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Abstrakt 
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Názov diplomové práce: Štúdium vplyvu vybraných cielených liečiv na liekovú rezistenciu 

sprostredkovanú ABC liekovými transportérmi. 

 

Viacnásobná lieková rezistencia (MDR) je jedným z hlavných problémov súvisiacich 

s liečbou rakoviny. Kľúčovým determinantom MDR je zvýšený eflux liekov membránovými 

ATP-binding cassette (ABC) transportérmi, ktoré sú rodinou transportných proteínov. Ich 

nadmerná expresia prispieva k MDR tým, že vďaka efluxu rôznych liečiv z buniek sa znižuje 

intracelulárna koncentrácia liečiva. Zacieleným na ABC transportéry sa ukazuje sľubný prístup 

k eliminácii alebo dokonca aj potlačeniu liekovej rezistencie. Preto jednou stratégiou na 

zvrátenie rezistencie nádorových buniek exprimujúcich ABC transportéry je kombinované 

použitie chemoterapeutík s modulátormi ABC transportéra, ktoré zvýšia terapeutickú účinnosť.  

Cieľom tejto práce bolo preskúmať vplyv cielených liečiv (capmatinib, pralsetinib 

a tazemetostat) v kombinácii s cytostatikami (etoposid a topotekan) na liekovú rezistenciu 

sprostredkovanú ABC efluxnými transportérmi. Výsledky boli získane pomocou MTT testov 

a testov na stanovenie aktivity kaspáz vykonaných na parentnej bunkovej línii A431 a na ich 

sublíniách transdukovaných transportérmi. V rámci kombinačných štúdií boli použité 

kombinácie capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu (multipotentné inhibítory ABCB1, 

ABCG2 a ABCC1) spolu s etoposidom (substrát ABCB1 a ABCC1) a topotekanom (substrát 

ABCG2). U všetkých kombinácii sa pomocou MTT testov preukázala modulačná schopnosť. 

Pre overenie výsledkov a odhalenie podstaty modulácie sa vykonali apoptotické testy, 

v ktorých sa potvrdil synergický protinádorový účinok.  

V závere môžeme konštatovať, že táto práca a jej výsledky môžu byť prínosom pre 

ďalšie štúdie zaoberajúce sa zlyhávaním chemoterapie v dôsledku nadmernej expresie ABC 

transportérmi. Taktiež prináša dôležité poznatky o použití capmatinibu, pralsetinibu 

a tazemetostatu ako modulátorov MDR.  



  

  

Abstract  
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Student: Viktória Paulusová   

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

Title od diploma thesis: Study on the effect of selected targeted drugs on drug resistance 

mediated by ABC drug transporters. 

Multidrug resistance (MDR) is one of the major problems associated with cancer 

treatment. A key determinant of MDR is increased efflux of drugs through membrane ATP-

binding cassette (ABC) transporters, which are a family of transporter proteins. Their 

overexpression contributes to MDR by decreasing intracellular drug concentration due to the 

efflux of various drugs from cells. Targeting ABC transporters appears to be a promising 

approach to suppress drug resistance. Therefore, one strategy to reverse the resistance of ABC 

transporter-expressing tumor cells is the combined use of chemotherapeutic drugs with ABC 

transporter modulators to enhance therapeutic efficacy.  

The aim of this work was to investigate the effect of targeted drugs (capmatinib, 

pralsetinib and tazemetostat) in combination with cytostatics (etoposide and topotecan) on drug 

resistance mediated by ABC efflux transporters. Results were obtained using MTT assays and 

caspase activity assays performed on the parental A431 cell line and its transporter-transduced 

sublines. Combination studies investigated combinations of capmatinib, pralsetinib and 

tazemetostat (triple inhibitors of ABCB1, ABCG2 and ABCC1) with etoposide (substrate of 

ABCB1 and ABCC1) or topotecan (substrate of ABCG2). All combinations showed MDR-

modulatory potential in MTT assays. To validate the results and describe the process 

responsible for MDR reversal, apoptotic assays were performed, in which the synergistic 

antitumor effect was confirmed.  

In conclusion, this work and its results may be beneficial for further studies addressing 

chemotherapy failure due to overexpression of ABC transporters. It also provides important 

insights into the use of capmatinib, pralsetinib and tazemetostat as MDR modulators. 
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1. ZOZNAM SKRATIEK 

  

ABC   ATP-binding cassette  

ABCB1  P-glykoproteín (P-gp, MDR1)  

ABCC1  multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)  

ABCG2  breast cancer resistance protein (BCRP)  

ATP    adenozíntrifosfát   

DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

DMSO  dimethylsulfoxid   

E2H2 enhancer of zeste homolog 2 

FBS fetálne hovädzie sérum 

mAb monoklonálna protilátka 

MDR   viacnásobná lieková rezistencia 

MET mezenchymálno-epiteliálny prechodový faktor 

miRNA mikroRNA 

MTT    methylthiazolyldifenyl-tetrazolinum bromid   

NBD   nukleotid väzbová doména 

NSCLC  nemalobunkový karcinóm pľúc 

PBS    fosfátový pufor   

RET rearranged during transfection 

RTK   receptorová tyrozínkináza   

siRNA malá interferujúca RNA 

TMD transmembránová doména 

TKI    inhibítor tyrozínkinázy  
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2. ÚVOD  

  

Nádorové ochorenia sú druhá najčastejšia príčina úmrtia, ktorá je zodpovedná za 

približne 1 zo 6 úmrtí na celom svete. Rizikové faktory, ktoré sú spojené zo zvýšením rizikom 

malignít, ako sú fajčenie, nedostatok fyzickej aktivity, konzumácia alkoholu atď., sú 

zodpovedné približne za jednu tretinu úmrtí na nádorové ochorenia. Napriek tomu, že existuje 

množstvo liečebných metód, vrátane radiačnej terapie, chirurgického zákroku, endokrinnej 

terapie, imunoterapie, v posledných desaťročiach zostáva chemoterapia hlavnou metódou 

liečby nádorového bujnenia (Bukowski et al., 2020). 

Po dlhodobej chemoterapii sa vyskytuje viacnásobná rezistencia (MDR), ktorá vedie 

k refraktérnym malignitám a recidíve nádoru. MDR je zodpovedná za viac ako 90 % úmrtí 

pacientov so zhubnými nádormi, ktorým sú podávané chemoterapeutiká, a preto je boj proti 

MDR dôležitou otázkou. Zvýšený metabolizmus xenobiotík, zvýšený eflux liečiv, zvýšené 

opravy DNA a genetické faktory, to sú všetko mechanizmy MDR, na ktoré sa mnoho 

biomedicínskych štúdií zameriava a navrhuje modulátory alebo chemoterapeutiká, ktoré sú 

schopné zvrátiť alebo sa vyhnúť MDR (Bukowski et al., 2020).  

Farmakokinetická forma MDR je najčastejšie spojovaná s nadmernou expresiou ABC 

efluxných transportérov, a to konkrétne ABCB1, ABCC1 a ABCG2, ktoré sú prítomné 

v bunkovej membráne a sú zodpovedné za reguláciu distribúcie, absorpcie a vylučovania 

rôznych látok. Často tieto ABC transportéry interferujú s podaním liečiva a znižujú jeho 

biologickú dostupnosť a intracelulárnu koncentráciu (Choi & Yu, 2014). 

Jednou z možností, ako prekonať farmakokinetickú MDR, je identifikácia a vývoj 

účinného modulátora ABC transportérov. Napriek tomu, že netoxické modulátory sa ukázali 

ako slepá cesta, látky s duálnou aktivitou (najčastejšie nízkomolekulárne cielené liečivá, ktoré 

majú vlastný protinádorový efekt a zároveň inhibujú transportéry) sú dnes v popredí záujmu 

(Kathawala et al., 2015). V rámci diplomovej práce sme sa venovali práve tejto oblasti, 

menovite kombináciám vybraných nízkomolekulárnych cielených liečiv s cytostatikami, 

a sledovali ich vplyv na liekovú rezistenciu sprostredkovanú ABC liekovými transportérmi. Pre 

naše štúdium bol vybraný capmatinib, pralsetinib a tazemetostat (trojné inhibítory ABCB1, 

ABCG2 a ABCC1). Cieľom bolo preukázať pomocou MTT testov s následnými apoptotickými 

testami modulačnú schopnosť, a potvrdiť tak synergický protinádorový účinok.  
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3. TEORETICKÁ ČASŤ  

 

3.1. Rezistencia voči protinádorovej liečbe 

Bežné protinádorové terapeutické režimy zahŕňajú chemoterapiu ako liečbu prvej línie 

a cielenú terapiu ako sekundárnu liečbu, avšak hlavnou prekážkou u obidvoch variant je lieková 

rezistencia (Park et al., 2020). V niektorých prípadoch pri prvotne účinných 

chemoterapeutikách dochádza k remisii nádorov, ale skôr či neskôr sa vyvinie rezistencia, ktorá 

vedie k relapsu ochorenia. Ako riešenie problému častej rezistencie na chemoterapiu s jedným 

liekom sa v terapii podávajú kombinácie liečiv s rôznymi mechanizmami účinku (Vasan et al., 

2019). Bolo dokázané, že čím je liek cielenejší, tým nižšia je pravdepodobnosť vyvolania 

rezistencie. V dôsledku toho sú molekulárne cielené lieky menej toxické ako konvenčné lieky 

a dosahujú účinnosť pri výrazne nižších dávkach, než je maximálna tolerovaná dávka (Nikolaou 

et al., 2018). Avšak pri kombinácii liečiv môže taktiež dôjsť k rezistencii, ktorú popisujeme ako 

viacnásobnú liekovú rezistenciu (MDR). Pre budúci výskum nových účinných stratégií v liečbe 

malignít je dôležité lepšie pochopenie mechanizmov MDR a cieľov nových chemoterapeutík 

(Bukowski et al., 2020). 

3.1.1. Obecná charakteristika 

Rezistencia voči chemoterapeutikám a/alebo novým cieleným liekom je naďalej 

hlavným problémom aj napriek úsiliu a úspechom dosiahnutým pri liečbe zhubných nádorov. 

Odolnosť voči liekom môže byť kategorizovaná ako vnútorná alebo získaná rezistencia na 

základe času, kedy sa vyvinula. Vnútorná rezistencia existuje ešte pred zahájením liečby  

a spôsobuje zníženú účinnosť liečby. Môže byť spôsobená napr.: (1) už existujúcimi 

genetickými mutáciami v nádoroch; (2) heterogenitou nádorov; (3) aktiváciou vnútorných 

obranných dráh. Získaná rezistencia vzniká po medikamentóznej liečbe, pri ktorej dochádza k 

postupnému znižovaniu účinnosti lieku a to môže byť výsledkom napr.: (1) aktivácie druhého 

protoonkogénu, ktorý sa stáva novoobjaveným riadiacim génom; (2) mutácie alebo zmenenej 

hladiny expresie cieľových štruktúr (3) zmeny v nádorovom mikroprostredí po liečbe (Wang et 

al., 2019).  

MDR je hlavne problematická pri získanej liekovej rezistencii. Pri MDR dochádza k 

tomu, že rakovinové bunky, ktoré sú vystavené jednému protinádorovému liečivu, vykazujú 

zároveň rezistenciu na ďalšie liečivá, ktoré sú štrukturálne a funkčne odlišné od pôvodného. 
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Jedným z najviac skúmaných mechanizmov s klinickým významom je zvýšený eflux liečiv, 

ktorý zapríčiňuje overexpresia ATP-binding cassette (ABC) transportérov s následkom 

zníženej akumulácie liečiva (Choi, 2005).  

3.1.2. Úlohy ABC efluxných transportérov 

K najväčším rodinám membránových proteínov patria ABC transportéry s primárne 

efluxnou funkciou, ktoré sprostredkovávajú prenos rôznych endo- a xenobiotických molekúl 

cez membrány. Existuje 48 členov ABC transportérov, ktoré sú rozdelené do 7 podrodín od 

ABCA až ABCG, pričom približne 13 ABC transportérov je schopných transportovať 

protinádorové liečivá (Wang J. et al., 2021).  

Jadro ABC transportéra sa skladá z dvoch transmembránových domén (TMD) a dvoch 

nukleotidových väzbových domén (NBD). Existujú i tzv. polovičné transportéry iba s jednou 

TMD a jednou NBD. Na cytoplazmatickej strane membrány sú periférne uložené NBD, ktoré 

viažu ATP a jeho následnou hydrolýzou umožňujú transport. TMD viažu transportovaný 

substrát a vytvárajú cestu, ktorou prechádza cez membránu. TMD rôznych transportérov ABC 

zdieľajú malú podobnosť primárnej sekvencie, s výnimkou blízko príbuzných členov v rámci 

daných podrodín  (Rosenberg et al., 2003). 

ABC transportéry sú exprimované v bunkách tráviaceho systému vrátane čriev, pečene 

a pankreasu; v epitelových bunkách proximálneho tubulu obličiek, nadobličiek, mozgu a 

semenníkov (endotelové bunky kapilár). Ich fyziologickou funkciou je ochrana citlivých tkanív 

a regulácia farmakokinetiky liečiv (u substrátov je ovplyvnená absorbcia, distribúcia a aj 

exkrécia). Ďalšou, skôr negatívnou funkciou, je to, že tvoria miesto pre farmakokinetické 

interakcie. Taktiež sú exprimované v nádorových bunkách, kde prostredníctvom efluxu liečiv 

prispievajú k vzniku MDR (Choi, 2005). MDR je často spojená s nadmernou expresiou 

efluxných ABC transportérov, ako sú P-glykoproteín (ABCB1), multidrug resistance-

associated protein 1 (ABCC1) a breast cancer resistance protein (ABCG2) (Choi & Yu, 2014).   

P- glykoproteín (ABCB1) je doteraz najviac študovaným efluxným transportérom. Je 

známy aj ako multidrug resistance protein 1 (MDR1), ktorý má molekulovú hmotnosť 170 kDa. 

Nachádza sa na apikálnom povrchu epitelových buniek čriev, proximálnych tubulov obličiek 

a pečeňových žlčovodov, ale aj v nadobličkách, placente a apikálnej membráne endotelových 

buniek vystielajúcich kapiláry mozgu, ktoré vytvárajú tzv. hematoencefalickú bariéru. Má 
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ústrednú úlohu pri ochrane plodu a iných citlivých tkanív pred toxicitou rôznych endogénnych 

a exogénnych molekúl. Podieľa sa aj na exporte fyziologicky dôležitých molekúl, ako je faktor 

aktivujúci krvné doštičky. Afinita liečiv k ABCB1 môžu spôsobiť slabé vychytávanie v čreve, 

ktoré má za následok zníženú orálnu biologickú dostupnosť a takto sa zamedzí aj transportu 

liečiva do mozgu, čo je závažný problém pri liečbe mozgových ochorení (Sharom, 2011). 

K substrátom ABCB1 sa zaradzujú relatívne hydrofóbne zlúčeniny, zlúčeniny s 

aromatickými kruhmi a s kladne nabitým atómom dusíka. ABCB1 transportuje mnoho klinicky 

užívaných liekov, vrátane protinádorových liekov, antihistaminík, imunosupresív, 

antiepileptík, antihypertenzív, inhibítorov HIV proteázy, antiarytmík, antibiotík a ďalšími (Liu, 

2019). 

Zvýšená expresia ABCB1 je spojená so slabou odpoveďou na chemoterapiu a zlou 

celkovou prognózou, preto vznikol veľký záujem o kombináciu inhibítorov s cytostatikami. 

Inhibítory ABCB1 prvej generácie (napríklad verapamil, cyklosporín A), ktoré sa testovali 

v osemdesiatych rokoch, boli príliš toxické pre pacientov. Modifikáciou vznikla druhá 

generácia (valspodar, biricodar), ktorá ale vykazovala nežiadúce famakokinetické interakcie. 

Ako posledné v rade boli navrhnuté inhibítory tretej generácie (zosuquidar, tariquidar, 

elacridar), ktoré už majú nízku toxicitu a sú vysoko selektívne. Napriek tomu sa v klinických 

štúdiách nepreukázala indukcia zvýšenej senzitivity buniek na protinádorové liečiva (Sharom,  

2011). 

Multidrug resistance-associated protein 1 (ABCC1) je 190 kDa polypeptid patriaci do 

podrodiny ABCC, v ktorej bol prvým identifikovaným členom. ABCC1 je lokalizovaný 

v polarizovaných bunkách prevažne na bazolaterálnej strane plazmatickej membrány, hoci 

v placentárnom syncytiotrofoblaste a endotelových bunkách mozgových kapilár sa nachádza 

na apikálnej membráne. Vo vysokých hladinách je exprimovaný v pľúcach, semenníkoch, 

obličkách, kostrovom a srdcovom svalstve a placente. Pacienti s nemalobunkovým karcinómom 

pľúc (NSCLC) alebo lymfocytovou leukémiou vykazujú vysokú expresiu ABCC1 a sú odolný 

voči mnohým chemoterapeutikám (Kunická & Souček, 2014). 
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 ABCC1 exportuje z buniek zlúčeniny, ktoré sú väčšinou aniónové, konjugované 

s glutatiónom, glukuronidom alebo sulfátom (Obrázok 1). Transport týchto konjugátov hrá 

veľkú úlohu pred xenobiotikami, ktoré poškodzujú tkaniva. Ochranná funkcia ABCC1 môže 

pomôcť k predchádzaniu toxicity vrátane karcinogenézy, ale zároveň prispieva k rezistencii 

nádorových buniek na množstvo liekov vrátane chemoterapeutík (Munoz et al., 2007). 

 

Obrázok 1 Rôznorodosť zlúčenín transportovaných pomocou ABCC1.  

Niektoré z xenobiotík transportovaných ABCC1 sú lieky, ktoré sa v súčasnosti používajú pri 

liečbe malignít. Medzi endobiotikami alebo prirodzene sa vyskytujúcimi metabolitmi sú 

niektoré z najdôležitejších fyziologických substrátov ABCC1.  

 

Prevzaté z: (Munoz et al., 2007) 

 

Najviac skúmanou stratégiou modulácie ABCC1-sprostredkovanej MDR je použitie 

malých molekúl, ktoré zabraňujú efluxu liečiva a tým zvyšujú intracelulárnu akumuláciu 

a účinnosť liečiva. Medzi inhibítory ABCC1 sa zaradzujú verapamil, cyklosporín A, valspodar, 

probenecid, indometacin, MK-571 a ďalšie. K najviac používaným inhibítorom patrí MK-571 

(antagonista cysteinyl leukotriénového receptora 1), ktorý kompetitívne inhibuje transport 

organických aniónov sprostredkovaným ABCC1. Napriek tomu, väčšina inhibítorov ťažko 

preniká do buniek a je tak náročné dosiahnuť vhodnú intracelulárnu koncentráciu na efektívnu 

inhibíciu (Hanssen et al., 2021).  
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Breast cancer resistance protein (ABCG2) je atypický polovičný ABC transportér 

patriaci do podrodiny G s molekulovou hmotností 72 kDa, ktorý sa skladá zo 665 aminokyselín. 

V roku 1998 bol klonovaný z ľudskej bunkovej línie rakoviny prsníka MCF-7/Adrvp, 

rezistentnej na antracyklínovú triedu protirakovinových liekov, odkiaľ pochádza jeho názov. 

ABCG2 patrí k ďalším transportérom spojeným s MDR, a to hlavne u rakoviny pŕs a leukémii 

(Kukal et al., 2021). 

ABCG2 je lokalizovaný na apikálnej strane membrán enterocytov, hepatocytov, 

buniek proximálneho tubulu obličiek, endotelových buniek hematoencefalickej bariéry, 

syncytiotrofoblastových buniek placenty a mliečnej žľazy. Má mnoho dôležitých 

fyziologických substrátov, vrátane urátov, estrón-3-sulfátu a dehydroepiandrosterón sulfátu, 

taktiež k substrátom sa zaradzujú aj liekové konjugáty, hydrofóbne a amfipatické liečivá 

(antiepileptiká, antibiotiká, chemoterapeutiká, statíny a ďalšie). ABCG2 prispieva k renálnej 

a extrarenálnej sekrécii urátu, preto sa predpokladá že jeho aktivita bráni rozvoju dny. Estrón-

3-sulfát, substrát ABCG2, je hlavným zdrojom estradiolu u žien po menopauze, ktorý má 

navyše hlavnú úlohu v patofyziológii hormonálne závislého karcinómu prsníka (Safar et al., 

2019). 

Podobne ako u predchádzajúcich transportérov (ABCB1 a ABCC1) je snaha 

vynaliezať zlúčeniny, ktoré môžu ovplyvniť aktivitu alebo expresiu ABCG2. K spoločným 

inhibítorom patrí cyklosporin A, elakridar, tariquidar a biricodar. Prvým špecifickým 

inhibítorom ABCG2 bol fumitremorgin C (FTC), z ktorého boli kvôli vysokej neurotoxicite 

pripravené 2 analógy Ko132 a Ko134. Najpozoruhodnejším je netoxický FTC derivát Ko143, 

ktorý ale v nedávnych štúdiách preukázal nestabilitu v plazme potkanov a nešpecifickosť pri 

vyšších koncentráciách, preto nie je možné jeho klinické použitie (Peña-Solórzano et al., 2017; 

Robey et al., 2009).  

3.1.3. Prístupy na prekonanie rezistencie sprostredkovanou liekovými 

transportérmi 

Jednou z hlavných výziev pri liečbe nádorových ochorení je prekonanie MDR, pretože 

zahŕňa mnoho rôznych mechanizmov, vrátane efluxu liečiva pomocou ABC transportných 

proteínov, o ktorých sa zistilo, že zohrávajú kľúčovú úlohu pri MDR. 
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ABCB1, ABCC1 a ABCG2 exportujú široké spektrum štrukturálne a 

farmakodynamicky nesúvisiacich chemoterapeutík, ktoré pokrývajú takmer celý rad 

antineoplastík schválených na klinické použitie (Obrázok 2). Na prekonanie MDR bola 

navrhnutá stratégia súčasného podávania účinného inhibítora efluxu ABC spolu 

s chemoterapeutikom, za cieľom zlepšenej farmakokinetiky chemoterapeutík a tým pádom aj 

lepších terapeutických výsledkov. Vďaka tejto stratégii sa vynaložilo úsilie na vývoj a syntézu 

nových inhibítorov, ktoré sa klasifikovali ako kompetitívne a nekompetitívne inhibítory. 

Kompetitívne inhibítory sa pevne viažu na väzbové miesto substrátu proteínu a blokujú prístup 

substrátu. Nekompetitívne inhibítory sa viažu na iné miesto efluxnej pumpy a jej funkciu 

modulujú alostericky (M. F. Gonçalves et al., 2020). 

 

Obrázok 2 Protinádorové liekové substráty ABCB1 (P-gp), ABCC1 (MRP1) a ABCG2 

(BCRP). Na obrázku môžeme vidieť, že ABCB1, ABCC1 a ABCG2 majú prekrývajúcu sa 

špecifickosť pre rôzne substráty.  

 

Prevzaté z: (M. F. Gonçalves et al., 2020) 

 

Inhibítory ABCB1 schopné zvrátiť MDR môžeme rozdeliť do troch generácií. 

Modulátory MDR prvej generácie ako napríklad verapamil, inhibítory proteínkinázy C, 

cyklosporin A, erytromycín a chinín neboli špecificky vyvinuté na inhibíciu MDR. Mali nízku 

afinitu k ABC transportérom, ktorá si vyžadovala použitie vysokých dávok, čo viedlo k vysokej 
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toxicite. Mnohé inhibítory prvej generácie boli zároveň aj substrátmi pre ABC transportéry. Na 

zníženie nežiadúcich účinkov liekov prvej generácie boli navrhnuté modulátory druhej 

generácie, ktoré majú lepší farmakologický profil, ale zároveň si zachovali niektoré vlastnosti 

prvej generácie, ktoré obmedzujú ich klinické použitie. Väčšina modulátorov MDR druhej 

generácie je substrátom cytochrómu P450, ale aj mnoho protinádorových liečiv je taktiež 

substrátom tohto cytochrómu. Táto podobnosť vedie k nepredvídateľným farmakokinetickým 

interakciám, ako je interferencia lieku s jeho clearance alebo metabolizmom, čo môže mať za 

následok zvýšenie koncentrácie protinádorového liečiva a toxicitu kombinovanej liečby. 

Posledná tretia generácia modulátorov MDR bola vyvinutá na prekonanie obmedzení druhej 

generácie. Táto tretia generácia modulátorov nepodlieha metabolizácií cytochrómom P450 a 

zároveň silne inhibuje ABCB1 (Ozben, 2006). Avšak ani inhibítory tretej generácie 

v klinických skúškach neobstáli kvôli indukcii toxicity, popr. nedostatočnej účinnosti. Podobná 

situácia panuje aj u inhibítorov ABCC1 a ABCG2. Vzhľadom na tieto neúspechy je 

v posledných rokoch presadzovaný nový prístup inhibície ABC transportérov, a to pomocou 

duálnych modulátorov, ktoré majú schopnosť inhibovať efluxné transportéry a navyše majú aj 

vlastný protinádorový účinok. Ich výhoda spočíva v synergickom efekte v kombinácii s 

konvenčnými cytostatikami, čo umožní znížiť dávku podávaných liečiv. Kľúčovou vlastnosťou 

je aj to, že duálny modulátor je cielený, čo zaisťuje, aby synergický účinok nastal selektívne 

v nádorovom tkanive. Obe tieto charakteristiky pomáhajú vyhnúť sa problémom 

predchádzajúcich generácii modulátorov MDR. Testovanie cielených liečiv, ktoré fungujú ako 

duálne modulátory, je veľmi dôležité, pretože môže prispieť k optimalizácii protinádorovej 

farmakoterapii (Beretta et al., 2017; Kathawala et al., 2015).  

Ďalšou stratégiou prekonania MDR je aplikácia malej interferujúcej RNA (siRNA) a 

mikroRNA (miRNA), ktoré znížia expresiu ABC transportéra. V terajšom klinickom skúšaní 

je 30 siRNA kandidátov, hoci vysoká cena, slabá stabilita in vivo a vedľajšie účinky zostávajú 

výzvou pre klinickú aplikáciu. Vďaka pomoci nanočasticových systémov so siRNA/mikroRNA 

vieme downregulovať expresiu ABCB1. Nanočastice na báze kyseliny hyalurónovej účinne 

zacieľujú rakovinové CD44+ bunky vaječníkov, znižujú hladinu ABCB1 a pomáhajú zvýšiť 

intracelulárnu koncentráciu paklitaxelu. Vysoká expresia rakovinových CD44+ buniek 

vaječníkov súvisí s metastázami, preto tento bunkovo špecifický prístup má potenciál zlepšiť 

citlivosť buniek u pacientiek s rakovinou vaječníkov so zlou prognózou (Jaramillo et al., 2018). 

Kľúčové je cielenie siRNA systému priamo do nádoru, keďže ABC transportéry majú i dôležité 
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fyziologické funkcie a celosystémová blokáda ich funkcie by mohla viesť k závažným 

zdravotným problémom.  

Alternatívnym prístupom je využitie expresie ABCB1 na špecifické zničenie buniek s 

MDR. Táto stratégia je stále experimentálna a využíva fenomén kolaterálnej citlivosti, pri 

ktorom niektoré činidlá vykazujú preferenčnú aktivitu voči rakovinovým bunkám s MDR 

oproti rodičovským bunkám bez MDR. Predpokladá sa, že látky s touto vlastnosťou 

(syntetizované zo zlúčenín (1,1-izatín-4-(4′-metoxyfenyl)-3-tiosemikarbazónu) a flavonoidu 

desmosdumotínu B) uplatňujú svoj účinok prostredníctvom tvorby reaktívnych foriem kyslíka 

(Jaramillo et al., 2018). 

3.2. Cielená farmakoterapia nádorových ochorení  

Nádorové ochorenia sú charakterizované nekontrolovanou bunkovou proliferáciou 

a replikáciou. V dnešnej dobe sa zaradzujú medzi popredné ochorenia a sú zodpovedné za 

vysokú mieru úmrtnosti na celom svete. Napriek tomu, že poznáme množstvo 

protirakovinových liekov, väčšina z nich nie je dostatočne účinná, či už z dôvodu nedostatočnej 

selektivity, väčšieho množstva vedľajších účinkov alebo liekovej rezistencie (Rana et al., 2015).  

Možnosti liečby nádorových ochorení spočívajú buď v chirurgickej resekcii, 

medikamentóznej liečbe, rádioterapii, imunoterapii alebo ich kombinácii. Konvenčná 

chemoterapia využíva spôsoby inhibície rastu a proliferácie nádorových buniek pomocou 

chemoterapeutických liečiv už viac ako 60 rokov. Chemoterapeutické liečivá sa zameriavajú 

na rýchlo sa deliace bunky, avšak sú neselektívne, takže zasahujú okrem rakovinových buniek 

aj tie zdravé, čo spôsobuje pomerne závažnú toxicitu a vedľajšie účinky. Z tohto dôvodu sa za 

posledných niekoľko rokov dostali do popredia cielené liečivá. Tieto liečivá interferujú so 

špecifickými proteínmi zapojenými do tumorigenézy, a tým pádom sa vyhýbajú zdravým 

bunkám, vďaka čomu majú vyššiu účinnosť a nižšiu toxicitu (Baudino, 2015; Vasir & 

Labhasetwar, 2005). 

Cielené liečivá môžeme rozdeliť do dvoch základných kategórií, a to malé molekuly 

a makromolekuly (monoklonálne protilátky, polypeptidy, konjugáty protilátka-liečivo a 

nukleové kyseliny). Nízkomolekulárne cielené liečiva majú oproti makromolekulárnym 

liečivám priaznivejšie hľadisko použitia, ktoré sa týka buď farmakokinetických vlastností, 

nákladov alebo lepšej compliance pacienta (Zhong et al., 2021). 
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Monoklonálne protilátky (mAb) sa vyvíjajú pre extracelulárne ciele, a to z dôvodu 

vysokej molekulovej hmotnosti a polarity, s ktorou nemajú schopnosť vstúpiť do buniek 

pasívnou difúziou. Selektívne inhibujú rast nádoru prerušením interakcií medzi receptormi a 

ligandmi. Protilátky po naviazaní na rakovinové bunky svoje pôsobenie sprostredkúvajú 

priamym alebo nepriamym mechanizmom. Pri priamom mechanizme dochádza k väzbe mAb 

na antigén, bunkový receptor alebo proteín viazaný na membránu s cieľom vyvolania bunkovej 

smrti. Pri nepriamom mechanizme, ktorý sa často využíva v imunoterapii, dochádza 

prostredníctvom väzby mAb na špecifické antigény rakovinových buniek k stimulácii imunitnej 

odpovedi a fagocytózy. Na dosiahnutie protinádorových účinkov môžu mAb pôsobiť aj 

kombináciou mechanizmov (Obrázok 3).  V roku 1997 bol prvou schválenou mAb dostupnou 

na liečbu rakoviny rituximab (Lee et al., 2018; Pérez-Herrero et al., 2015). 

 

Obrázok 3 Mechanizmus účinku monoklonálnych protilátok pri liečbe nádorových ochorení. 

(a) Väzba mAb-antigén sprostredkuje cytotoxicitu závislú od komplementu (CDC) interakciou 

s klasickým proteínom aktivujúcim komplement (C1q), ktorý aktivuje komplex napádajúci 

membránu (MAC), čo vedie k smrti cieľových buniek. (b,c) Väzba mAb-antigén privolá NK 

bunky alebo makrofágy, ktoré indukujú bunkami sprostredkovanú cytotoxicitu závislú od 

protilátok (ADCC) alebo bunkovú fagocytózu závislú od protilátok (ADCP). (d,e,f) Priame 

účinky mAb na rakovinové bunky, ktoré inhibujú transdukciu signálu alebo indukujú 

apoptotický signál.   

Prevzaté z: (Lee et al., 2018) 



 19  

  

Nízkomolekulárne liečivá sa najčastejšie zameriavajú na receptorové tyrozínkinázy 

(RTK). RTK sa podieľajú na sprostredkovaní komunikácie medzi bunkami a na riadení 

širokého spektra komplexných biologických funkcií, vrátane bunkového rastu, motility, 

diferenciácie a metabolizmu. RTK majú proteínovú štruktúru, ktorá pozostáva z extracelulárnej 

domény viažucej ligand; jednej transmembránovej špirály; intracelulárnej oblasti, ktorá 

obsahuje juxtamembránovú regulačnú oblasť; a tyrozínkinázovej domény. Ligandová 

špecificita je odlišná pre každú triedu receptorov (Du & Lovly, 2018). Počas neprítomnosti 

ligandu sú receptory zakotvené v plazmatickej membráne ako monoméry, ktoré sú neaktívnou 

formou receptora. Pri väzbe ligandu dochádza k dimerizácii receptorov a ich aktivácii rôznymi 

mechanizmami. Väčšina receptorov je aktivovaná transfosforyláciou, ale môžu byť aj 

aktivované konformačnými zmenami spôsobenými interakciou tyrozínkinázových domén. Oba 

procesy končia fosforyláciou niektorých tyrozínových zvyškov na cytosolickej strane proteínu, 

kde sa nachádzajú väzbové miesta pre niektoré intracelulárne signálne proteíny. Dysreguláciou 

signalizácie RTK môže dôjsť k rozvoju malignít (Esteban-Villarrubia et al., 2020).  

Poznáme najmenej 58 RTK a 32 nereceptorových tyrozínkináz. TKI inhibujú 

zodpovedajúce kinázy pri fosforylácii tyrozínových zvyškov ich substrátov a následne blokujú 

aktiváciu downstream signálnych dráh. V roku 2001 FDA schválila imatinib na liečbu 

chronickej myeloidnej leukémie. Postupne dochádzalo k významnému pokroku viď. (Obrázok 

4) v objavovaní ďalších cieľov TKI vrátane EGFR (receptor epidermálneho rastového faktora), 

ALK (anaplastická lymfocytová kináza), HER2 (receptor ľudského epidermálneho rastového 

faktora 2), TRK (tropomyozínová receptorová kináza), VEGFR (receptor vaskulárneho 

endotelového rastového faktora), RET (rearranged during transfection), MET 

(mezenchymálno-epiteliálny prechodový faktor), FGFR (receptor fibroblastového rastového 

faktora), PDGFR (receptor rastového faktora odvodený od krvných doštičiek ) a ďalších 

(Huang, & Shi, 2020). 
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Obrázok 4 Schematické zhrnutie schválených TKI v rokoch 2001–2020.  

NMPA (National Medical Products Administration), MHLW (Ministry of Health, Labor and 

Welfare). 

 

Prevzaté z: (Huang, & Shi, 2020) 

 

3.2.1. Capmatinib   

Capmatinib (Obrázok 5) je perorálny, silný a vysoko selektívny nízkomolekulárny 

inhibítor MET (typ Ib), ktorý je schopný blokovať fosforyláciu MET a aktiváciu kľúčových 

downstream efektorov v nádorových bunkových líniách závislých od MET, čím silne inhibuje 

proliferáciu a migráciu nádorových buniek a indukuje apoptózu. Viaže sa aj na 

mutantný variant produkovaný preskočením exónu 14 a inhibuje rast rakovinových buniek 

riadených týmto mutantným variantom MET. Toto preskočenie produkuje skrátený MET 

receptor s chýbajúcou regulačnou doménou, ktorá znižuje jeho negatívnu reguláciu, čo vedie k 

zníženej degradácii proteínu MET, trvalej aktivácii MET a onkogenéze. V roku 2009 bol 

capmatinib vyvinutý spoločnosťou Novartis, na základe licencie od Incyte (americká 

farmaceutická spoločnosť). V roku 2020 získal schválenie na liečbu dospelých s metastatickým 

NSCLC s dysreguláciou MET dráhy (Dhillon, 2020). 
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Odporúčané dávkovanie je 400 mg perorálne dvakrát denne s jedlom alebo bez jedla. 

Rýchlo sa absorbuje, pričom maximálna plazmatická koncentrácia sa dosiahne približne za 1–

2 hodiny po podaní dávky 400 mg (Dhillon, 2020). Absorpcia liečiva po perorálnom podaní sa 

odhaduje na > 70 % a vo veľkej miere sa metabolizuje prostredníctvom CYP3A4 

a aldehydoxidázy. Je vhodné sa vyhnúť súbežnému podávaniu so silným alebo stredne silným 

induktorom CYP3A4 z dôvodu zníženia protinádorovej aktivity capmatinibu. Ako významné 

klinicky nežiadúce účinky pri užívaní capmatinibu sa vyskytujú hepatotoxicita a pneumotitída 

(Mathieu et al., 2022). 

 

Obrázok 5 Štruktúra capmatinibu 

 

3.2.2. Pralsetinib   

Pralsetinib (Obrázok 6) je vysoko cielený inhibítor tyrozínkinázy, ktorý sa zameriava 

na natívnu aj mutovanú RET a trvalo aktívnu fúznu RET. Fúzná forma RET spôsobuje 

hyperaktiváciu downstream signálnych dráh prostredníctvom autofosforylácie, čo vedie 

k nekontrolovateľnej bunkovej proliferácii a následne až k tvorbe nádorov. RET mutácie sú 

hlavnou príčinou medulárneho karcinómu štítnej žľazy, pričom incidencia RET fúzie je 

približne 1–2 % u NSCLC a 10–20 % u papilárnych karcinómov štítnej žľazy. Pralsetinib bol 

objavený a vyvinutý spoločnosťou Blueprint Medicines (USA) (Nguyen & Monestime, 2022; 

Markham, 2020).  

V roku 2020 udelila FDA schválenie pralsetinibu pre pacientov 1) s metastatickým 

NSCLC s pozitívnou RET fúziou, 2) s pokročilým alebo metastatickým medulárnym 

karcinómom štítnej žľazy s mutáciou RET, ktorí vyžadujú systémovú liečbu, 3) s metastatickým 

karcinómom štítnej žľazy s pozitívnou RET fúziou, ktorí vyžadujú systémovú liečbu a ktorí sú 

refraktérni na rádioaktívny jód (Kim et al., 2021). V súčasnosti prebieha III. fáza 

medzinárodnej, otvorenej, randomizovanej štúdie AcceleRET Lung (NCT04222972), ktorá 
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vyhodnotí účinnosť a bezpečnosť pralsetinibu v porovnaní s režimom chemoterapie na báze 

platiny u pacientov s NSCLC metastázami pozitívnymi na RET fúziu (Besse et al., 2021).  

Odporúčané dávkovanie pralsetinibu je 400 mg perorálne jedenkrát denne nalačno. 

Metabolizuje sa prostredníctvom CYP3A4, hoci v menšom rozsahu aj cez CYP2D6 a CYP1A2. 

Medzi najčastejšie nežiadúce účinky v súvislosti s liečbou sa vyskytuje únava, zápcha, 

muskuloskeletárna bolesť a hypertenzia (Kim et al., 2021). 

 

Obrázok 6 Štruktúra pralsetinibu 

 

Prevzaté z: (Hughes, 2021)  

 

3.2.3. Tazemetostat  

Tazemetostat (Obrázok 7) je selektívny, potentný a perorálny inhibítor 

histónmetyltransferázy EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), ktorá je mutovaná asi v štvrtine 

prípadov folikulárneho lymfómu. EZH2 je hlavnou katalytickou podjednotkou PRC2 

epigenetického regulačného komplexu, ktorý metyluje histón H3K27, a to vedie k potlačeniu 

génovej transkripcie. Aktivita tohto procesu je rozhodujúca pre vývojovú génovú reguláciu, 

pričom deregulácia tejto aktivity môže podporovať tumorigenézu patologickým umlčaním 

kľúčových génov. Inhibítory EZH2 blokujú metyláciu sprostredkovanú PRC2 a sú vyvíjané pre 

liečbu hematologických aj solídnych nádorov (Bhat et al., 2021). 

V roku 2011 bol vyvinutý spoločnosťou Epizyme. Tazemetostat, ako dosiaľ jediný 

EZH2 inhibítor získal v januári 2020 schválenie na liečbu dospelých a dospievajúcich vo veku 

≥ 16 rokov s lokálne pokročilým alebo metastatickým epiteloidným sarkómom, ktorý nie je 
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vhodný na kompletnú resekciu. V súčasnosti je hodnotený v rámci II. fázy klinického skúšania 

(NCT05467748) ako potenciálny kandidát na liečbu NSCLC (Hoy, 2020). 

 

Odporúčaný dávkovací režim je 800 mg dvakrát denne, podávaných perorálne s 

jedlom alebo bez jedla. Medzi najčastejšie nežiadúce účinky spôsobené liečbou patrí bolesť, 

únava, nevoľnosť, znížená chuť do jedla, vracanie a zápcha (Hoy, 2020).  

Obrázok 7 Štruktúra tazemetostatu  

Prevzaté z: (Hoy, 2020)  
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4. CIEĽ PRÁCE 

 

Cieľom tejto práce bolo preskúmanie vplyvu overexpresie ABC efluxných 

transportérov (ABCB1, ABCC1 a ABCG2) na protinádorovú aktivitu vybraných 

nízkomolekulárnych liečiv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat) v ľudskom bunkovom 

modeli A431. Nadväzujúcim hlavným cieľom bolo štúdium kombinačného efektu capmatinibu, 

pralsetinibu a tazemetostatu s potvrdenými obeťami MDR (etoposid, topotekan) na 

proliferačnej a apoptotickej úrovni.  
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5. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ   

 

5.1. Materiály a metódy   

5.1.1. Chemikálie   

• Capmatinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)   

• Caspase-Glo® 3/7 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA, 

USA)  

• Caspase-Glo® 8 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA, USA) 

• Caspase-Glo® 9 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA, USA) 

• Cell Lysis Buffer ab288311, Abcam (Waltham, MA, USA) 

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

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

MO, USA)   

• Etoposid, MedChemExpress, Monmouth Junction (NJ, USA) 

• Fetálne hovädzie sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakúsko)   

• Fosfátový pufor (PBS), Lonza (Walkerswille, MD, USA)   

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

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

• Opti-MEM®, Lonza (Walkersville, MD, USA)   

• Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA) 

• Pralsetinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)   

• Tazemetostat, Selleckchem (Houston, TX, USA)   

• Topotekan, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA) 

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

5.1.2. Prístroje   

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

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

• Inkubátor SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)   
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• Doštičkový reader Infinite M200 Pro Tecan (Salzburg, Rakúsko) 

• Laminárny box Jouan (Saint-Herblain, Francúzsko)   

• Vortex Mixer Wizard X (microtiter), Velp Scientifica (Usmate Velate, 

Taliansko) 

• Centrifúga UNIVERSAL 320 R, Hettich Zentrufigen (Tuttlingen, Nemecko) 

• Thermomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Nemecko) 

5.1.3. Bunkové línie   

Giard a kolektív v roku 1973 prvýkrát izolovali bunkovú líniu A431 z epidermoidného 

karcinómu vulvy vyrezaného z kožného tkaniva 85-ročnej pacientky. Je to hypertriploidná 

ľudská bunková línia. Stimulácia A431 buniek epidermálnym rastovým faktorom (EGF) 

vyvoláva rýchlu fosforyláciu tyrozínu vnútrobunkových signálnych proteínov, ktoré riadia 

bunkové procesy, ako je rast, proliferácia a apoptóza. Vďaka tomu sa často používa pri štúdiách 

bunkového cyklu a signálnych dráh buniek spojených s rakovinou (Giard et al., 1973; MacLeod 

et. al., 1986).  

V rámci experimentu boli použité A431 bunky. Okrem parentálnych A431 buniek boli 

použité aj bunky s overexpresiou efluxných transportérov, a to konkrétne A431-ABCB1, A431-

ABCC1 a A431-ABCG2. Bunky pre náš výskum boli poskytnuté prof. Balaszem Sarkadim 

(Hungarian Academy of Sciences, Budapešť, Maďarsko). Bunky použité v experimentoch 

neprekročili číslo pasáže 25 a boli pravidelne testované na infekciu mykoplazmat. DMSO bol 

použitý ako solvent pre prípravu zásobných roztokov študovaných liečiv. Možné ovplyvnenie 

študovaných parametrov prítomnosťou tohto rozpúšťadla bolo eliminované použitím „vehicle“ 

kontrol.   

5.1.4. Proliferačné štúdie 

Pomocou MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazólium bromid) testu sa 

zisťovali antiproliferačné schopnosti skúmaných látok. Test bol využitý pre úvodné 

komparatívne testy viability testovaných cielených liečiv a následne v kombinačných 

experimentoch. MTT test sa využíva na určenie metabolickej aktivity živých buniek. Je 

založený na enzymatickej redukcii tetrazóliovej soli, ktorá rozštiepi tetrazolový kruh. 

Produktom reakcie je formazán intenzívnej purpurovo-modrej farby, ktorý sa detekuje 
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spektrofotometricky. Získaná hodnota absorbancie je priamo úmerná počtu živých buniek 

(Grela et. al., 2018).   

Postup proliferačných štúdií sa skladá z niekoľkých bodov, ktoré naväzujú na seba:  

Pasážovanie a kultivácia buniek 

Kultivácia bunkových línií A431 prebiehala v 25 cm2 kultivačných fľašiach za 

prítomnosti  média DMEM, ktoré bolo obohatené o 10% FBS. Pasážovanie buniek prebiehalo 

dvakrát týždne v laminárnom boxe pri dostatočnej konfluencii buniek (70-90 %). Pred začatím 

pasážovania je potrebné vo vodnej lázni vyhriatej na teplotu 37°C ohriať médium, PBS 

a trypsin. Z fľaše s bunečnou líniou sa odstráni staré médium a bunky sa premyjú 5 ml PBS. Po 

odsatí PBS sa pridá 1 ml trypsinu, ktorý umožní oddelenie buniek od dna kultivačnej fľaše. 

Táto trypsinizácia prebieha v inkubátore zhruba 5 až 10 minút. Na ukončenie tohto procesu sa 

pridá 4 ml nového média a bunky sa prudko resuspendujú. Z východiskovej konfluencie sa určí 

časť suspenzie buniek, ktorá sa prenesie do novej kultivačnej so 7 ml nového média a nechá sa 

inkubovať za štandardných podmienok (37°C v atmosfére 5% CO2). Zvyšná časť objemu 

buniek sa použije pre ďalšie experimenty.  

Nasadzovanie suspenzie buniek 

Časť buniek, ktorá nebola použitá na kultiváciu, sa prenesie do sterilnej skúmavky. 

Následne sa pripravia 2 roztoky v mikroskúmavkách. Prvý roztok obsahuje 250 μl zásobnej 

suspenzie buniek a 750 μl média. Druhý roztok obsahuje 50 μl prvého roztoku a 50 μl 4% 

roztoku trypánovej modrej v PBS. Z druhého roztoku sa pomocou pipety odoberie 10 μl a pridá 

sa do polovice Bürkerovej komôrky, ktorá sa presunie pod mikroskop. Táto komôrka obsahuje 

9 štvorcov, ktoré sa využívajú k počítaniu buniek. Započítavajú sa len tie bunky, ktoré sa 

nachádzajú v strede štvorca a aj tie, ktoré sa dotýkajú hornej a ľavej línie štvorca. Najnižší 

a najvyšší počet buniek sa nezahŕňa do výpočtu. Pomocou výpočtu sa zistí, aké množstvo 

buniek sa nachádza v zásobnej suspenzii. Od tohto množstva buniek sa odvíja objem média 

a zásobnej suspenzie, ktorý sa zmieša a použije na nasadzovanie buniek v množstve 15 000 

buniek/jamku/100 μl. Na experiment sa používa 96-jamková doštička s objemom jamky 100 

μl.  
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Expozícia bunečných línií vybraným liečivám 

Nasadené bunky v 96-jamkovej doštičke sa inkubujú po dobu 24 hodín. Nasledujúci 

deň sa pripravia roztoky testovaných cielených liečiv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat), 

príp. cytostatík (etoposid a topotekan), alebo ich kombinácií v médiu za sterilných podmienok 

(jednotlivé koncentračné body pre príslušné liečivá sú znateľné z grafov vo výsledkovej časti). 

Po odsatí média z doštičky sa pridá 100 μl jednotlivých roztokov liečiv či ich kombinácií (vždy 

v tripletoch). Je nutné, aby sa pridal do niekoľkých jamôk roztok iba samotného média s DMSO 

(o koncentráciách zhodných s koncentráciami vnášaných spolu s testovanými liečivami) a 40% 

roztok DMSO. Sú to kontrolné roztoky, pričom prvý variant poukazuje na 100% prežitie buniek 

a druhý 0% prežitie buniek. Takto pripravená doštička sa inkubuje ďalších 48 hodín.  

MTT test  

Na začiatku experimentu sa pripraví roztok MTT v Opti-MEM v koncentrácii 1 

mg/ml. Aby došlo k úplnému rozpusteniu, je vhodné roztok zvortexovať. V laminárnom boxe 

sa z 96-jamkovej doštičky odsaje médium a bunky sa premyjú 100 μl PBS. Následne po odsatí 

PBS sa pridá 100 μl roztoku MTT a doštičky sa znova inkubujú 1 hodinu v inkubátore. Po 

skončení inkubácie sa odsaje roztok MTT a vzápätí sa pridá 100 μl roztoku DMSO, ktorý lyzuje 

bunky. Takto pripravená doštička sa inkubuje po dobu 15 minút. Po uplynutí inkubácie sa 

doštička premiestni na 5 minút na trepačku. Nakoniec sa zmeria absorbancia pomocou 

spektrofotometru Tecan (570 nm pre MTT a 690 nm ako pozadie).  

Výsledná absorbancia sa pomocou programu GraphPad analyzuje a normalizuje za 

základe hodnôt 0 a 100% prežitia buniek. Týmto spôsobom sa porovnáva antiproliferačná 

aktivita o určitých koncentráciách cytostatík vo všetkých testovaných bunečných líniách.   

5.1.5. Proliferačné kombinačné štúdie 

Realizácia proliferačných kombinačných štúdii sa vykonávala podľa protokolu 

popísaného v predchádzajúcej kapitole. V rámci týchto štúdii bol stanovený antiproliferačný 

účinok jednotlivých vybraných cytostatík (etoposid v líniách A431-parent, A431-ABCB1 

a A431-ABCC1, pričom topotekan v líniách A431-parent a A431-ABCG2) aplikovaných 

jednak samostatne a ďalej v kombinácii s 1 µM capmatinibom, 1 µM pralsetinibom a 1 µM 

tazemetostatom. Modulačné koncentrácie cielených liečiv boli starostlivo vybrané na základe: 

1) ich dostatočného inhibičného účinku voči študovaným transportérom (dáta neukázané, sú 
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súčasťou iných prací), 2) zanedbateľného antiproliferačného efektu v danom bunkovom modeli 

(Obrázok 8, 9 a 10) a 3) pravdepodobnej klinickej relevancie s ohľadom na hodnoty cmax 

zistenej v klinických štúdiách. Pri podávaní capmatinibu v dávke 400 mg dvakrát denne bola 

zistená cmax, ktorá odpovedala 4.8 µM (Esaki et al., 2019). V štúdiách, kde bol pralsetinib 

podávaný v dávke 400 mg jednou denne, cmax dosiahla hodnotu, ktorá odpovedala 5.3 µM (Ali 

et al., 2022). Čo sa týka tazemetostatu, ktorý bol podávaný v dávke 800 mg dvakrát denne, bola 

dosiahnutá cmax odpovedajúca 1.44 µM (Zauderer et al., 2022).  

5.1.6. Apoptotické kombinačné štúdie 

Kaspázy (cysteín-asparaginové proteázy) sú aktivované na začiatku riadeného procesu 

apoptózy. Štiepia špecificky cieľové proteíny na cysteínovej aminokyseline,  ktorá nasleduje 

po zvyšku kyseliny asparágovej. Aktivácia iniciačných kaspáz 8 a 9 v reakcii na príslušné 

podnety aktivuje popravnú kaspázu 3 a 7, čo má za následok lýzu buniek (Payne et al., 2013). 

Na stanovenie kaspáz 3/7, 8 a 9 sa použili komerčné kity s luminometrickou detekciou. 

Tieto testy využívajú to, že v pufrovanom systéme je obsiahnutá luciferáza a zároveň je tam 

obsiahnutý derivatizovaný amino-luciferínový peptidový substrát. V prítomnosti kaspázovej 

aktivity je peptidová skupina odstránená zo substrátu, pričom tam zostáva amino-luciferín, 

ktorý reaguje s luciferázou za vzniku luminiscenčného svetla (Niles et al., 2008). 

Na stanovenie obsahu proteínov sa použil test s kyselinou bicinchonínovou (BCA). 

Tento test závisí od redukcie Cu2+ na Cu+ v alkalických podmienkach, kde sa potom Cu+ 

deteguje prostredníctvom reakcie s BCA. Výsledkom tejto reakcie je vznik intenzívneho 

purpurového sfarbenia, ktoré je možno určiť spektrofotometricky porovnaním so známymi 

proteínovými štandardmi (Walker, 1994). 

 

Expozícia bunkových línií vybraným liečivám a zber vzoriek 

Po nasadení buniek na 96-jamkovú doštičku v množstve 35 000 buniek/jamku/100 μl 

sa inkubuje 24 hodín. Po inkubácii sa odsaje médium a pridajú sa pripravené roztoky 

skúmaných liečiv. Nasleduje 24 hodinová inkubácia s testovanými liečivami. Doštička sa 

presunie na ľadovú podložku, odsaje sa médium a pridá sa 75 μl lyzačného pufru. Po dobu 15 

minút bunky podliehajú lýze v thermomixeri s trepaním každé 3 minúty. Po uplynutí doby sa 

na ľadovej podložke obsah všetkých jamôk kvalitatívne odoberie (pred odberom sa lyzát 6x 
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prepipetuje), pričom sa vzorky príslušných triplikátov zmiešajú dohromady. Vzorky 

v mikroskúmavkách sa ihneď zmrazia pri teplote -80°C. 

Stanovenie aktivácie kaspáz  

Zmrazené vzorky sa nechajú rozmraziť na ľade. Po rozmrazení sa vzorky zvortexujú 

a stočia na centrifúge (12 000 rpm, 5 minút, 8°C). Odoberie sa potrebné množstvo príslušných 

detekčných reagentov (pre kaspázu 3/7, 8 a 9) a umiestnia sa na temné miesto. K reagentom pre 

kaspázu 8 a 9 sa pridá inhibítor MG-132 (zvyšuje reprodukovateľnosť merania a znižuje 

pozadie). Do pripravenej 384-jamkovej doštičky sa reverzne napipetujú vzorky (12.5 μl/jamka), 

ku ktorým sa ihneď pridajú príslušné reagenty na detekciu kaspázovej aktivity v rovnakom 

objeme. Inkubuje sa po dobu 1 hodiny na temnom mieste a potom sa zmeria luminiscencia na 

Tecane.  

Stanovenie celkového obsahu proteínov   

Pripraví sa potrebné množstvo roztoku BCA (roztok A a B v pomere 50:1). Do 96-

jamkovej doštičky sa v triplikátu pridá 10 μl lyzačného pufru, štandardu a vzorku priamo na 

dno. Do každej jamky sa pridá 100 μl roztoku BCA a inkubuje sa 30 minút. Zmeria sa 

absorbancia na Tecanu pri 562 nm. Výsledné dáta sa použijú pre normalizáciu luminiscenčných 

dát. 

5.1.7. Štatistická analýza 

Pomocou nepárového t-testu s Welschovou korekciou boli analyzované dáta 

komparatívnych MTT testov sledujúcich antiproliferačnú aktivitu testovaných cielených liečiv 

(porovnanie IC50 z parentných vs. transdukovaných buniek). Rovnaký test bol použitý taktiež 

v prípade proliferačných kombinačných štúdií, kde boli porovnávané IC50 cytostatika s/bez 

testovaného cieleného liečiva v príslušných sublíniách. Dvojstupňová štatistická analýza 

apoptotických kombinačných štúdií je komplikovanejšia, a preto je detailne popísaná 

v legendách k príslušným grafom. Pre analýzy bol použitý program GraphPad Prism verzia 

7.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Štatisticky významné hodnoty sú označené 

nasledovne: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**) a p ≤ 0,001 (***), p ≤ 0,0001 (****). Chybové úsečky 

v grafoch sú smerodajné odchýlky. 
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6. Výsledky   

V tejto práci sme sa zamerali na 3 cielené nízkomolekulárne liečivá (capmatinib, 

pralsetinib a tazemetostat), u ktorých sme v predchádzajúcich štúdiách preukázali potentnú 

inhibíciu všetkých troch ABC transportérov spojovaných s MDR. Najprv sme vykonali 

porovnávacie proliferačné testy sledujúce vplyv vybraných cielených liečiv na viabilitu A431 

buniek s/bez overexpresie transportérov. Z výsledkov týchto experimentov sme vychádzali 

a následne pokračovali kombinačnými štúdiami, v ktorých sme sledovali možné MDR-

modulačné efekty capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu na úrovni proliferácie a apoptózy.  

6.1.1. Vplyv vybraných liečiv na životaschopnosť testovaných bunkových línií 

V tomto experimente sme skúmali antiproliferačné efekty 3 liečiv (capmatinib, 

pralsetinib a tazemetostat) v A431 bunkách s/bez overexpresie transportérov. Táto štúdia slúžila 

jednak pre dizajn následných kombinačných štúdií a zároveň pre odhad možnosti, že by sa samé 

potenciálne modulátory MDR mohli stať jej obeťou. To možno rozpoznať ako signifikantné 

rozdiely IC50 medzi parentnými bunkami a bunkami transdukovanými ABC transportérom. 

Parentné bunky majú nízku bazálnu expresiu endogénnych transportérov, a preto by v prípade 

MDR obetí mali vykazovať nižšie IC50 ako transdukované bunky (pomocou transdukovaného 

transportéra dochádza k efluxu liečiva z buniek, a tým sa zvyšuje IC50 v porovnaní s parentnými 

bunkami). 

Na Obrázku 8 môžeme pozorovať, že capmatinib nevykazoval výrazné 

antiproliferačné účinky až do 25 µM, pričom životaschopnosť buniek klesla približne na 50 % 

pri koncentrácii 50 µM. Štatisticky nevýznamné zmeny IC50 boli pozorované u A431-parent 

(60.4 µM) vs. A431-ABCB1 (64.9 µM), A431-ABCG2 (61.6 µM) a A431-ABCC1 (63.3 µM). 

Záverom môžeme potvrdiť, že nadmerná expresia ABC transportérov neindukuje rezistenciu 

na capmatinib. 
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Obrázok 8 Závislosť bunkovej životaschopnosti na rastúcej koncentrácii capmatinibu. 

Porovnanie parentnej línie A431 a línií s overexpresiou ABC transportérov. Výsledky sú 

prezentované ako priemer z 3 nezávislých meraní.   

 

Pralsetinib na Obrázku 9 nevykazoval výrazné protinádorové účinky do koncentrácie 

10 µM, pri koncentrácii 25 µM životaschopnosť buniek klesla na približne 40 %. Zmeny IC50 

pozorované u A431-parent (20.0 µM) vs. u A431-ABCB1 (18.2 µM), A431-ABCG2 (19.3 µM) 

a A431-ABCC1 (17.3 µM) boli nesignifikantné. Aj tu môžeme potvrdiť, že nadmerná expresia 

ABC transportérov neindukuje rezistenciu na pralsetinib.   

 

Obrázok 9 Závislosť bunkovej životaschopnosti na rastúcej koncentrácii pralsetinibu. 

Porovnanie parentnej línie A431 a línií s overexpresiou ABC transportérov. Výsledky sú 

prezentované ako priemer z 3 nezávislých meraní.   
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Tazemetostat sa choval veľmi podobne ako predchádzajúce dve cielené liečivá, ani 

najvyššia testovaná koncentrácia (75 µM) neviedla k úplnej eliminácii buniek (Obrázok 10). 

Zmeny IC50 boli rovnako nevýznamné aj pri tomto liečive u A431-parent (82.3 µM) vs. u A431-

ABCB1 (81.8 µM), A431-ABCG2 (81.0 µM) a A431-ABCC1 (86.4 µM) čo ukazuje, že 

rezistenciu na tazemetostat neindukuje nadmerná expresia ABC transportérov.  

 

Obrázok 10 Závislosť bunkovej životaschopnosti na rastúcej koncentrácii tazemetostatu. 

Porovnanie parentnej línie A431 a línie s overexpresiou ABC transportérov. Výsledky sú 

prezentované ako priemer z 3 nezávislých meraní.   

 

6.1.2. Kombinačné proliferačné testy 

V  nadväzujúcich kombinačných proliferačných experimentoch sme pozorovali, či by 

capmatinib, pralsetinib a tazemetostat mohli fungovať ako efektívne modulátory MDR. 

Topotekan a etoposid boli vybrané ako senzitívne cytostatiká (obeti MDR) na základe dát 

prezentovaných v diplomovej práci Lucii Malečovej. S ohľadom na zistenú afinitu bol etoposid 

použitý v štúdiách zameraných na ABCB1 a ABCC1, pričom topotekan v experimentoch 

s ABCG2 transportérom. Zámerne boli vybrané cytostatiká používané pri terapii NSCLC, 

pretože capmatinib a pralsetinib sú liečivá schválené pre rovnakú indikáciu (tazemetostat je pre 

ňu klinicky testovaný). Získané výsledky tak majú väčšiu šancu sa stať klinicky relevantnými. 

Kombinačné štúdie prebiehali v rovnakom bunkovom modeli ako predchádzajúce 

komparatívne viabilitné štúdie.    
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6.1.2.1. Capmatinib 

Na Obrázku 11A môžeme pozorovať, že capmatinib signifikantne zvýšil citlivosť 

A431-ABCB1 buniek voči etoposidu v porovnaní so samotným účinkom etoposidu. Jedná sa 

o 3.59-násobné zvýšenie citlivosti. V prípade parentnej bunkovej línie sa scitlivenie u tejto 

kombinácie nepreukázalo (IC50 9.21 oproti 10.6 μM so samotným etoposidom). 

V prípade capmatinibu na Obrázku 11B, sa štatisticky významne zvýšila citlivosť línie 

A431-ABCG2 voči topotekanu a to 4.53-násobne oproti samotnému účinku topotekanu. 

Naopak u parentnej línií nedošlo k signifikantnej zmene citlivosti (IC50 0.530 oproti 0.640 μM 

so samotným topotekanom). 

Podobne ako u ABCB1 a ABCG2, taktiež u A431-ABCC1 (Obrázok 11C) došlo 

k signifikantnému 5.36-násobnému zvýšeniu vnímavosti buniek voči etoposidu v kombinácii 

s capmatinibom, pričom kombinácia týchto liečiv v parentnej línií nevykazovala signifikantnú 

zmenu (ako je popísané u ABCB1). 

V súhrne, capmatinib preukázal veľmi sľubné modulačné schopnosti voči MDR 

sprostredkovanej všetkými troma študovanými transportérmi.   
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Obrázok 11 Grafické znázornenie antiproliferačného účinku etoposidu (Eto) a topotekanu 

(Top) v A431 bunkových líniách transdukovaných ABC transportérmi ABCB1 (A), ABCG2 (B), 

ABCC1 (C) a parentnej A431 bukovej línii v kombinácii s 1 µM capmatinibom (Cap).  

Pozn.: ***: p <0.001; ****: p <0.0001; ns: nesignifikantné. Výsledky sú prezentované ako 

priemer z najmenej 3 nezávislých meraní.  

6.1.2.2. Pralsetinib 

Zo získaných výsledkov prezentovaných na Obrázku 12A vyplýva, že pridaním 

pralsetinibu do kombinácie sa signifikantne 3.34-násobne zvýšila citlivosť buniek A431-

ABCB1 voči etoposidu, pričom u parentnej línií kombináciou týchto liečiv k zmene citlivosti 

nedošlo (hodnoty IC50 pre samotný etoposid a kombináciu boli 9.80 a 7.58 μM). 

Na Obrázku 12B môžeme sledovať, že kombinácia pralsetinibu s topotekanom 

signifikantne zvýšila citlivosť buniek A431-ABCG2 10.5-násobne v porovnaní s účinkom 

samotného topotekanu. V prípade parentnej bunkovej línii nedošlo k zmene citlivosti (IC50 

0.537 oproti 0.640 μM so samotným topotekanom).  
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K podobnému výstupu (Obrázok 12C) ako u predchádzajúcich prípadov došlo 

i u transportéru ABCC1. Konkrétne bola pozorovaná štatisticky významne zvýšená citlivosť 

buniek A431-ABCC1 voči kombinácií pralsetinibu a etoposidu, a to 3.15-násobne oproti 

etoposidu. K signifikantnej zmene nedošlo v parentnej bunkovej línii (IC50 7.58 oproti 9.80 μM 

so samotným etoposidom). 

Vzhľadom na získané dáta možno pralsetinib, podobne ako capmatinib, označiť ako 

potenciálny multipotentný modulátor MDR.    

 

 

Obrázok 12 Grafické znázornenie antiproliferačného účinku etoposidu (Eto) a topotekanu 

(Top) v A431 bunkových líniách transdukovaných ABC transportérmi ABCB1 (A), ABCG2 (B), 

ABCC1 (C) a parentnej A431 bukovej línii v kombinácii s 1 µM pralsetinibom (Pra).  

Pozn.: ***: p <0.001; ****: p <0.0001; ns: nesignifikantné. Výsledky sú prezentované ako 

priemer z najmenej 3 nezávislých meraní.  
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6.1.2.3. Tazemetostat  

V prípade kombinácie tazemetostatu a etoposidu (Obrázok 13A) došlo 

k signifikantnému 5.81-násobnému zvýšeniu citlivosti A431-ABCB1 buniek voči etoposidu. 

V parentnej línii nedošlo k zásadnej zmene citlivosti (hodnoty IC50 pre kombináciu a samotný 

etoposid boli 11.4 a 12.4 μM). 

Signifikantne zvýšená citlivosť buniek A431-ABCG2 u kombinácie tazemetostatu 

s topotekanom bola pozorovaná na Obrázku 13B. Jedná sa o 2.45-násobné zvýšenie citlivosti 

voči protinádorovému efektu topotekanu, pričom u parentnej línii nedošlo k zmene citlivosti, 

kde hodnoty IC50 pre kombináciu a samotný topotekan boli 0.52 a 0.56 μM.  

Na Obrázku 13C môžeme pozorovať pomerne nízke, ale signifikantné 1.36-násobné 

zvýšenie citlivosti buniek A431-ABCC1 kombináciou tazemetostatu a etoposidu oproti 

etoposidu. Hodnoty IC50 u parentnej línie pre kombináciu a samotný etoposid boli 11.4 a 12.4 

μM, čo nie je signifikantná zmena. 

Z dát vyplýva, že i tazemetostat funguje ako efektívny MDR modulátor pôsobiaci na 

všetky tri ABC transportéry zodpovedné za MDR.  
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Obrázok 13 Grafické znázornenie antiproliferačného účinku etoposidu (Eto) a topotekanu 

(Top) v A431 bunkových líniách transdukovaných ABC transportérmi ABCB1 (A), ABCG2 (B), 

ABCC1 (C) a parentnej A431 bukovej línii v kombinácii s 1 μM tazemetostatom (Taz).  

Pozn.: **: p <0.01; ****: p <0.0001; ns: nesignifikantné. Výsledky sú prezentované ako 

priemer z najmenej 3 nezávislých meraní.  

 

6.1.3. Kombinačné apoptotické testy 

Aktivácia kaspáz a následná indukcia apoptózy je finálny farmakodynamický efekt 

väčšiny protinádorových liečiv. V nadväzujúcich kombinačných apoptotických štúdiách sme sa 

zamerali na aktivitu kaspáz (3/7, 8 a 9) po vystavení buniek A431 samotným liečivám (Cap, 

Pra, Taz) a kombinácii liečiv (Cap, Pra, Taz spolu s etoposidom a topotekanom) z dôvodu 

zistenia, či by za synergickými výsledkami v predchádzajúcich proliferačných testoch mohol 

byť molekulárny mechanizmus založený na efektívnej indukcii apoptózy. Capmatinib (1 a 5 

μM), pralsetinib a tazemetostat (1 μM) boli kombinované s etoposidom alebo topotekanom 

v koncentráciách, ktoré sa blížili hodnotám IC50 získaným v proliferačných štúdiách (viď 
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6.1.2.). Pre experimenty boli využité kity špecifické pre kaspázy 3/7, 8 a 9 od firmy Promega. 

Signifikantné zvýšenie aktivity danej kaspázy po expozícii testovanej substancii (v porovnávaní 

s kontrolou) je interpretované ako indukcia apoptózy.  

6.1.3.1. Capmatinib   

Po expozícii buniek samotnému capmatinibu sme nezistili žiadnu štatisticky 

významnú indukciu apoptózy vo všetkých testovaných variantoch (Obrázok 14). Parentná línia 

k liečivu etoposid je vyobrazená na Obrázku 14A, 14B a 14C, k liečivu topotekan je parentná 

línia na Obrázku 14J, 14K a 14L. V parentných bunkách testované cytostatiká (etoposid alebo 

topotekan) vyvolali signifikantné zvýšenie aktivity kaspáz v porovnaní s kontrolou (Obrázok 

14A, 14B, 14C, 14J, 14K, 14L), naopak v bunkách exprimujúcich transportér (Obrázok 14D, 

14E, 14F, 14G, 14H, 14I, 14M, 14N, 14O) zvýšenie aktivity kaspáz nebolo signifikantné vo 

všetkých prípadoch, pravdepodobne vďaka ochrane buniek prostredníctvom efluxnej aktivity 

ABC transportérov. V A431-parent bunkách sa štatisticky významne nelíšila aktivita kaspáz po 

expozícii samotným cytostatikám v porovnaní s kombináciou cytostatík s capmatinibom 

(Obrázok 14A, 14B, 14C, 14J, 14K, 14L). Signifikantné rozdiely v indukcii apoptózy medzi 

liečbou samotnými cytostatikami a kombináciou cytostatík s capmatinibom boli pozorované u 

A431-ABCB1 (Obrázok 14D, 14E, 14F), A431-ABCC1 (Obrázok 14G, 14H, 14I) a A431-

ABCG2 (Obrázok 14M, 14N, 14O). Prezentované dáta (konkrétne rozdiely v druhej časti 

štatistickej analýzy) naznačujú, že podľa hypotézy za moduláciou MDR testovanými cielenými 

liečivami skutočne stojí efektívna indukcia apoptotickej bunkovej smrti.   
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Obrázok 14 Hodnotenie aktivít kaspáz po 24h expozícií samotnému capmatinibu, samotným 

cytostatikám (Eto alebo Top) alebo ich kombinácii v sublíniách A431. Štatistická analýza 

mala dve úrovne. Najprv sa všetky varianty liečiv i kombinacií porovnali s kontrolou pomocou 

jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovým post hoc testom (ns, nesignifikantné;  

* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlíšenie vzoriek 

negatívnych/pozitívnych na indukciu apoptózy. Potom sa samotný Eto alebo Top porovnali s 

kombináciou liečiv pomocou nepárového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné; 

# p < 0,05; ## p < 0,01). Výsledky sú prezentované ako priemer z najmenej 3 nezávislých 

meraní. Cap (Capmatinib), Eto (Etoposid), Top (Topotekan). 
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6.1.3.2. Pralsetinib   

Výsledky dosiahnuté s pralsetinibom boli veľmi podobné výsledkom získaným 

s capmatinibom. U samotného pralsetinibu nepozorujeme žiadnu významnú indukciu apoptózy 

vo všetkých testovaných variantoch (Obrázok 15). Štatisticky významné zvýšenie aktivity 

kaspáz po expozícii etoposidu môžeme sledovať v parentných bunkách (Obrázok 15A, 15B, 

15C), avšak u transdukovaných bunkách je toto zvýšenie aktivity signifikantné iba v niektorých 

prípadoch (Obrázok 15D, 15E, 15F, 15G, 15H, 15I). Podobne topotekan v parentných bunkách 

vyvolal signifikantné zvýšenie aktivity kaspáz (Obrázok 15J, 15K, 15L), ale nie v A431-

ABCG2 bunkách (Obrázok 15M, 15N, 15O). Aktivita kaspáz v parentných bunkách sa 

štatisticky nelíšila u cytostatík samotných vs. cytostatík s pralsetinibom (Obrázok 15A, 15B, 

15C, 15J, 15K, 15L). Naopak signifikantné rozdiely v indukcii apoptózy medzi liečbou 

samotnými cytostatikami a kombináciou s pralsetinibom sme pozorovali vo všetkých 

transdukovaných líniách (Obrázok 15D, 15E, 15F, 15G, 15H, 15I, 15M, 15N, 15O). Tieto 

rozdiely v štatistickej analýze medzi parentnými a overexprimujúcimi líniami naznačujú, že 

i v prípade pralsetinibu je potentná indukcia apoptózy dejom, ktorý stojí za pozorovaným 

potlačením MDR.  
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Obrázok 15 Hodnotenie aktivít kaspáz po 24h expozícií samotnému pralsetinibu, samotným 

cytostatikám (Eto alebo Top) alebo ich kombinácii v sublíniách A431. Štatistická analýza 

mala dve úrovne. Najprv sa všetky varianty liečiv i kombinacií porovnali s kontrolou pomocou 

jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovým post hoc testom (ns, nesignifikantné;  

* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlíšenie vzoriek 

negatívnych/pozitívnych na indukciu apoptózy. Potom sa samotný Eto alebo Top porovnali s 

kombináciou liečiv pomocou nepárového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné; 

# p < 0,05; ## p < 0,01). Výsledky sú prezentované ako priemer z najmenej 3 nezávislých 

meraní. Pra (Pralsetinib), Eto (Etoposid), Top (Topotekan). 
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6.1.3.3. Tazemetostat   

Samotná expozícia buniek liečivu tazemetostat nevyvolala žiadnu významnú aktiváciu 

kaspáz oproti kontrole vo všetkých skúmaných variantách (Obrázok 16). K signifikantnému 

zvýšeniu aktivity 3/7, 8 a 9 kaspáz došlo po expozícii testovaným cytostatikám (etoposid alebo 

topotekan) v parentných bunkách (Obrázok 16A, 16B, 16C, 16J, 16K, 16L). Pravdepodobne 

z dôvodu protektívnej vlastnosti transportérov nedošlo v transdukovaných bunkách k aktivácii 

kaspáz vo všetkých prípadoch po expozícii cytostatiku samotnému (Obrázok 16D, 16E, 16F, 

16G, 16H, 16I, 16M, 16N, 16O). Nesignifikantnú zmenu aktivity kaspáz môžeme pozorovať 

v parentných bunkách po expozícii samotným cytostatikám v porovnaní s expozíciou ich 

kombinácií s tazemetostatom (Obrázok 16A, 16B, 16C, 16J, 16K, 16L). Naopak signifikantné 

rozdiely boli pozorované medzi liečbou samotnými cytostatikami a kombináciou 

s tazemetostatom u A431-ABCB1 (Obrázok 16D, 16E, 16F), A431-ABCC1 (Obrázok 16G, 

16H, 16I) a A431-ABCG2 (Obrázok 16M, 16N, 16O). V súhrne, i tazemetostat tak preukázal, 

že je schopný potlačiť MDR prostredníctvom efektívnej indukcii apoptózy v kombinácii 

s cytostatikami, ktoré sú obeťami tohto fenoménu.    
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Obrázok 16 Hodnotenie aktivít kaspáz po 24h expozícií samotnému tazemetostatu, samotným 

cytostatikám (Eto alebo Top) alebo ich kombinácii v sublíniách A431. Štatistická analýza 

mala dve úrovne. Najprv sa všetky varianty liečiv i kombinacií porovnali s kontrolou pomocou 

jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovým post hoc testom (ns, nesignifikantné;  

* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlíšenie vzoriek 

negatívnych/pozitívnych na indukciu apoptózy. Potom sa samotný Eto alebo Top porovnali s 

kombináciou liečiv pomocou nepárového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné; 

# p < 0,05; ## p < 0,01). Výsledky sú prezentované ako priemer z najmenej 3 nezávislých 

meraní. Taz (Tazemetostat), Eto (Etoposid), Top (Topotekan). 
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7. DISKUSIA 

  

Nedávny medicínsky pokrok v oblasti chemoterapie rakoviny viedol k zlepšeniu 

kvality života a zníženiu mortality u pacientov s malignitami. Napriek tomu, často dochádza 

k rezistencii na chemoterapeutiká, ktorá vedie k zlyhaniu liečby a progresii malígnych nádorov. 

Táto MDR je komplikovaný multifaktorálny jav, pri ktorom rakovinové bunky nereagujú na 

široké spektrum liečiv s rôznymi štruktúrami alebo bunkovými cieľmi. Pomocou ABC 

transportérov dochádza k ochrane tkanív proti xenobiotikám, ale je i dobre známe, že aktívne 

vylučujú antineoplastiká z rakovinových buniek, čím vytvárajú MDR. Práve táto nadmerná 

expresia ABC transportérov môže byť výsledkom nedostatočnej odpovedi na chemoterapiu 

s následnou zlou prognózou (K. Tiwari et al., 2011). 

Dôležitou úlohou v predídení fenoménu MDR je správne porozumenie funkcie ABC 

transportérov a dôsledkov ich overexpresie. Súčasným podaním účinných inhibítorov týchto 

transportérov vieme zvýšiť citlivosť nádorových buniek voči chemoterapeutikám, ktorá je 

znížená kvôli overexpresii efluxných transportérov. V posledných desaťročiach bola snaha 

vyvinúť účinný liek, ktorý by nebol transportným substrátom pre transportér, lenže v súčasnosti 

sa používajú liečivá, ktoré sú aj substrátmi. Z tohto dôvodu sa výskum priklonil k vývoju 

nových inhibítorov ABC transportérov. Postupne boli vyvinuté 3 generácie inhibítorov 

s rozdielnou špecificitou a potenciou voči transportérom (Falasca & Linton 2012). Tieto 

inhibítory sami o sebe nemali protinádorový účinok a v použití v kombinácii spolu 

s cytostatikami bola viackrát zistená zvýšená cytotoxicita alebo nedostatočná účinnosť 

(Szakács et al., 2006). 

Duálne modulátory predstavujú nový prístup k liečbe. Okrem vlastnosti inhibície 

efluxného transportéru majú sami o sebe aj protinádorový účinok. Kombináciou cytostatík 

s duálnymi modulátormi by malo dôjsť k synergistickému pôsobeniu, ktoré pri liečbe umožní 

znížiť dávku podávaného cytostatika a zamedzí vzniku problémov, ktoré boli pozorované u 

predchádzajúcej generácie. Cielené pôsobenie duálnych modulátorov je ich zásadnou 

vlastnosťou, ktorá podporí rozvoj synergistického účinku selektívne v rakovinovom tkanive 

(Kathawala et al., 2015). Kombinácia modulátorov transportérov s protinádorovými liečivami 

je veľmi aktívnou oblasťou výskumu na zvrátenie MDR. Väčšina modulátorov pôsobí práve na 

inhibíciu transportérov, čím sa zníži aj ich efluxná aktivita alebo nepriamymi mechanizmami, 

ktoré súvisia s fosforyláciou transportných proteínov alebo expresiou génov. Mnohé klinické 
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štúdie s niekoľkými modulátormi MDR starej generácie preukázali nedostatočné výsledky, iba 

u niektorých pacientov došlo k výraznej odpovedi, čo môže byť spôsobené tým, že úplne 

chýbala stratifikácia pacientov na základe určenia expresie daného transportéru v nádore  

(Avendano & Menendez, 2002; Robey et al., 2018). Toto zistenie zdôrazňuje, že pre úspešnú 

aplikáciu modulačnej stratégie je kriticky nutná aplikácia základných princípov 

personalizovanej medicíny. V prípade duálnych modulátorov to je výber pacientov s ohľadom 

na stanovenie expresie a/alebo mutačného stavu ich pôvodného cieľa, ako aj expresie 

transportéra(ov). 

Vo svojej práci som najprv vykonala porovnávaciu proliferačnú štúdiu s vybranými 

cielenými liečivami (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) na bunkovom modeli A431, ktorá 

slúžila pre dizajn následných kombinačných štúdií a zároveň pre odhalenie toho, či by tieto 

potenciálne modulátory MDR mohli byť tiež v role obeti tohto fenoménu. Ukázalo sa, že ani 

jedna z látok nie je potenciálnou obeťou transportérmi sprostredkovanej MDR. Napriek tomu 

sa uvádza, že ABCB1 a ABCG2 môžu ovplyvniť akumuláciu a distribúciu tazemetostatu 

v mozgu in vivo (Zhang et al, 2015),  môže to byť ale tým, že autori v štúdií použili iba jednu 

dávku a krátky časový interval, čo môže viesť k protichodným záverom. Navyše podľa 

ALOGPS 2.1 je logP pre tazemetostat 4.44 (vysoko lipofilný) a preto účinnosť efluxných 

transportérov, ktoré majú sprostredkovať MDR voči tomuto liečivu, je teda výrazne obmedzená 

(Cygalova et al., 2009). Podobne je na tom aj capmatinib (logP má hodnotu 3.04) a pralsetinib 

(logP má hodnotu 3.65). Štúdia zameraná na pralsetinib poukazuje, že ABCB1 a ABCG2 

transportéry ovplyvňujú biologickú dostupnosť in vivo u myší, a navyše ABCB1 môže silno 

obmedziť prienik pralsetinibu do mozgu (Wang Y. et al., 2021). Aj v tejto štúdií mohlo dôjsť 

protichodným záverom, z dôvodu použitia veľmi krátkych časových intervaloch a nízkej dávky 

v experimentoch. Je pravdepodobné, že naše proliferačné štúdie sú relevantnejšie, pokiaľ ide o 

predpovedanie vlastností obete rezistencie, ako vyššie diskutované štúdie penetrácie do mozgu. 

V nadväznosti na porovnávacie proliferačné štúdie som predviedla kombinačnú štúdiu 

v rovnakom bunkovom modeli. V experimente som kombinovala etoposid a topotekan 

s testovanými cielenými liečivami. Predmetom experimentu bolo overenie schopnosti 

potenciálnych duálnych modulátorov negatívne ovplyvniť MDR, a to na úrovni proliferácie a 

apoptózy. Kombináciou týchto liečiv sa vo všetkých prípadoch v líniách s overexpesiou 

skúmaných transportérov preukázal ich vzájomný synergismus, čo ich utvrdzuje ako 

potencionálnych modulátorov MDR. Výsledky, ktoré sme získali v kombinačných štúdiách, 
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považujem za dôležité, keďže poskytujú dôležité pilotné poznatky pre ďalšie štúdie. Budúce 

štúdie by sa mali zaoberať kombináciami týchto inhibítorov s inými substrátmi ABC 

transportérov a taktiež rozšíriť získané poznatky v in vivo/ex vivo modeloch. Xenografty 

(xenoimplantáty) buniek s nadmernou expresiou ABC transportérov patria k významným in 

vivo modelom, ktoré môžu pomôcť zhodnotiť potenciálnu klinickú relevanciu získaných in 

vitro výsledkov. U živých organizmoch, ktorým sú podané kombinácie cytostatika-substrátu a 

modulátoru, vieme pozorovať správanie xenograftov, ktoré vyobrazia okrem funkčnosti 

kombinácie liečiv aj dopad na celý organizmus vrátane nežiadúcich (Yang et al., 2017). 

V jednej zo štúdii pomocou xenograftov získaných zo vzoriek nádoru pacienta, testovali 

kombináciu capmatinibu spolu s BH3 mimetikami a aj docetaxelom. Výsledkom tejto štúdie 

bolo zistenie, že kombinácia týchto liečiv s capmatinibom zvyšovala jeho protinádorovú 

aktivitu (Baltschukat et al., 2019). V ďalšej zo štúdií využívajúcich xenografty získané z 

epiteloidného sarkómu pacientov autori skúmali tazemetostat a doxorubicín samostatne a ich 

kombináciu. Aj tu bolo výsledkom štúdie to, že kombinácia tazemetostatu s doxorubicínom 

vykazovala synergickú protinádorovú aktivitu (Pasquali et al., 2022). Docetaxel i doxorubicín 

sú známe obete MDR sprostredkovanej ABC transportérmi (Robey et al., 2018). Vzhľadom  na 

tieto a naše výsledky tak môžeme očakávať, že sa na výsledkoch zmienených štúdií môžu 

podieľať aj interakcie na transportéroch. Navyše od roku 2019 prebieha randomizovaná, dvojito 

zaslepená, placebom kontrolovaná štúdia III. fázy s časťou fázy 1b (NCT04204941), ktorej 

cieľom je zhodnotiť účinnosť tazemetostatu s doxorubicínom oproti placebu s doxorubicínom 

u osôb s pokročilým epiteloidným sarkómom. Sledovanie výstupov tejto štúdie môže byť 

zaujímavé, ak budú výsledky doplnené aj expresnou transportérovou analýzou. 

V protinádorovej liečbe sa v mnohých prípadoch kombinujú 2 alebo viac liečiv, ktoré 

sú cielené na určité procesy v proliferácii nádorovej bunky a samotnej onkogenézii. Pri 

kombinácii liečiv môže často dôjsť k aditívnemu efektu (kombinované účinky dvoch liečiv sa 

rovnajú súčtu účinkov dvoch liečiv pôsobiacich nezávisle), antagonistickému efektu 

(kombinované účinky dvoch liečiv sú menšie ako účinky dvoch nezávisle pôsobiacich liečiv) 

alebo synergickému účinku (kombinované účinky dvoch liečiv sú väčšie ako účinky dvoch 

samostatných liečiv). V klinických štúdiách sa úsilie v súčasnosti viac zameriava na 

identifikáciu synergických kombinácii liekov (Lopez & Banerji 2017). Synergia je zásadná pre 

protinádorovú terapiu, keďže umožňuje znížiť dávkovanie toxických liečiv pri zachovaní alebo 

dokonca zvýšení účinnosti. Tým sa následne znižuje možnosť vzniku rezistencie a zvyšuje 

bezpečnosť a/alebo účinnosť farmakoterapeutických režimov (Mokhtari et al., 2017). Pri 
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výbere najúčinnejšieho kombinovaného liečebného režimu je dôležité pochopiť a zvážiť 

klinické problémy, ako je výber cytotoxických liekov, optimalizácia dávkovacieho režimu,  

mechanizmy synergie ale aj cielenie na viaceré transportéry naraz, z dôvodu lepšej efektívnosti 

liečby (Feng et al., 2014). Všetky varianty testovaných kombinácii v bunkách 

overexprimujúcich transportéry vykazovali synergické pôsobenie (analýza bola prevedená 

podľa metódy Chou-Talalay, dáta neuvedená), čo je zásadný fakt pre možné úspešné využitie 

nami navrhovanej stratégie v klinickej praxi. 

Ak by som mala príležitosť svoje výsledky znovu overiť a rozviesť, vyskúšala by som 

metódu akumulačných štúdií. Pri týchto štúdiách stanovujúcich inhibíciu ABC transportérov sa 

meria množstvo akumulovaného fluorescenčného substrátu (calcein AM a hoechst 33342) po 

expozícii testovanej substancii. Ďalšie vhodné rozvinutie práce by bolo štúdium vybraných 

ABC inhibítorov za podmienok ex vivo, z hľadiska inhibičného a kombinačného efektu. Získali 

by sme takto cenné poznatky o tom, či by sa tieto inhibítory vedeli uplatniť ako modulátory 

v klinických štúdiách.  

Mnoho vedeckých štúdii sa zaoberá vplyvom ABC transportérov na vzniku MDR, 

skúmajú kombinácie liečiv, ktoré by tomuto fenoménu mohli predísť a zároveň sa snažia overiť 

tieto výsledky v klinických štúdiách. Výsledky získané v tejto práci môžu dopomôcť 

a nasmerovať budúce experimenty a štúdie. Pozorované súčasné zacielenie na 3 hlavné ABC 

transportéry (ABCB1, ABCC1 a ABCG2) prináša nesporné výhody, keďže sa dokázalo, že 

môžu byť v nádoroch naraz koexprimované. Mnoho cytostatík je substrátom viacerých 

transportérov naraz a v prípade inhibície jednej efluxnej cesty môžu využiť cestu náhradnú. 

Práve preto je vhodné navrhnúť/odhaliť inhibítora, ktorý by ovplyvnil všetky overexprimované 

transportéry (Stefan, 2019). Mimo stratégie nových moderných cielených liečiv s duálnym 

účinkom sa v súčasnosti stále skúmajú a objavujú nové stratégie prekonania MDR, ako 

napríklad použitie monoklonálnych protilátok, aplikácia malej interferujúcej RNA (siRNA) a 

mikroRNA (miRNA) (Jaramillo et al., 2018; Kathawala et al., 2015; Lee et al., 2018; Pérez-

Herrero et al., 2015). Veľké vedecké úsilie zamerané na hľadanie stratégií prekonávajúcich 

MDR reflektuje dôležitosť tejto oblasti, ktorej rozvoj má potenciál výrazne vylepšiť prognózy 

onkologických pacientov liečených farmakoterapeutickými prostriedkami. 
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8. ZÁVER 

 

V tejto diplomovej práci sme najprv skúmali antiproliferačné vlastnosti troch vybraných 

cielených  nízkomolekulárnych liečiv (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) v A431 línii s/bez 

overexpresie ABC efluxných transportérov spojovaných s rozvojom MDR (ABCB1, ABCC1, 

ABCG2). Vďaka získaným výsledkom sme pokračovali v kombinačných štúdiách, kde sme 

sledovali MDR-modulačné efekty týchto liečiv spolu s etoposidom/topotekanom na 

proliferačnej a apoptotickej úrovni.  

V prvej časti sme opísali, že prítomnosť ABC transportérov nijak neovplyvňuje 

antiproliferačné efekty capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu. Z týchto výsledkov môžeme 

usúdiť, že nefigurujú ako obeti MDR sprostredkovanej transportérmi. V následnej časti sme 

nadviazali kombinačnými štúdiami, kde v prípadoch s exprimovanými transportérmi došlo 

k zvýšeniu citlivosti buniek voči testovaným cytostatikám, pričom v parentných bunkách 

k tomuto javu nedošlo, čo naznačuje ich rolu ako modulátorov MDR. Toto zistenie sme si 

overili na úrovni kaspáz, v ktorom sme potvrdili, že za synergickými výsledkami pozostáva 

molekulárny mechanizmus efektívnej indukcie apoptózy.  

Výsledky tejto práce rozšírili poznatky o študovaných liečivách a získané dáta môžu 

byť použité pre ďalší výskum, ktorý sa ešte podrobnejšie zameria na modulačné efekty 

capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu. Tak isto tieto výsledky môžu slúžiť ako podklad pre 

následné in vivo štúdie, kde sa môžu objektívne zhodnotiť naše závery. Ak sa potvrdia, popísané 

synergické kombinácie by v budúcnosti mohli byť transformované do podoby klinicky 

užívaných režimov. Tieto režimy by poskytli efektívnu a bezpečnú liečbu pacientom čeliacim 

MDR sprostredkovanej nadmernou expresiou ABC efluxných transportérov.    
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