAZ) tento typ testovania nie je potrebný, pretože podľa 

guidelinov liekových agentúr informácie o farmakokinetických liekových interakciách musia 

byť prítomné v SPC. Iniciatíva presadzujúca nutnosť tohoto testovania vznikala až okolo roku 

2010, a preto u starých liečiv často tieto informácie chýbajú, ako napr. práve u PEM a MTX. 

Z tohto dôvodu sme sa venovali indukčným štúdiám práve u týchto dvoch chemoterapeutík tiež 

v intestinálnych modeloch. 

6.1. Vplyv vybraných liečiv na životaschopnosť testovaných bunkových línii 

V tejto časti sa nachádzajú výsledky týkajúce sa antiproliferačnej aktivity vybraných 

liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) pre dve modelové NSCLC bunkové línie, a to konkrétne 

NCI-H1975 a HCC-827. Pro PEM a MTX boli použité naviac intestinálne bunkové línie 

LS174T a Caco-2. Na základe získaných informácií sa mohla určiť koncentrácia liečiv potrebná 

pre nadväzujúce indukčné štúdie. 

U nádorovej línie NCI-H1975 (Obr.12A) je viditeľné, že antiproliferačná aktivita 

vybraných liečiv bola pomerne slabá, žiadne z nich nevykazovalo zníženie životaschopnosti 

pod 50 %. Nebolo tak možné určiť hodnotu IC50. Podobné výsledky boli získané aj u línie 

HCC-827 (Obr.12B). Liečivo PRA v tejto línií síce dosiahlo maximálny pokles pod 50 % pri 

koncentrácií 20 μM, ale ani tu nemalo zmysel stanovovať IC50, nakoľko by s danými bodmi bol 

výsledok nepresný a vzhľadom k účelu dát ani táto hodnota nebola potrebná. 
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Ideálny prípad, kedy viabilita so stúpajúcou koncentráciou klesá, môžeme pozorovať 

práve u tohoto liečiva – PRA u oboch línií, teda u NCI-H1975 (Obr.12A) a taktiež u HCC-827 

(Obr.12B). Pre liečivo TAZ sme naopak u línie NCI-H1975 očakávaný ustálený pokles 

viability nepozorovali; maximálny pokles (na 33.7 %) je viditeľný pri 1 μM koncentrácií, avšak 

pri následnom zvyšovaní koncentrácie je prekvapivo pozorovaný vzrast viability (Obr.12A). 

Podobný trend sa objavil tiež u všetkých zostávajúcich látok (CAP, PEM, MTX). U HCC-827 

a liečiva TAZ je pokles pozvoľný a veľký výkyv v životaschopnosti nepozorujeme (Obr.12B). 

I u tejto línie ostatné liečivá (CAP, PEM, MTX) vykazujú nelogickú stagnáciu, ba dokonca  

vzrast životaschopnosti so zvyšujúcou sa koncentráciou. 
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Obrázok 12: Antiproliferačné schopnosti vybraných liečiv v dvoch (A, B) NSCLC 

bunkových líniách (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D) dvoch intestinálnych bunkových líniách 

(LS174T a Caco-2). Na ose Y je znázornená bunková životaschopnosť (cell viability) v % a osa 

X vyjadruje koncentráciu (concentration) liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) v μM. Zisťovaná 

životaschopnosť bola prevedená pomocou metódy MTT bližšie opísanej v kapitole 5.4. 

Testované bunky boli vystavené sérii koncentrácií liečiv počas 48 hodín. Každý experiment bol 

nezávisle vykonaný 3-krát, výsledné hodnoty sa spriemerovali a bola stanovená hodnota 

smerodajnej odchýlky.  

Liečivá PEM a MTX v intestinálnych líniách LS174T a Caco-2 vykazujú podobné 

chovanie ako liečivá v NSCLC líniách (Obr.12C; Obr.12D). Vo vybranom modeli 

a stanovenom koncentračnom rozmedzí chemoterapeutiká navodzujú iba mierne protinádorové 

účinky. Ani v jednej z variantov nebol zaznamenaný pokles bunkovej životaschopnosti pod 

50 %, z čoho vyplýva, že opäť nedokážeme určiť hodnoty IC50. Rovnako tak bola vo vyšších 

koncentráciách pozorovaná stagnácia viabilných hodnôt, popr. dokonca ich nárast. 
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6.2. Vplyv vybraných liečiv na expresiu ABCB1, ABCC1 a ABCG2 

transportérov 

Na vyhodnotenie zmien mRNA expresie vybraných ABC transportérov po expozícii 

testovaným liečivám bola zvolená metóda qRT-PCR. Pro všetky liečivá sme vybrali 

koncentráciu 1 µM s ohľadom na: 1) viabilitné dáta prezentované v predchádzajúcej kapitole 

(koncentrácia vykazuje > 50 % viability vo vybraných modeloch) a 2) potenciálnu klinickú 

relevanciu (koncentrácia relatívne blízka hodnotám Cmax daných liečiv). 

6.2.1. ABCB1 

Po expozícii buniek 25 μM RIF a 1 μM liečivám (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX), sme 

sledovali zmeny na úrovni génovej expresie ABCB1 transportéra. Podľa očakávania známy 

induktor RIF zvýšil génovú expresiu ABCB1 transportéra na/nad indukční limit vo všetkých 

sledovaných bunkových líniách v oboch intervaloch. Naopak ani jedno z testovaných cielených 

liečiv či chemoterapeutík nepreukázalo schopnosť indukcie/downregulácie ABCB1, nakoľko 

nebolo sledované zvýšenie/zníženie hladín mRNA o viac ako 100/50 % v modelových 

bunkových líniách (Obr.13).  
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Obrázok 13: Účinok 1 µM liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 µM RIF na zmeny 

v hladinách mRNA ABCB1 transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D) 

intestinálnych (LS174T, Caco-2) modelových bunkových líniách. Bunky sa inkubovali s 1 µM 

liečivom alebo 25 µM RIF počas 24 a 48 hodín, potom sa izolovala celková RNA a prepísala 

sa do cDNA. Následne sa uskutočnila qRT-PCR na vyhodnotenie hladín mRNA cieľových a 

housekeepingových génov. Ako vnútorná kontrola slúžil geometrický priemer referenčných 

génov – B2M a GAPDH. Relatívna kvantifikácia študovaného ABCB1 transportéra bola 

vyhodnotená pomocou 2-ΔΔCt metódy. Horné/spodné bodkované čiary na obrázku predstavujú 

hranice upregulácie/downregulácie podľa odporúčaní EMA na testovanie liekových interakcií 

súvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezávislé merania a výsledné hodnoty sú ich 

priemerom ± SD. 

6.2.2. ABCC1 

Ďalším génom, ktorého expresiu sme v našich štúdiách sledovali, bol gén ABCC1 

kódujúci príslušný efluxný transportér. Čo sa týka testovaných protinádorových liečiv, 

výsledky ukazujú opäť, čo v prípade ABCB1 transportéru, čiže nespôsobili zvýšenie/zníženie 

hladiny mRNA hladinu o viac ako 100/50 % v žiadnej sledovanej bunkovej línii (Obr.14). 

Úroveň inducibility ABCC1 bola všeobecne nižšia než ABCB1, nakoľko RIF indukoval ABCC1 

iba mierne nad indukčný limit, a to naviac len v intervale 24 hodín (2,30- a 2,02-násobné 
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zvýšení v Obr.14A a Obr.14B). U intestinálnych modelov bol RIF aktívny iba v intervale 

48 hodín (2,55- a 2,60-násobek kontroly v Obr.14C a Obr.14D). 

Obrázok 14: Účinok 1 µM liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 µM RIF na zmeny 

v hladinách mRNA ABCC1 transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D) 

intestinálnych (LS174T, Caco-2) modelových bunkových líniách. Bunky sa inkubovali s 1 µM 

liečivom alebo 25 µM RIF počas 24 a 48 hodín, potom sa izolovala celková RNA a prepísala 

sa do cDNA. Následne sa uskutočnila qRT-PCR na vyhodnotenie hladín mRNA cieľových a 

housekeepingových génov. Ako vnútorná kontrola slúžil geometrický priemer referenčných 

génov – B2M a GAPDH. Relatívna kvantifikácia študovaného ABCC1 transportéra bola 

vyhodnotená pomocou 2-ΔΔCt metódy. Horní/spodní bodkované čiary na obrázku predstavujú 

hranice upregulácie/downregulácie podľa odporúčaní EMA na testovanie liekových interakcií 

súvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezávislé merania a výsledné hodnoty sú ich 

priemerom ± SD. 

6.2.3. ABCG2 

Tretím transportérom, pre ktorý boli pozorované zmeny na úrovni génovej expresie, bol 

ABCG2 transportér. Experimenty priniesli podobné výsledky ako štúdie zamarené na ABCB1 

a ABCC1 – liečivá (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) v koncentrácii 1 μM neovplyvnili hladinu 

mRNA do takej miery, aby prekonala hranice pro indukcie/downregulácie v žiadnej sledovanej 

línii (Obr.15). Modelový induktor RIF vykazoval premenlivú indukční pozitivitu. V línií 

NCI-H1975 ABCC1 neindukoval (Obr.15A), zatiaľ čo v druhej NSCLC línii, HCC-827, 



 

42 

 

naopak v obidvoch časových intervaloch (2,04- a 2,68-násobně v 24 a 48 hodinovom intervale) 

(Obr.15B). V intestinálnych modeloch LS174T a Caco-2 bol zhodne aktívny len 

v 48 hodinovom intervale (Obr.15C a Obr.15D). 

Obrázok 15: Účinok 1 µM liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 µM RIF na zmeny 

v hladinách mRNA ABCG2 transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D) 

intestinálnych (LS174T, Caco-2) modelových bunkových líniách. Bunky sa inkubovali s 1 µM 

liečivom alebo 25 µM RIF počas 24 a 48 hodín, potom sa izolovala celková RNA a prepísala 

sa do cDNA. Následne sa uskutočnila qRT-PCR na vyhodnotenie hladín mRNA cieľových a 

housekeepingových génov. Ako vnútorná kontrola slúžil geometrický priemer referenčných 

génov – B2M a GAPDH. Relatívna kvantifikácia študovaného ABCG2 transportéra bola 

vyhodnotená pomocou 2-ΔΔCt metódy. Horní/spodní bodkované čiary na obrázku predstavujú 

hranice upregulácie/downregulácie podľa odporúčaní EMA na testovanie liekových interakcií 

súvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezávislé merania a výsledné hodnoty sú ich 

priemerom ± SD. 

Z výsledkov vyplýva, že podľa súčasných doporučení pre testovanie indukčných 

interakcií nevykazujú študované protinádorové liečivá indukčné nebo downregulačné 

schopnosti na expresiu ABCB1, ABCC1 ani ABCG2 génov. Preto môžeme konštatovať, že 

potenciál skúmaných liečiv spôsobiť liekové interakcie, založené na indukcií génov 

ABC efluxných transportérov a/alebo ovplyvniť MDR profil cieľových buniek, je nízky.
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7. Diskusia 

MDR v nádorových bunkách môže významne oslabiť odpoveď na chemoterapiu a 

zvýšiť pravdepodobnosť úmrtnosti. Jedným z hlavných mechanizmov, zapojených do 

udeľovania MDR, je nadmerná expresia ABC transportérov, ktorá môže zvýšiť eflux liečiv z 

tumorových buniek, čím sa zníži intracelulárna koncentrácia liečiva. Transportéry ABCB1 a 

ABCG2 zohrávajú dôležitú úlohu aj vo farmakokinetických liekových interakciách 

ovplyvňujúcich účinnosť a/alebo toxicitu viacnásobnej liečby (Giacomini, Huang and Tweedie, 

2010). Na základe tohto dôvodu regulačné autority EMA a FDA pri registrácií nového liečiva 

vyžadujú doloženie prípadných interakcií s týmito spomínanými transportérmi (EMA, 2012; 

FDA, 2017). Spolu s ABCC1 sa oba spomínané transportéry podieľajú aj na vzniku MDR v 

nádorových bunkách, pričom ABCC1 transportér je relevantný len pri MDR. Početné štúdie 

uvádzajú, že inhibícia týchto ABC transportérov môže zvrátiť MDR (Sun et al., 2012; Hou et 

al., 2018). Naopak indukciou transportérov môže dôjsť k jej vzniku, popr. k liekovým 

interakciám. Vzhľadom k dôležitosti tejto oblasti som sa vo svojej práci venovala popisu 

vplyvu vybraných cielených protinádorových liečiv (CAP, PRA, TAZ) a chemoterapeutík 

(PEM, MTX) na expresiu ABCB1, ABCG2 a ABCC1. 

Všetky vybrané liečivá sú buď schválené (CAP, PRA, PEM, MTX) (Ruiz-Ceja and 

Chirino, 2017; Dhillon, 2020; MotieGhader et al., 2022) alebo testované (TAZ; 

ClinicalTrials.gov, identifikátor NCT05467748) pre užívanie pri terapii NSCLC, a preto u nich 

boli urobené experimenty v NSCLC bunkových líniách (HCC-827 a NCI-H1975). Účelom tejto 

štúdie bolo zistiť, či by spomínané liečivá mohli meniť MDR fenotyp svojich cieľových 

nádorových buniek. PEM a MTX boli ďalej študované aj v intestinálnych bunkových 

modeloch, aby sme odhadli, či by tieto chemoterapeutiká mohli byť potenciálnymi páchateľmi 

farmakokinetických indukčných interakcií. U nových cielených liečiv (CAP, PRA, TAZ) tento 

typ testovania nie je potrebný, pretože podľa guidelinov liekových agentúr informácie 

o farmakokinetických liekových interakciách musia byť prítomné v SPC. Iniciatíva 

presadzujúca nutnosť tohto testovania vznikala až okolo roku 2010, a preto u starých liečiv 

často takéto informácie chýbajú, ako napr. práve u PEM a MTX (Accessdata.fda.gov, Alimta, 

SPC; Accessdata.fda.gov, Reditrex, SPC). Z tohto dôvodu sme sa venovali indukčným štúdiám 

u týchto dvoch chemoterapeutík taktiež aj v intestinálnych modeloch (LS174T a Caco-2). Obe 

línie sú bežne používané v predklinických výskumoch ako model pre štúdium indukcií 

(Eunsung Mouradian, 2008; Brück et al., 2017). Bunky LS180, od ktorých je odvozená línie 

LS174T (trypsinizovaný variant), boli dokonca priamo menovite doporučené pre tento účel v 
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staršej verzií guideline dokumentu pre testovanie interakcií, vydaného liekovou agentúrou 

EMA. Dôvodom pre túto aplikáciu je skutočnosť, že sú v nich prítomné jadrové alebo nukleárne 

receptory (NRs), konkrétne sú nimi aryl-hydrokarbonový receptor (AhR), konštitutívny 

androstanový receptor (CAR), farnesoidný X receptor (FXR), pregnanový X receptor (PXR), 

retinoidný X receptor (RXR) (Murthy et al., 2002; Li et al., 2003; Takeshita et al., 2006; 

Tompkins et al., 2010; Huang et al., 2011; Lo Sasso et al., 2013; Bailey et al., 2014; Brück et 

al., 2017; Sun et al., 2022). NRs sprostredkúvajú indukciu niektorých enzýmov cytochrómu 

P450 a ABC transportérov (Obr.16) a hrajú integrálnu úlohu v mnohých fyziologických 

procesoch vrátane metabolizmu, imunity a bunkovej proliferácie (Borlak and Zwadlo, 2003; 

Korjamo et al., 2006; Dhiman, Bolt and White, 2018).  

 

Obrázok 16: Interakcia medzi jadrovými receptormi a expresiou transportérov ABC v 

normálnych tkanivách. 

Prevzaté z: (Callaghan et al., 2008) 

Zistilo sa, že funkcia NRs má rozhodujúcu úlohu vo vývoji a progresii malignít, pretože 

onkogénne udalosti, ktoré transformujú bunky, sa často spoliehajú na transkripčné signálne 

kaskády. NRs sú ligandom modulované transkripčné faktory, naviazanie ligandu zvyčajne 

vedie k zvýšeniu transkripčnej aktivity receptora a následne k expresií jeho cieľových génov, 

medzi ktoré patria aj gény kódujúce ABC transportéry. Konečným dôsledkom tohto 

mechanizmu je zvýšení aktivity ABC transportérov (ABCB1, ABCC1 a ABCG2), ktoré sú 

indukované NRs. Štúdie taktiež zdôraznili dôležitosť NRs pri nádorových ochoreniach vo 
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vzťahu k prežitiu pacienta a liečbe (Borlak and Zwadlo, 2003; Korjamo et al., 2006; Dhiman, 

Bolt and White, 2018; Rigalli, Tocchetti and Weiss, 2018).  

NRs sú dobre zdokumentované pri regulácií rastu nádoru v tkanivách poháňaných 

hormónmi (pankreas, štítna žľaza, vaječníky). Hoci sa pľúca nepovažujú za hormonálne riadený 

orgán, prekvapivo majú NRs význam aj v NSCLC/SCLC (Obr.17). Množstvo štúdií naznačuje 

úlohu NRs pri nádorovom ochorení pľúc a tiež to, že ich expresia môže byť pri tomto ochorení 

deregulovaná. Okrem toho sú hladiny mRNA NRs užitočné ako prognostický faktor pre 

výstupy pacientov. NRs sa teda nachádzajú aj v nami použitých NSCLC bunkových líniách – 

v HCC-827 je obsiahnutý PXR a NCI-H1975 obsahuje FXR (Gangwar et al., 2022). 

 

Obrázok 17: Rôzne typy NRs zapojené do nádorového ochorenia pľúc. 

Prevzaté z: (Gangwar et al., 2022) 

V prvej časti sa podarilo získať informácie o antiproliferačných vlastnostiach vybraných 

liečiv. Konkrétne boli testované bunkové línie vystavené sérii koncentrácií liečiv počas 

48 hodín. Z logiky veci vyplýva, že pri najvyšších koncentráciách by mala byť životaschopnosť 

buniek najnižšia, avšak my sme vo väčšine prípadov pozorovali nedostatočné zníženia, ba 

priam až zvýšenie životaschopnosti buniek v porovnaní s nižšími koncentráciami. Príčin môže 

byť niekoľko, napríklad mikrokryštalizácia liečiv mimo/vnútri buniek alebo nasýtenie 

influxných systémov, ktoré zabezpečujú efektívne vychytávanie liečiv. A práve preto sme 

nepoužili vyššie koncentrácie ako 20 µM.  

Existuje niekoľko štúdií, ktoré sa zaoberajú antiproliferačnými účinkami nami 

sledovaných liečiv v NSCLC bunkových líniách (HCC-827 a NCI-H1975), ale jedná sa skôr o 
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kombinačné štúdie dvoch, prípadne troch liečiv. Preto porovnávanie ich výsledkov s našimi 

neposkytuje potrebné informácie o tom, či sledujú podobné javy vo svojich štúdiách ako 

sledujeme my – či ne/pozorovali zníženie životaschopnosti pod 50 % alebo či ne/pozorovali 

nedostatok zníženia viability buniek vo vyšších koncentráciách (Nannizzi et al., 2010; Yan et 

al., 2013; Feng et al., 2017; Zhang et al., 2017; Chen, Bian and Zhang, 2018; Liu et al., 2019; 

Ersan et al., 2022; Kis et al., 2022; Takano et al., 2022).  

Hoci sa aj štúdia vykonaná autormi Li et al. zaoberá kombináciou liečiv erlotinibu a PEM, 

graf je vytvorený tak, že vieme naše výsledky porovnať s výsledkami v nej. Jedná sa o bunkovú 

líniu NCI-H1975 a liečivo PEM. V tejto štúdií pozorovali zníženie viability o viac ako 50 %, 

takže mohli určiť hodnotu IC50 – koncentráciu vedúcu k 50% inhibícii bunkového rastu pri 

72-hodinovej expozícii liečivu. Aj ostatné, vyššie spomínané štúdie, použili dlhší inkubačný 

interval (72 hodín) v porovnaní s našim. Interval 48 hodín sme vybrali z dôvodu predošlých 

skúseností, pretože 72 hodinový interval mnohokrát viedol k prerastaniu buniek, čo negatívne 

ovplyvňuje metabolickú aktivitu a následne konverziu MTT, a tiež sme brali ohľad na to, že 

vhodne pokryje oba expozičné intervaly aplikované v indukčných štúdiách. Čo sa týkalo 

životaschopnosti buniek v štúdií Li et al., tá sa znižovala so zvyšujúcou koncentráciou, čiže ani 

v tomto prípade nepozorovali rovnakú tendenciu. Dôvody môžu byť rôzne, napríklad to, že 

nemali rovnaké koncentračné rozmedzie, ich najvyššia koncentrácia bola 1 μM (Li et al., 2007). 

Ak by som mohla opätovne overiť informácie o antiproliferačných vlastnostiach, pokúsila by 

som sa použité časové intervaly rozšíriť a pozorovať, či spomínaný jav opäť vzniká, prípadne 

je možnosť použiť aj iné testovacie metódy pro stanovenie viability (stanovenie ATP, Neutral 

red ai.).  

Keďže bolo obťažne nájsť antiproliferačné štúdie pre nami sledované liečivá (CAP, PRA, 

TAZ, PEM, MTX) skúmané v líniách HCC-827 a NCI-H1975, skúšala som hľadať informácie 

aj u iných NSCLC bunkových líniách, ako napríklad A548 a NCI-H1299, alebo aj 

v intestinálnych bunkových líniách (LS174T, Caco-2). Aj pri nich bolo hľadanie neľahké, môže 

z toho vyplývať určitá dôležitosť a potenciál výskumov práve v tejto oblasti, najmä pre liečiva 

CAP, PRA a TAZ, u ktorých existuje malé množstvo informácií (CAP), prípadne úplne chýbajú 

(PRA, TAZ) (Baltschukat et al., 2019; Zhu et al., 2021).  

V nadväzujúcich štúdiách sme sledovali indukčný potenciál vybraných protinádorových 

liečiv, pretože indukcia ABC transportérov je dôležitým princípom získanej MDR (Szakács et 

al., 2006). Indukčné štúdie detegovali ABCB1, ABCG2, ABCC1 v bunkových modeloch 

NSCLC (HCC-827, NCI-H1975) po expozícii liečivám (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX). 

Vzhľadom na naše výsledky nie je pravdepodobné, že by testované liečivá mohli vyvolať rozvoj 
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získanej farmakokinetickej MDR, čo posilňuje ich potenciál (v prípade CAP, PRA, TAZ, ktoré 

sme predtým popísali ako inhibítory ABC transportérov) byť látkami bojujúcimi proti MDR. 

Modulácie MDR pomocou nových cielených protinádorových liečiv je sľubnou stratégiou 

(Xiao et al., 2021). 

Medzi takéto liečivá môžeme zaradiť aj CAP. Údaje in vitro naznačovali, že by CAP 

mohol inhibovať transportéry ABCB1 a ABCG2 v rôznych nádorových modeloch (štúdia 

okrem iných bunkových línií uvádza aj HCC-827, rovnako ako aj my) (Baltschukat et al., 

2019). Následne klinická štúdia liekových interakcií in vivo potvrdila, že sa skutočne jedná 

o inhibítor oboch transportérov s klinicky relevantným potenciálom k tvorbe liekových 

interakcií. Štúdia sa uskutočnila u pacientov s pokročilými solídnymi nádormi s dysreguláciou 

MET. CAP sa podával vo viacerých dávkach, až do dosiahnutia rovnovážneho stavu, čo 

umožnilo posúdiť jeho maximálny inhibičný účinok u príslušného pacienta. Každému boli 

súčasne podávané dve vybrané sondové liečivá (digoxín a rosuvastatín). Z výsledkov 

vyplynulo, že CAP vedie k zvýšeniu absorpcie substrátov ABCB1 (digoxín) a ABCG2 

(rosuvastatín) (Grande et al., 2021). CAP je aj podľa údajov uvedených v SPC jasný klinický 

inhibítor ABCB1 aj ABCG2 (čo štúdie in vitro a in vivo potvrdzujú), zároveň je substrátom 

ABCB1, ale nie je pre ABCG2. Pokiaľ ide o indukcie, SPC neuvádza žiadne informácie 

ohľadom toho, že CAP je induktorom, ani v súvislosti s ABC transportérmi a ani 

s cytochrómami (CYP) (Accessdata.fda.gov, Tabrecta, SPC). Indukčný potenciál CAP 

vylučujú aj naše výsledky.  

Ďalším liečivom je PRA, preň štúdia in vitro stanovovala substrátovú špecifickosť 

a skúmala ovplyvnenie jeho farmakokinetiky efluxnými transportérmi ABCB1 a ABCG2. 

Dospeli k zisteniu, že je in vitro veľmi účinne transportovaný ABCB1, no podstatne menej 

ABCG2 transportérom. Spoločné podávanie PRA s modelovými inhibítormi (zosuquidar a 

Ko143) blokovali jeho transport (Wang et al., 2021). Podľa SPC je PRA preukázaným 

substrátom pre oba transportéry a zároveň môže mať potenciál vytvárať s ostatnými substrátmi 

liekové interakcie, keďže má aj inhibičný potenciál pre ABCB1, ABCG2, ale aj pre iné 

transportéry (OATP1B1, OATP1B3, OAT1, MATE1, MATE2-K). Usmernenia od EMA o 

skúmaní liekových interakcií odporúčajú vykonať štúdie in vivo, ak ich nemožno vylúčiť na 

základe kontraindikácií. Zatiaľ však neboli urobené ani pre jeden z transportérov 

(Ema.europa.eu, Gavreto, SPC). FDA vo svojom SPC taktiež uvádza informáciu, že PRA je 

inhibítorom pre ABCB1 a ABCG2, ale na rozdiel od CAP neboli zatiaľ vykonané in vivo 

klinické interakčné štúdie. Pokiaľ ide o potenciál PRA byť induktorom pre ABC transportéry, 

v SPC sa nenachádzajú žiadne informácie, ale je v ňom obsiahnuté, že PRA je (v klinicky 
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relevantných koncentráciách) preukázaný induktor pre CYP2C8, CYP2C9 a CYP3A4/5 

(Accessdata.fda.gov, Gavreto, SPC). CYP3A4 je indukovaný pomocou NRs (konkrétne PXR), 

a keď sa odhalí takáto indukcia, hodnotí sa ďalej aj potenciál u C8, C9 a C19 (čo sa v prípade C8 

aj C9 preukázalo). Zároveň PXR indukuje aj študované ABC transportéry. Z našich výsledkov 

vyplýva, že sa pozorovaný systémový indukčný potenciál neprojektuje ako interakcia 

s ABC transportérmi na intratumorálnej úrovni. 

TAZ je potvrdeným substrátom ABCB1 transportéra a taktiež sa ukázalo, že pôsobí aj 

ako inhibítor ABCB1, takže jeho substráty (napr. digoxín, dabigatran, indinavír) by sa mali pri 

liečbe TAZ používať opatrne (ClinicalTrials.gov, identifikátor NCT03028103). Štúdie in vitro 

preukázali jeho vysokú substrátovú afinitu k ABCB1 transportéru, zatiaľ čo voči ABCG2 sa 

ukázal ako slabý substrát a o transportéri ABCC1 sa štúdia vôbec nezmieňuje. Tiež sa v nej 

opisuje potenciálne riziko, že TAZ môže vytvárať liekové interakcie s ABC transportérmi, a tak 

môže dôjsť k zníženiu účinnosti liečby EZH2 inhibítormi (Zhang et al., 2015). SPC uvádza, že 

súbežné podávanie substrátov CYP3A (hormonálna antikoncepcia, midazolam) vedie k 

zníženiu ich koncentrácií a účinnosti. Z čoho vyplýva, že TAZ je cez NRs (konkrétne PXR 

a/alebo CAR) induktorom CYP3A (Accessdata.fda.gov, Tazverik, SPC), a teda pravdepodobne 

aj ABC transportérov. S ohľadom na naše výsledky aj v tomto prípade môžeme konštatovať, 

že sa potenciál TAZ generovať systémové indukčné interakcie nepremieta do úrovne 

intratumorálnej. 

Medzi protinádorovými látkami je dôležitá skupina antimetabolitov kyseliny listovej, 

známych ako antifoláty, medzi ktoré zaraďujeme PEM aj MTX. Tieto cytostatiká na rozdiel od 

CAP, PRA a TAZ preukázane podliehajú MDR (Assaraf, 2006). Pre PEM a MTX dodnes nie 

sú v SPC k dispozícií žiadne informácie o ich potenciále byť páchateľom farmakokinetických 

indukčných liekových interakcií (Accessdata.fda.gov, Alimta, SPC; Accessdata.fda.gov, 

Reditrex, SPC). Preto sme u nich urobili indukčné štúdie aj v intestinálnych (LS174T, Caco-2) 

modeloch. Na základe našich výsledkov môžeme konštatovať, že PEM a MTX tento potenciál 

nevykazujú. FDA poskytuje informácie o vývoji liekov a liekových interakcií a na svojich 

webových stránkach ponúka tabuľku potvrdených inhibítorov, induktorov a substrátov 

transportérov aj CYP. Podľa nej je MTX substrátom ABCG2 a ABCC2 transportéra (Fda.gov, 

Drug interactions table substrates inhibitors and inducers). Kontroverzia zostáva, či je MTX 

substrátom pre ABCB1 transportér, pričom niektoré štúdie naznačujú, že je a iné tvrdia, že nie. 

Napriek tomu je jasné, že MTX má zjavný vplyv na ABCB1. Podľa nižšie citovanej štúdie je 

MTX induktorom ABCB1 transportéru, pričom FDA takéto informácie neposkytuje a naše 

výsledky toto tvrdenie taktiež nepotvrdzujú. Uvádza, že mechanizmus, ktorým MTX indukuje 
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ABCB1, však zostávajú nejasné, no pravdepodobne spočíva v aktivácií dráh JAK2/STAT3 

(Qin et al., 2018). Iný prehľad zas uvádza MTX ako substrát všetkých troch ABC transportérov 

(Choi & Yu, 2014).  

Čo sa týka PEM, spomínaná FDA tabuľka ani iný prehľad o substrátoch a inhibítoroch 

liečivo PEM vôbec nezmieňujú (Choi & Yu, 2014). Výsledky inej štúdie, ktorá bola urobená 

na aj Caco-2 bunkovej línií naznačujú, že PEM nie je substrátom efluxných transportérov 

(ABCB1, ABCG2 a ABCC). Iné štúdie naopak potvrdili, že je dobrým substrátom ABCB1, 

ABCG2 a ABCC, takže by s ich inhibítormi alebo induktormi mohol tvoriť liekové interakcie. 

Štúdia uvádza, že protichodnosť môže byť spôsobená tým, že PEM je substrátom aj iných, 

doposiaľ neznámych efluxných transportérov (Jacus et al., 2017; Chen et al., 2020). 

Protirečenie v štúdiách, ktoré zmieňujem, môže byť spôsobená aj tým, že ABC transportéry 

koexprimované v nádoroch vykazujú širokú a prekrývajúcu sa špecificitu pre substráty 

a modulátory. Pokiaľ ide o informácie o možnom pôsobení PEM ako induktora, či už 

ABC transportérov alebo CYP, nie sú dostupné relevantné štúdie, ktoré by takýto potenciál 

potvrdzovali/vyvracali. Naše výsledky hovoria, že PEM nemôžeme považovať za induktora 

ABC transportérov, a to ani na systémovej, ani na intratumorálnej úrovni.  

Ak by som mohla rozviesť svoju prácu, skúmala by som interakcie testovaných liečiv nie 

len s ABC transportérmi, ale aj s CYP enzýmami metabolizujúcimi liečivá, a poskytla tak 

ucelený popis farmakokinetických interakcií. Prípadne by som vykonala kombinačné štúdie 

zmieňovaných liekov (CAP, PRA, TAZ) na modeloch in vitro a dokázala by som ne/schopnosť 

liečiv modulovať MDR sprostredkovanú ABC transportérmi. 
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8. Záver 

Hoci sú tumory pľúc jedna z najčastejších foriem nádorových ochorení a vynakladá sa 

veľké úsilie, aby boli včas diagnostikované, neustále zostáva sklamaním, že väčšinu prípadov 

sa podarí zachytiť, až keď je už chirurgicky neresekovateľné kvôli lokálnemu pokroku alebo 

metastáze. V týchto prípadoch je liečbou voľby chemoterapia, samotná alebo často 

v kombinácií. Napriek tomu, že počiatočné reakcie na liečbu sú pôsobivé, u pacientov sa 

bohužiaľ zvykne po niekoľkých mesiacoch liečby vyvinúť rezistencia (Zhu and Ou, 2017).  

Rezistencia nádorových buniek je stále veľkou záťažou, ktorá limituje liečbu pacientov. 

Vnútorná aj získaná rezistencia je výsledkom mnohých genetických a epigenetických zmien 

vyskytujúcich sa v nádorových bunkách. (Rebucci and Michiels, 2013). Práve o ABC 

transportéroch už viac ako 25 rokov známe, že zohrávajú úlohu pri rezistencií nádorových 

buniek na viaceré liečivá (Dean, 2009). Z toho tri z nich (ABCB1, ABCC1, ABCG2) sú 

nadmerne exprimované v nádoroch a zapájajú sa do „fenoménu“ nazývaného MDR (Szakács 

et al., 2008). Mimo iné ABCB1 a ABCG2 hrajú zásadnú rolu aj vo farmakokinetických 

interakciách, ktoré môžu výrazne ovplyvňovať farmakokinetiku súčasne podaných liečiv, a tým 

ich toxicitu a účinnosť. Znalosti o farmakokinetických interakciách sú klinicky nenahraditeľné 

pre nastavenie bezpečnej a účinnej terapie. 

V našej štúdii som sledovala indukčný potenciál piatich vybraných protinádorových 

liečiv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) na liekové transportéry ABCB1, ABCG2 a ABCC1 

v NSCLC a intestinálnych bunkových modeloch. Nami testované liečivá nepreukázali 

potenciál ovplyvniť MDR fenotyp cieľových nádorových buniek, a taktiež preukázali nízky 

sklon zapájať sa do interakcií založených na indukcií génov ABC efluxných transportérov. 

Naše in vitro výsledky poskytujú cenný „background“ pre klinikov naznačujúci vysokú 

bezpečnosť študovaných liečiv vo vzťahu k indukčným interakciám na ABC transportéroch. 

Taktiež budú následne využite v nadväzujúcich štúdiách zameraných na MDR-modulačné 

schopnosti CAP, PRA a TAZ.  
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