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Názov diplomovej práce: Štúdium vplyvu vybraných inhibítorov tyrozínkináz na 

mnohopočetnú liekovú rezistenciu sprostredkovanú ABC liekovými efluxnými 

transportérmi 

Tyrozínkinázy sú enzýmy dôležité pri bunkovej proliferácii, karcinogenéze, apoptóze 

a diferenciácii buniek. Deregulácia týchto enzýmov môže mať za následok premenu 

normálnej bunky na nádorovú. Blokovanie ich funkcie inhibítormi tyrozínkináz (TKi) sa 

považuje za sľubnú liečbu rôznych typov nádorov. ABC transportéry tvoria rodinu 

transmembránových proteínov schopných transportovať širokú škálu substrátov cez 

biologické membrány pomocou na ATP závislých liekových efluxných púmp. 

Ovplyvňujú farmakokinetiku liekov, na druhej strane ale zapríčiňujú zlyhanie terapie 

kvôli ich nadmernej expresii v nádorových bunkách. V našom predchádzajúcom 

výskume sme hodnotili inhibičné schopnosti dvoch vybraných TKi (alektinib, brivanib) 

v bunkových líniách MDCKII (parentných a transdukovaných ľudskými ABCB1, 

ABCC1 a ABCG2 transportérmi). Alektinib výrazne inhiboval transportéry ABCB1 

a ABCG2, ale nie ABCC1. Brivanib preukázal inhibíciu všetkých troch študovaných 

transportérov. Na základe týchto výsledkov sme v tejto práci testovali kombinácie 

vybraných TKi s cytostatickými substrátmi ABC transportérov a ich potencionálnu 

schopnosť prekonať mnohopočetnú liekovú rezistenciu (MDR). V našom výskume sme 

použili mitoxantrón a daunorubicín ako dobre známe chemoterapeutiká a substráty ABC 

transportérov. Preukázali sme, že súčasné podanie TKi a cytotoxického substrátu ABC 

transportéra môže viesť k zvýšeniu intracelulárnej akumulácie substrátu a  synergickému 

protinádorovému účinku. Následne sme skúmali vplyv týchto nových protinádorových 

liečiv na expresiu ABC transportérov na úrovni mRNA použitím buniek LS174T, A549, 

Caco-2 a NCI-H1299. K záveru by naše výsledky mohli slúžiť ako cenný základ pre  

in vivo štúdie a potenciálne priniesť účinnú terapiu pre mnoho onkologických pacientov.  



Abstract 

Charles University 
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Student: Martina Sýkorová 

Supervisor: RNDr. Jakub Hofman, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Study on impact of selected tyrosine kinase inhibitors on 

multidrug resistance mediated by ABC drug efflux transporters 

Tyrosine kinases are an important class of enzymes controlling cell proliferation, 

carcinogenesis, apoptosis and cell differentiation. Deregulation of these enzymes can 

transform normal cell into a cancerous one. Blocking their function by tyrosine kinase 

inhibitors (TKi) is considered a promising treatment for various types of cancer. ATP-

binding cassette (ABC) transporters form a family of transmembrane proteins that can 

transport a wide variety of substrates across biological membranes via ATP-dependent 

drug efflux pumps. They modulate drug pharmacokinetics, but on the other hand, lead to 

therapy failure due to overexpression in cancer cells. In our previous study, we evaluated 

inhibition properties of two selected TKi (alectinib, brivanib) in MDCKII cell lines 

(parent one and those transduced with human ABCB1, ABCC1 and ABCG2). Alectinib 

significantly inhibited ABCB1, ABCG2 but not ABCC1 transporter.  Brivanib showed 

triple inhibition of all studied transporters. In the present work, we evaluated 

combinations of alectinib and brivanib with cytostatic substrates of ABC transporters, 

daunorubicin and mitoxantrone and their potential ability to overcome multidrug resistance 

(MDR) to these cytostatic agents. We showed that simultaneous administration of the TKi 

and the cytotoxic substrate of ABC transporter may lead to increased intracellular 

accumulation of the substrate and to pronounced synergistic anticancer effect. Thereafter, 

we investigated the effect of these novel anticancer drugs on expression of ABC 

transporters at mRNA level using LS174T, A549, Caco-2 and NCI-H1299 cells. In 

conclusion, our results could serve as a valuable foundation for follow-up in vivo studies 

and potentionally bring an effective therapy for many oncology patients.  
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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, MXR, ABCP 

ALK   anaplastická lymfómová kináza 

API   voda na injekciu 

DAU   daunorubicín 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's médium 

DMSO   dimethylsulfoxid 

EMEM  Eagle's Minimum Essential médium 

FBS   fetálne bovinné sérum 

FDA   Úrad pre kontrolu potravín a liečiv 

FGFR-1  fibroblastový rastový faktor  

HEB   hematoencefalická bariéra 

HEPES  hydroxyethyl piperazín etánsulfónová kyselina 

MDCKII  Madin-Darby Canine Kidney II, bunková línia 

MDR   mnohopočetná lieková rezistencia 

MTT   methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid 

MTX   mitoxantrón 

NBD   nukleotidy viažuca doména 

NEAA   neesenciálne aminokyseliny 

NSCLC  nemalobunkový karcinóm pľúc 

PBS   fosfátovy pufer 
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RPMI-1640  Roswell Park Memorial Institute médium-1640 

RTK   receptorové tyrozínknázy 

TK   tyrozínkinázy 

TKi   tyrozínkinázové inhibítory 

TMD   transmembránová doména 

VEGFR-2  vaskulárny endoteliálny rastový faktor 
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2 Úvod 

Nádorové ochorenia sa považujú za hlavnú príčinu úmrtia a najdôležitejšiu prekážku 

zvyšovania priemernej dĺžky života v každej krajine sveta v 21. storočí. V roku 2018 je 

celosvetovo odhadovaných 18,1 miliónov nových prípadov karcinómov, pričom 

najčastejšie diagnostikovaná je u oboch pohlaví rakovina pľúc (11,6% všetkých 

prípadov), s nepriaznivou prognózou, keďže je vedúcou príčinou smrti na nádorové 

ochorenia (18,4% všetkých úmrtí na onkologické ochorenia) (Bray et al., 2018). 

Tradičná chemoterapia pôsobí na všetky deliace sa bunky, čím vytvára toxické účinky aj 

na zdravé tkanivá. Hlavnou výzvou je teda nájsť terapeutický prístup, ktorý špecificky 

zabíja len malígne bunky a tým obmedzuje vedľajšie účinky na zdravé tkanivá. Vďaka 

pokrokom v porozumení mechanizmom podieľajúcich sa na zhubnej transformácii 

buniek je novým terapeutickým prístupom cielená terapia (Giordano a Petrelli, 2008). 

Rozoznávame 3 hlavné typy cielenej protinádorovej liečby: monoklonálne protilátky, 

inhibítory malých molekúl a imunotoxíny. V našej práci sme sa zamerali na inhibítory 

malých molekúl − tyrozínkináz (TKi), ktoré kompetetívne inhibujú hydrolýzu ATP, 

a tým zabraňujú aktivácii signálnych kaskád vedúcich ku proliferácii, rastu, zabráneniu 

apoptózy, angiogenéze a metastáze. Deregulácia tyrozínkináz teda môže viesť ku 

nádorovému bujneniu, preto sú ich inhibítory sľubnou stratégiou v liečbe rakoviny 

(Baudino, 2015; Arora, 2005).  

ABC transportéry sú membránové proteíny využívajúce energiu z ATP na prenos 

obrovského množstva rôznych typov substrátov proti koncentračnému spádu. Transport 

môže prebiehať oboma smermi, no zatiaľ čo importéry, prinášajúce živiny a iné molekuly 

do bunky, sa nachádzajú výhradne v prokaryotických organizmoch, exportéry boli 

nájdené ako u prokaryotických, tak u eukaryotických organizmov a pumpujú substráty 

von z bunky (Schmitt a Tampé, 2002; Rees et al., 2009). Keďže substrátmi efluxných 

ABC transportérov je množstvo liečiv vrátane cytostatík, znižujú tak ich intracelulárnu 

koncentráciu, čo vedie k mnohopočetnej liekovej rezistencii (MDR) a sú zodpovedné za 

časté zlyhávanie liečby (Wu a Fu, 2018). 

Zatiaľ čo je chemoterapia stále najúčinnejšou liečbou metastatických nádorov, je za 90% 

prípadov zlyhania terapie zodpovedná lieková rezistencia (Pluchino et al., 2012).  

Dlhodobou expozíciou cytotoxickým látkam môže dochádzať k indukcii expresie 



 

11 

 

proteínov zapojených do MDR a to nielen u konvenčných chemoterapeutík, ale aj 

v prípade TKi, preto má potenciál predovšetkým kombinovaná liečba (Chen et al., 2016;  

Beretta et al., 2017).   

V našej práci sme sa venovali využitiu interakcií vybraných TKi s ABC liekovými 

efluxnými transportérmi pre prekonanie cytostatickej MDR. Sledovali sme vplyv 

kombinácie cytostatík, ktoré sú substrátmi ABC liekových efluxných transportérov, 

s alektinibom a brivanibom, čo sú TKi, u ktorých sme v predchádzajúcom výskume 

preukázali inhibičný vplyv voči testovaným transportérom. Aby sme zhodnotili, či 

študované TKi majú potenciál ovplyvniť MDR fenotyp nádorových buniek alebo 

systémovú farmakokinetiku súčasne podaných liečiv, previedli sme následne expresné 

štúdie s vybranými bunkovými modelmi (LS174T, A549, Caco-2 a NCI-H1299). 

Výsledky našej práce odhaľujú schopnosť študovaných látok modulovať MDR 

sprostredkovanú ABC liekovými efluxnými transportérmi a prinášajú tak potenciálne 

dôležité informácie pre optimalizáciu onkologickej liečby.  
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3 Teoretická časť 

3.1 ABC liekové efluxné transportéry 

3.1.1 Všeobecná charakteristika a nomenklatúra 

ABC transportéry sú multidoménové membránové proteíny využívajúce energiu 

z hydrolýzy ATP k prenosu substrátov cez bunkové membrány smerom do (influx) alebo 

z (eflux) bunky u všetkých organizmov. Tvoria jednu z najväčších proteínových rodín 

a sú kľúčové pre množstvo biomedicínskych javov, vrátane nádorovej rezistencie 

k liečivám (Jones a George, 2004). 

Ľudský genóm obsahuje 48 génov pre ABC transportéry usporiadaných do siedmych 

podrodín označených od A do G na základe organizácie domén a podobnosti 

aminokyselín a pomenovaných podľa rozdielnej evolúcie. Systém nomenklatúry bol 

schválený Výborom pre genetické názvoslovie HUGO a je usporiadaný podľa 

percentuálnej zhody sekvencie aminokyselín. Transportéry zdieľajúce aspoň 40% zhodu 

sú priradené k určitej rodine (ABC). Proteínové sekvencie zdieľajúce aspoň 55% 

totožnosť sú zoskupené do podrodiny (A-G) a transportéry zdieľajúce viac ako 70% 

zhodu aminokyselín sú potom v rámci podrodiny označené ako členovia, väčšinou 

v poradí, akom boli objavené (arabská číslica). Mutácia týchto génov zapríčiňuje alebo 

sa podieľa na vzniku niekoľkých ľudských genetických defektov ako cystická fibróza, 

neurologické ochorenia, či zmenená odpoveď na liečivá (Vasiliou et al., 2008; Dean et 

al., 2001).  

V rámci rodiny ABC transportérov je vyčleňovaná samostatná skupina transportérov 

sprostredkúvajúcich len eflux a spoločným činiteľom je transport liečiv, označujúca sa 

ako ABC liekové efluxné transportéry (Fromm a Kim, 2011; You a Morris, 2007). Práve 

liekové efluxné transportéry sú predmetom nášho skúmania, a preto sa tejto skupine 

budeme podrobne venovať v nasledujúcich podkapitolách. Do skupiny liekových 

efluxných transportérov bývajú obyčajne radený zástupcovia štyroch podrodín − ABCA 

(ABCA2), ABCB (ABCB1), ABCC (ABCC1-6 a ABCC11) a ABCG (ABCG2), avšak 

nedávne výskumy naznačujú, že na transporte sa môže podieľať až 30 transportérov 

(Gillet et al., 2007). Najvýznamnejšie liekové efluxné transportéry, ktoré sa podieľajú na 

vzniku rezistencie nádorových buniek k cytostatickej liečbe sú podrobne popísané 

v podkapitolách 3.1.4.1, 3.1.4.2 a 3.1.4.3. 
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3.1.2 Štruktúra 

Všetky ABC liekové efluxné transportéry sú charakteristicky štrukturálne organizované, 

typicky do štyroch membránovo-asociovaných domén. Dve z týchto transmembránových 

domén (TMD) sú vysoko hydrofóbne a každá zvyčajne pozostáva zo šiestich membránou 

prechádzajúcich segmentov. Vďaka týmto doménam prechádza substrát membránou za 

konformačných zmien TMD a predpokladá sa, že určujú tiež substrátovú špecifitu 

transportéru. Ďalšie dve domény spájajú nukleotidy (NBD) a sú lokalizované na 

cytoplazmatickej strane membrány, pričom viažu a hydrolyzujú ATP pomocou 

podjednotky s ATP-ázovou aktivitou, čím poskytujú energiu na eflux fyziologických či 

xenobiotických substrátov z cytoplazmy do extracelulárneho priestoru. NBD obsahujú 

typické úseky, tzv. Walker A a B motívy, proteínové sekvencie prítomné aj v iných 

proteínoch viažucich ATP, ktoré zohrávajú dôležitú úlohu pri hydrolýze ATP na ADP+ 

fosfát. Na Obr. 1A je znázornený typický ABC transportér zložený z dvoch jadrových 

jednotiek tvoriacich TMD1-NBD1-TMD2-NBD2 polypeptidovú jednotku ako je to 

u ABCB1. Molekulová štruktúra u ostatných ABC transportných proteínov sa môže ale 

líšiť. ABCC2 proteín pozostáva ešte z piatich helikálnych transmembránových 

segmentov nazývaných tiež terminálnou transmembránovou doménou (TMD0) spojenou 

s jadrom L0 slučkou (Obr. 1B). Naopak, ABCG2 proteín je polovičný transportér 

pozostávajúci z jednej TMD a jednej NBD domény (Obr. 1C). V porovnaní s vyššie 

uvedenými transportérmi, ktoré fungujú ako monoméry, ABCG2 využíva na aktiváciu 

transportéra disulfidové mostíky, ktorými  vytvorí homodimér (Dean et al., 2001; Chen 

et al., 2016).  
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Obr. 1 Sekundárna štruktúra modelov najvýznamnejších ABC liekových efluxných 

transportérov. Schématické znázornenie transmembránových domén (TMD), nuleotidy-

viažucich domén (NBD) a slučky 0 (L0). (A) ABCB1/P-glykoproteín (P-gp), (B) 

ABCC2/Multidrug resistance protein 1 (MRP1), (C) ABCG2/Breast cancer resistance 

protein (BCRP). 

Prevzaté z: Chen et al., 2016 

3.1.3 Lokalizácia, funkcia, regulácia expresie 

Všetky ABC liekové efluxné transportéry sa prirodzene vyskytujú v ľudských tkanivách, 

okrem exogénne podávaných liečiv teda prenášajú množstvo endogénnych substrátov 

(Gottesman et al., 2002). Lokalizácia jednotlivých zástupcov sa líši, všeobecne sú ale 

exprimované v čreve, pečeni a obličkách, kde ovplyvňujú farmakokinetiku substrátov. 

Nachádzajú sa tiež v placente, hematoencefalickej (HEB) a hematotestikulárnej bariére, 

kde chránia citlivé tkanivá pred toxickými efektami xenobiotík (Fromm, 2015; Szakács 

et al., 2008; Leslie et al., 2005). Ich prítomnosť bola vo zvýšenej miere tiež zaznamenaná 

v nádorových bunkách, kde aktívnym odstraňovaním cytostatík prispievajú k rezistencii 

na protinádorovú liečbu, podľa čoho sa zvyknú nazývať aj proteínmi mnohopočetnej 

liekovej rezistencie (Szakács et al., 2008). Prehľad lokalizácie jednotlivých ABC 

efluxných transportérov je znázornený na Obr. 2. 
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Obr. 2 Lokalizácia jednotlivých transportérov a smer prenosu substrátov. 

Znázornenie expresie liekových efluxných transportérov P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1), 

BCRP (ABCG2) sledovaných v našom experimente a ostatných transportérov v (A) 

ľudských enterocytoch, (B) mozgových kapilárnych endotelových bunkách, (C) 

hepatocytoch a (D) renálnych epiteliálnych bunkách rozdelených podľa výskytu na 

apikálnej/bazolaterálnej membráne jednotlivých buniek. 

Prevzaté z: Krajcsi, 2013  

Substrátová rozmanitosť ABC transportérov je obrovská. Pohybuje sa od malých 

anorganických iónov ako chlorid, cez aminokyseliny, cukry, peptidy, protinádorové 

liečiva až bielkoviny. Bez ohľadu na „promiskuitnú“ povahu transportérov a typ substrátu 

je transport vždy poháňaný hydrolýzou ATP (Obr. 3) (Schmitt et al., 2002). Majú 

schopnosť takto vylúčiť lieky naspäť do vonkajšieho média (žlč, moč, stolica) alebo do 
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krvi v závislosti na ich polarizácii. Týmto spôsobom modulujú absorbciu, distribúciu 

a elimináciu liekov a vzhľadom na vysokú diverzitu substrátov sú miestom súťaže 

súbežne podávaných liekov. Inhibícia ABC liekových efluxných transportérov je teda 

mechanizmom významných liekových interakcií. Iným mechanizmom je indukcia 

expresie génov, kedy nadmerná expresia poskytuje odolnosť voči protinádorovým látkam 

a iným liečebným postupom (Marquez a Van Bambeke, 2011). 

 

 

Obr. 3 Mechanizmus funkcie ABC efluxných transportérov. ABC transportéry sú 

závislé na energii. Po naviazaní substrátu a hydrolýze ATP vykazujú konformačnú zmenu, 

ktorá riadi transport substrátu.  

Prevzaté z: Chen et al., 2016 

Regulácia expresie je pod kontrolou komplexnej regulačnej siete a okrem bazálnej 

expresie ABC génov môže byť ich expresia inducibilná rozličnými vonkajšími faktormi. 

Gény podieľajúce sa na liekovom metabolizme a transporte sú regulované najmenej 

troma jadrovými receptormi (xenosenzormi), a to aryl-uhľovodíkovým receptorom,  

konštitutívnym androstanovým receptorom a receptorom pre pregnan-X. Tieto 

xenosenzory detekujú xenobiotika v bunke a koordinujú expresiu génov kódujúcich 

systém metabolizujúci a transportujúci xenobiotika, zahŕňajúci cytochrómy P450, 

konjugačné enzýmy a transportéry, čím spolu vytvárajú prvú líniu ochrany organizmu 

(Pascussi et al., 2008; Staud et al., 2010; Scotto, 2003).  

Indukovať expresiu ABC transportérov môžu faktory ako ultrafialové svetlo, kyselina 

retinová, či lieky ako fenobarbital, rifampicín, či dexametazón (Scotto, 2003; Kim, 2002). 

Naopak znížiť ich expresiu môžu faktory ako stres, či antionkogén p53, čo môže byť 

spojené s viacerými ochoreniami ako Alzheimerova, Parkinsonova choroba alebo HIV 
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infekcia z dôvodu zníženej ochrany mozgu. Zvýšená expresia ABC transportérov 

v prípade protinádorových liečiv negatívne zníži aktívnu koncentráciu liečiv, ale tiež 

znížením priepustnosti HEB zvýši ochranu CNS pred pôsobením škodlivých látok 

(Scotto, 2003; Choudhuri a Klaassen, 2006; Miller, 2010). 

3.1.4 Rola vo farmakokinetickej mnohopočetnej liekovej rezistencii 

Mnohopočetná lieková rezistencia je odolnosť nádorových buniek k jednému lieku 

sprevádzaná rezistenciou na farmakologicky i štrukturálne odlišnú skupinu liekov (Chen 

et al., 2016). Väčšina metastázovaných nádorov sú buď primárne rezistentné na 

chemoterapiu alebo na chemoterapiu reagujú, ale časom sa na ňu vyvinie získaná 

rezistencia. Získať ju pritom môžu dlhodobou expozíciou cytotoxickým látkam, kedy 

dochádza k indukcii expresie proteínov zapojených do MDR (Obr. 4). 

Najbežnejšie mechanizmy protinádorovej rezistencie sú farmakokinetické a 

farmakodynamické. Farmakokinetická MDR môže byť spôsobená zníženým 

vychytávaním liečiv bunkami, či nadmernou expresiou efluxných transportérov 

a detoxikačných enzýmov, čo redukuje akumuláciu aktívnej formy liečiv v nádorových 

bunkách. Farmakodynamická MDR je spôsobená faktormi ovplyvňujúcimi cielenie liečiv 

ako translokácia, delécia, mutácia a amplifikácia cieľa pôsobenia liečiv (Chen et al., 

2016; Lippert et al., 2011; Joyce et al., 2015; Deng et al., 2014). V nádorových bunkách 

je jeden z najdôležitejších dôvodov MDR zvýšený eflux liečiv ABC liekovými efluxnými 

transportérmi. Najlepšie preštudovanými ľudskými transportérmi sú P-glykoproteín (P-

gp/MDR1/ABCB1), multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCC1) a breast cancer 

resistant protein (BCRP/MXR/ABCP/ABCG2) (Li et al., 2016).  
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Obr. 4 Hlavné mechanizmy získanej mnohopočetnej liekovej rezistencie. Vstupom 

liečiva do bunky je vydaný signál, prostredníctvom ktorého sú vo zvýšenej miere 

exprimované gény kódujúce proteíny biotransformačných enzýmov, ktoré premieňajú 

liečivá na neaktívne metabolity a gény kódujúce proteíny efluxných transportérov, ktoré 

aktívne vymršťujú liečivá von z bunky a tým znižujú účinnú plazmatickú koncentráciu. 

Prevzaté a upravené  z: Fletcher et al., 2010 

3.1.4.1 P-glykoproteín (ABCB1) 

Juliano a Ling charakterizovali v roku 1976 po prvýkrát 170-kDa glykoproteín 

rezistentný na kolchicín (Juliano a Ling, 1976).  Pomenovali ho Permeabilita (P)-

glykoproteín, pretože sa predpokladalo, že spôsobuje rezistenciu voči liekom zníženou 

priepustnosťou membrány (Kim a Chen, 2018). Je to najlepšie preštudovaný 

transmembránový proteín kódovaný jedným polypeptidovým reťazcom zloženým 

z dvoch TMD a dvoch NBD (Obr. 1a) (Li et al., 2016). 

Lokalizovaný je v membráne epiteliálnych buniek v čreve, pečeni, obličkách, kde 

ovplyvňuje absorbciu liečiv a podporuje ich biliárnu a renálnu elimináciu. Chráni tiež 

tkanivá ako mozog, plod, či semenníky pred toxickým účinkom xenobiotík (Wolking et 

al., 2015). Okrem toho je ABCB1 lokalizovaný na membránach cirkulujúcich buniek ako 

lymfocytov či hematopoetických kmeňových buniek, čím prispieva k zníženej odpovedi 

na liečbu HIV či leukémie (Chandler et al., 2007; Svirnovski et al., 2009). 
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Množstvo a rôznorodosť liekov transportovaných P-gp je obrovská. Zahŕňa nielen 

protinádorové liečivá ako Vinca alkaloidy (vinblastín, vinkristín), antracyklíny 

(doxorubicín, daunorubicín), podofylotoxíny (etoposid, teniposid) a taxany (paklitaxel, 

docetaxel), ale tiež mnoho ďalších liečiv ako imunosupresívum cyklosporín A, srdcový 

glykozid digoxín, glukokortikoid dexametazón, antihelmintikum ivermektín, niekoľko 

inhibítorov HIV proteáz, či inhibítory tyrozínkináz. Keďže rozpoznáva a vymršťuje také 

množstvo štrukturálne a biochemicky nesúvisiacich substrátov, je veľmi komplikované 

nájsť spoločné znaky, ktoré by sa dali využiť pri liekovom dizajne (Kathawala et al., 

2015; Hodges et al., 2011). 

Od objavu, že zvýšená expresia ABC transportérov v nádorových bunkách spôsobuje 

rezistenciu na chemoterapiu bola snaha vyvíjať liečivá schopné zablokovať či 

deaktivovať tieto transportéry s cieľom zvýšiť koncentráciu chemoterapeutík v bunkách. 

Všeobecne môžeme inhibítory/modulátory P-gp rozdeliť do troch generácií. Prvá 

generácia inhibítorov MDR transportérov zastúpená látkami ako verapamil, 

cyklosporín A a chinín síce vykazovala účinnosť v preklinických štúdiách, ale nebola 

účinná voči MDR v klinických výskumoch a naopak vykazovala vyššiu toxicitu (Szakács 

et al., 2006). S cieľom vyhnúť sa týmto problémom boli navrhnuté lieky valspodar 

a biricodar tak, aby boli zamerané na konkrétne transportéry MDR. Tieto látky, neskôr 

známe ako druhá generácia MDR modulátorov bola v kombinácii s konvenčnými liekmi 

viac účinná ako lieky prvej generácie, mali vyššiu biodostupnosť a nižšiu toxicitu, ale 

v klinických výskumoch chýbala významnejšia účinnosť a tiež interferovali 

s cytotoxickými látkami, spomaľovali ich clearance a tým zvyšovali toxicitu na zdravé 

tkanivá (Nobili et al., 2006;  Goldman, 2003). Tretia generácia liekov ako elacridar, 

laniquidar, zosuquidar a tariquidar bola špecificky navrhnutá na vysokú afinitu 

transportéra a nízke farmakokinetické interakcie. Významne inhibovali ABCB1, zároveň 

boli menej toxické a tiež inhibovali ABCG2 a ABCC1. Napriek počiatočnému nadšeniu 

tieto látky neuspeli v klinických štúdiách predovšetkým z dôvodu toxicity (Szakács et al., 

2006). 
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3.1.4.2 Multidrug resistance-associated protein (ABCC1) 

Prvý z deviatich ABCC liekových transportérov, MRP1, bol identifikovaný prvýkrát 

v roku 1992 na bunkovej línii pľúcneho nádoru rezistentného voči protinádorovým 

látkam a nadmerne neexprimujúceho P-gp (Cole et al., 1992). Tento 190-kDa transportér 

je tvorený troma TMD a dvomi NBD (Obr. 1b) (Cole, 2014).  

Ľudský ABCC1 je prítomný vo väčšine tkanív, vo zvýšenej miere je exprimovaný 

v pľúcach, obličkách, semenníkoch a placente a nadmerná expresia bola zaznamenaná 

u rôznych nádorov ako pľúcnych, žalúdočných, nádoroch hrubého čreva, prsníka, 

prostaty, neuroblastómu, gliómu , či leukémie. Vzťah medzi zvýšenou expresiou ABCC1 

a zlou prognózou bol sledovaný vo viacerých klinických štúdiách a zdá sa, že zvýšená 

prítomnosť ABCC1 by mohla byť významným indikátorom zlej odpovede na liečbu a 

krátkej doby prežitia  pacientov s nemalobunkovým a malobunkovým pľúcnym nádorom, 

či marker negatívnej prognózy a rýchlejšieho času relapsu u rakoviny prsníka. Na rozdiel 

od ABCB1 a ABCG2 je ABCC1 exprimovaný hlavne v bazolaterálnej membráne 

polarizovaných buniek, vďaka čomu tieto dva efluxné systémy spolupracujú na rôznych 

stranách buniek a slúžia tak ako fyziologická ochrana. Výnimkou je jeho poloha v bariére 

medzi krvou a mozgom, kde je umiestnený apikálne a spolu s ABCB1 a ABCG2 zaisťujú 

ochranu mozgu pred toxickými zlúčeninami z krvného obehu (Mo et al., 2012).  

Ľudský ABCC1 transportuje širokú škálu organických iónov ako glutatiónové konjugáty, 

glukuronidy (bilirubín-glukuronid, estradiol-17-β-glukuronid), glutatión-disulfidy, či 

rozličné chemoterapeutiká, čím uľahčuje zápalové reakcie sprostredkované leukotriénmi, 

chráni bunky pred oxidačným stresom, ale tiež zabezpečuje ochranu ľudských buniek 

pred toxickými endobiotikami a xenobiotikami, čím hrá esenciálnu úlohu pri MDR 

rôznych typov nádorov (Mo et al., 2012; Choudhuri et al., 2006). ABCC1 je faktor 

rezistencie pre antracyklíny, podofylotoxíny, Vinca alkaloidy a kamptotecíny, ale nie pre 

taxany, ktoré sú súčasťou MDR profilu P-gp (Kruh a Belinsky, 2003). Ďalšími substrátmi 

sú inhibítory HIV proteáz, methotrexát, či ťažké kovy (Mo et al., 2012).  

Nájsť špecifický inhibítor ABCC1 k prekonaniu rezistencie na lieky, ktoré sú jeho 

substrátmi je stále predmetom výskumu vedúceho k pochopeniu vzťahu medzi štruktúrou 

a funkciou tohto transportéra (Mo et al., 2012). 
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3.1.4.3 Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2) 

ABCG2 bol objavený v roku 1998 ako posledný zo spomínaných ABC liekových 

efluxných transportérov, ktoré hrajú rolu v MDR in vitro aj in vivo, na línii nádorových 

buniek prsníka rezistentných k doxorubicínu, podľa čoho dostal aj pomenovanie BCRP 

(Doyle et al., 1998). Tento 72-kDa transportér sa však neskôr našiel aj v ľudskej placente 

(Allikmets et al., 1998), ako aj v nádorových bunkách rezistentných na mitoxantrón 

(Miyake et al., 1999), preto sa v literatúre môžeme stretnúť aj s označením ABCP, či 

MXR1 (Robey et al., 2007). V porovnaní s molekulárnou štruktúrou ABCB1 a ABCC1 

je ABCG2 „polovičný“ transportér pozostávajúci z jednej TMD a NBD (Obr. 1c).  

Prirodzene je expresia ABCG2 najvyššia v placente, s podstatne nižšími hodnotami sa 

tiež nachádza v mozgu, prostate, tenkom čreve, semenníkoch, vaječníkoch, hrubom čreve 

a pečeni (Doyle et al., 1998). Nadmerná expresia ABCG2 v určitých typoch malígnych 

buniek, predovšetkým u hematologických malignít, obmedzuje účinnosť niektorých 

protinádorových liečiv (Sugimoto et al., 2005). Nádorová rezistencia je spájaná s teóriou 

nádorových kmeňových buniek, teda buniek schopných dlhodobej sebaobnovy, pomaly 

sa deliacich, rezistentných voči liekom a exprimujúcich ABCG2. V kostnej dreni sa 

z nich môžu diferencovať všetky krvné elementy (Robey et al., 2007). 

Odkedy bol ABCG2 opísaný prvýkrát, bolo preukázaných niekoľko substrátov 

prenášaných týmto transportérom. Okrem chemoterapeutík mitoxantrónu, antracyklínov, 

či kamptotecínov ovplyvňuje tiež biliárnu sekréciu niektorých inhibítorov HMG-CoA 

reduktáz (rosuvastatín, pravastatín, pitavastatín, cerivastatín), či transport antihelmintík 

zo skupiny benzimidazolov (albendazol, fenbendazol) (Robey et al., 2007; Merino, 

2005).  

Prekonanie liekovej rezistencie sprostredkovanej ABCG2 by výrazne prispelo k 

zlepšeniu účinnosti liečby rakoviny (Sugimoto et al., 2005). Prvý inhibítor ABCG2 

schopný odvrátiť liekovú rezistenciu na mitoxantrón, fumitremorgin C, bol paradoxne 

popísaný ešte predtým ako bol klonovaný ABCG2 gén (Rabindran et al., 2000). Jeho 

neurotoxicita však zabránila jeho využitiu v klinickej praxi. Následne bolo zverejnených 

veľa publikácií identifikujúcich inhibítory ABCG2, ako cyklosporín A, nitredipín či 

silymarín, v klinickej praxi však zatiaľ neboli použité (Robey et al., 2007). 

Krishnamurthy et al. (2004) boli prví, ktorí demonštrovali, že hypoxia reguluje expresiu 

ABCG2. Kmeňové, či nádorové bunky môžu byť teda v hypoxickom prostredí chránené 
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pred chemoterapeutickými činidlami z dôvodu zvýšenej hladiny ABCG2 vyvolané 

hypoxiou. Rovnako môžu expresiu ovplyvniť pohlavné hormóny, čím by bolo možné 

vysvetliť zvýšenú prítomnosť ABCG2 transportéra v mliečnej žľaze počas laktácie, kedy 

ale prekvapivo prenáša substráty, vrátane toxínov ako karcinogén aflatoxín B1 či 

antibiotiká smerom do materského mlieka. Stav methylácie takisto reguluje expresiu 

ABCG2, pričom hypermethylácia ABCG2 promotéra u viacnásobného myelómu alebo 

karcinómu obličiek je spojená so zníženou expresiou ABCG2 (Robey et al., 2007). 

3.2 Inhibítory tyrozínkináz 

Tyrozínkinázy (TK) sú enzýmy, ktoré fosforylujú hydroxylové skupiny tyrozínových 

zvyškov cieľových proteínov (Schlessinger, 2000). Vďaka medzinárodnému výskumu 

Human Genome Project dnes poznáme 90 TK, rozdelených na základe ich lokalizácie 

a štruktúry, z toho 58 receptorového typu a 32 nereceptorového typu (Robinson et al., 

2000). Receptorové tyrozínkinázy (RTK) sú nevyhnutné pre transdukciu 

extracelulárnych signálov do bunky a pozostávajú z extracelulárnej domény, ktorá viaže 

ligand, transmembránovej oblasti a intracelulárnej domény schopnej viazať ATP        

(Obr. 5). Naviazaním ligandu na extracelulárnu doménu dochádza k dimerizácii receptoru 

a autofosforylácii, čím sa TK aktivujú a sú schopné fosforylovať ďalšie proteíny, a tak 

spustia signalizačnú kaskádu vedúcu k biologickej odpovedi. V porovnaní s RTK sú 

nereceptorové tyrozínkinázy cytoplazmatické enzýmy, čo naznačuje absenciu 

extracelulárnej domény a transmembránovej oblasti. Sú považované za nadväzujúci 

faktor na RTK a sú zodpovedné za podobný mechanizmus onkogenézy (Gotink a 

Verheul, 2010; Wu a Fu, 2018). 

TK hrajú dôležitú úlohu v bunkových regulačných procesoch ako proliferácii, 

diferenciácii, migrácii, metabolizme, či programovanej bunkovej smrti (Paul a 

Mukhopadhyay, 2004). Za bežných podmienok je ich aktivita prísne kontrolovaná, ale za 

určitých okolností sa tyrozínkinázy môžu stať necitlivé na bunkové kontrolné 

mechanizmy, čo vedie k ich konštitutívnej aktivite. Deregulácia môže nastať viacerými 

mechanizmami, vrátanie mutácie TK génov, či inaktiváciou inhibičných proteínov-

fosfatáz. Z mechanizmu ich funkcie vyplýva, že takto deregulované tyrozínkinázy 

iniciujú alebo prispievajú k nádorovému bujneniu (Gunby et al., 2007). Dokonca sa 

uvádza, že až tretina onkogénov podieľajúcich sa na väčšine ľudských malignít je 

odvodená od tyrozínkináz (Özvegy-Laczka et al., 2005). Konštitutívna onkogénna 
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aktivácia v nádorových bunkách môže byť selektívne blokovaná TKi, a preto sú sľubným 

prístupom inovatívnej terapie (Paul et al., 2004). Sú to malé molekuly, perorálne účinné, 

majú priaznivý bezpečnostný profil vzhľadom na ich vysokú špecifitu voči nádorovým 

bunkám a dajú sa kombinovať s inými formami protinádorovej liečby ako rádioterapia či 

chemoterapia, čím spolu vytvárajú aditívnu až synergistickú protinádorovú aktivitu 

(Arora, 2005). Vzhľadom na ich malú veľkosť a hydrofobicitu môžu ľahko vstúpiť do 

bunky, kde interagujú s intracelulárnou doménou TK receptorov,  výsledkom čoho je 

zablokovanie rôznych signálnych kaskád intracelulárne (Gotink et al., 2010).  

 

Obr. 5 Štruktúra receptorovej tyrozínkinázy. Extracelulárna doména je schopná viazať 

ligandy ako rastové faktory, zatiaľ čo intracelulárna doména zabezpečuje 

(auto)fosforyláciu kinázy. Obe domény sú rozdelené transmembránovou oblasťou 

zakotvenou v plazmatickej membráne. Štrbina viažuca ATP je umiestnená medzi dvoma 

lalokmi intracelulárnej domény. Na obrázku vpravo sú schématicky znázornené oblasti 

ATP štrbiny, kde sú schopné naviazať sa TKi, a tým kompetetívne inhibovať väzbu ATP.  

Prevzaté z: Gotink a Verheul, 2010 

V súvislosti s TKi sa uvádza ich duálny efekt. Okrem inhibície tyrozínkináz niektoré 

interagujú tiež s ABC efluxnými transportérmi, pričom prostredníctvom nich môžu byť 

buď vyčerpané z buniek alebo naopak pôsobiť inhibične (Beretta et al., 2017). 

Prostredníctvom tejto spoločnej interakcie je možné poukázať na veľkú variabilitu 

substrátov ABC transportérov spomínanú v predchádzajúcich častiach tohto textu. Na 

Obr. 6 je schématicky znázornený mechanizmus inhibície ABC transportérov pomocou 

TKi. 
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Obr. 6 Schéma inhibície ABC transportérov prostredníctvom TKi. TKi aj ABC 

transportéry disponujú väzbovým miestom pre ATP. TKi sú schopné naviazať sa na ATP 

väzbové miesto ABC transportéra a inhibovať jeho funkciu vyčerpávania 

protinádorových liečiv z buniek, čo je sľubný mechanizmus prekonania mnohopočetnej 

liekovej rezistencie. 

Prevzaté z: Wu a Fu, 2018 

Imatinib bol v roku 2001 ako prvý TKi zavedený do klinickej onkológie na liečbu 

chronickej myeloidnej leukémie s pozitívnym Filadelfským chromozómom. Odvtedy 

bolo doteraz  Úradom pre kontrolu potravín a liečiv (FDA) schválených približne 30 TKi, 

viac ako 3000 nových látok je testovaných preklinicky a cez 130 TKi sa nachádza 

v klinických hodnoteniach, čo ich robí pravdepodobne najrýchlejšie rastúcou skupinou 

liečiv v dnešnej dobe (Pandey a Kapur, 2018; Neul et al., 2016). Aj keď spolu jednotliví 

zástupcovia zdieľajú rovnaký mechanizmus účinku, teda kompetetívnu ATP inhibíciu, 

líšia sa spektrom cieľových TK, farmakokinetikou, ako aj látkovo špecifickými 

nežiadúcimi účinkami (Hartmann et al., 2009). Indikáciou pritom nie sú len rozličné typy 

nádorových ochorení, ale tiež oftalmologické poruchy, ochorenia centrálneho nervového 

systému, či osteoporóza (Obr. 7) (Neul et al., 2016).  

Počiatočné nadšenie vo výskume a vývoji liečiv zo skupiny TKi je však tlmené ich 

dočasným účinkom. Po prvotnej odpovedi na liečbu sa môže variabilne vytvoriť 

rezistencia, ktorá je spojená nielen s konvenčnými cytostatikami.  Výsledkom je relaps 

ochorenia, čo len zvýrazňuje nepredvídateľný charakter rakoviny. Lieková rezistencia je 

výzva, ktorej treba čeliť pre zlepšenie terapeutickej účinnosti TKi, v čom má potenciál 

predovšetkým kombinovaná liečba (Beretta et al., 2017). 
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Obr. 7 Prehľad schválených TKi podľa indikácií. Prehľad TKi schválených americkým 

FDA a Európskou liekovou agentúrou (EMA). Po názve liečivej látky sú uvedené 

obchodné názvy FDA/EMA a rok registrácie.  

Prevzaté z: Neul et al., 2016  

3.2.1 Alektinib 

Alektinib bol FDA schválený v roku 2015 a patrí medzi TKi inhibujúce enzým 

anaplastickú lymfómovú kinázu (ALK). Vysoko selektívne sa viaže na tyrozínkinázovú 

doménu ALK, čím bráni väzbe ATP a tým aktivácii signálnych kaskád. Patrí medzi druhú 

generáciu TKi a bol schválený na liečbu ALK pozitívneho, neresekovateľného, 

pokročilého alebo rekurentného nemalobunkového karcinómu pľúc (NSCLC) 

u krizotinib-rezistentných pacientov, vrátane pacientov s metastázami v CNS. Krizotinib 

je ALK inhibítor prvej generácie, vykazujúci aktivitu proti ALK pozitívnemu NSCLC, 

avšak s neodvratne sa vyvíjajúcou rezistenciou, pričom mozog je hlavným miestom 

recidívy. Oproti iným inhibítorom ALK má alektinib jedinečnú chemickú štruktúru, preto 

môže prekonať rezistenciu voči iným ALK inhibítorom (Obr. 8) (Le et al., 2017; 

McKeage, 2015).  
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Schválenie alektinibu bolo založené na klinickej štúdii fázy I-II, kde pri podávaní 300mg 

alektinibu 2x denne dosiahlo až 93,5% pacientov objektívnu odpoveď. Počas liečby 

alektinibom (medián sledovania približne 8 mesiacov) nedošlo k progresii CNS lézií 

u pacientov so známymi metastázami CNS. V klinických skúškach bol dobre tolerovaný, 

najčastejšie nežiaduce udalosti súvisiace s liečbou bolo zvýšenie počtu neutrofilov 

a zvýšenie kreatinínfosfokinázy (McKeage, 2015).  

Vo fáze III klinického skúšania štúdiou ALEX bola porovnávaná účinnosť alektinibu 

a krizotinibu, pričom alektinib znížil riziko progresie a úmrtia oproti krizotinibu o 53%, 

medián prežitia bez progresie bol 25,7 mesiacov u alektinibu verzus 10,4 mesiacov 

u krizotinibu. Riziko progresie do CNS bolo alektinibom zredukované o 84% oproti 

krizotinibu, keďže oproti krizotinibu, alektinib preniká do CNS, nakoľko nie je 

substrátom P-gp nachádzajúceho sa v HEB (Hida et al., 2017; Peters et al., 2017).  

Spolu s klinickou štúdiou vo fáze III JALEX prevádzanú v Japonsku boli dokázané 

jednoznačné klinické prospechy alektinibu oproti krizotinibu a stal sa tak v nedávnej dobe 

štandardom liečby ALK-pozitívnych NSCLC pacientov (Gadgeel, 2018).  

 

A        B 

Obr. 8 Štruktúra alektinibu (A) a krizotinibu (B). 

Prevzaté z: Wishart et al., 2018 
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3.2.2 Brivanib 

Brivanib (Obr. 9) je selektívny duálny TKi, ktorý cieli na kľúčové receptory angiogenézy 

pre vaskulárny endoteliálny rastový faktor (VEGFR-2) a pre fibroblastový rastový faktor 

(FGFR-1). Proces angiogenézy bol preukázaný ako zásadný a vysoko dynamický 

komponent rastu nádorov a metastáz. Zabezpečuje sa tak okysličenie nádoru, donáška 

živín, vrátane rastových faktorov a hormónov. VEGF je jeden z najdôležitejších cievnych 

rastových faktorov a narušenie signálnej dráhy jeho tyrozínkinázového receptora  

pomocou TKi inhibuje angiogenézu, progresiu tumora a jeho šírenie (Ayers et al., 2007; 

Cai et al., 2008). Obr. 10 znázorňuje signálnu kaskádu VEGFR-2 ako aj iných faktorov 

zodpovedných za vznik nádorov pľúc, ktoré boli predmetom nášho výskumu.  

Brivanib v preklinických skúškach preukázal silné antiangiogénne účinky na modeloch 

nádorov prsníka, pečene, hrubého čreva, či pľúc. Momentálne sa nachádza v pokročilých 

fázach klinického testovania na rôzne typy nádorov, vrátane NSCLC, pričom vykazuje 

účinky na stagnáciu rastu nádoru. Po skončení podávania však nádor pokračuje v raste, 

a preto sa predpokladá, že jeho antiangiogénne účinky budú použité skôr v kombinovanej 

terapii. Celkovo je brivanib dobre tolerovaný, najčastejšími nežiaducimi účinkami boli 

únava, nauzea, či gastrointestinálna toxicita. Predstavuje tak potenciál pre ďalšie klinické 

hodnotenia, jednak pri poruchách liečby VEGF-selektívnej terapie, ako aj pri rezistencii 

na liečbu inými VEGF inhibítormi (Allen et al., 2011; Chou a Finn, 2012; Ellis a Al-

Saleh, 2012).  

 

Obr. 9 Štruktúra brivanibu. 

Prevzaté z: Wishart et al., 2018 
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Obr. 10 Hlavné signálne kaskády zodpovedné za vznik nádorov pľúc. Membránové 

receptory pre epidermálny rastový faktor (EGFR), c-MET, inzulínu podobný rastový 

faktor ( IGF1R), vaskulárny endoteliálny rastový faktor (VEGFR) . Medzi jednotlivými 

signálnymi kaskádami je krížová komunikácia a predpokladá sa, že  

RAS/ RAF/ MEK/ MAPK kaskáda môže byť aktivovaná fúznym onkogénom EM4L-

anaplastická lymfómová kináza (ALK). Tieto signálne kaskády sú zodpovedné za rast až 

metastázy, apoptózu, proliferáciu a angiogenézu. 

Prevzaté z: West et al., 2012 
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4 Ciele práce 

Keďže sú TKi sľubnými látkami k prekonaniu MDR v protinádorovej terapii, bolo naším 

cieľom sledovať interakcie alektinibu a brivanibu s ABC liekovými efluxnými 

transportérmi (ABCB1, ABCC1, ABCG2). Konkrétnymi čiastočnými cieľmi bolo: 

1) Testovanie kombinačného efektu alektinibu a brivanibu s cytostatickými obeťami 

MDR (daunorubicín, mitoxantrón) v MDCKII líniách. 

2) Štúdium vplyvu alektinibu a brivanibu na expresiu ABCB1, ABCC1 a ABCG2. 
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5 Experimentálna časť 

5.1 Materiály a metódy 

5.1.1 Chemikálie 

• Alektinib, Selleckchem (Houston, TX, USA) 

• Brivanib, Selleckchem (Houston, TX, USA)  

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

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

• Dulbecco's Modified Eagle's médium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA)  

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

USA)  

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

• Fosfátový pufer (PBS), Lonza (Walkersville, MD, USA)  

• gb Easy PCR Master Mix, Generi Biotech (Hradec Králové, Česká republika)  

• gb Reverse Transcription Kit, Generi Biotech (Hradec Králové, Česká republika) 

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

• Hydroxyethyl piperazín etánsulfónová kyselina (HEPES), Lonza (Walkersville, 

MD, USA)  

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

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

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

• Neesenciálne aminokyseliny (NEAA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

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

• Pyruvát sodný, MP Biomedicals (Irvine, CA, USA) 

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

Louis, MO, USA)  

• TaqMan eseje pre ABCB1, ABCC1 a ABCG2, Generi Biotech (Hradec Králové, 

Česká republika)  

• Tri Reagent RT, Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA) 

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

• Cyklér QuantStudio 6, Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)  

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

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

• Laminár Jouan (Saint-Herblain, Francúzsko)  

• Spektrofotometer NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, 

USA) 

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

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

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

5.1.3 Bunkové línie 

Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) bunky sú široko využívané ako model na štúdium 

epitelu, pretože majú jasnú apiko-bazolaterálnu polaritu, dobre definované bunkové spoje 

a rýchly rast. Ich pôvodom sú psie obličkové bunky samice kokeršpaniela. V našom 

výskume sme pracovali so subtypom MDCKII, ktorý je najčastejšie využívaným 

kmeňom (Dukes et al. 2011). Kľúčové bolo pre nás porovnanie parentných MDCKII 

buniek, teda buniek vykazujúcich len základnú expresiu psích transportérov a MDCKII 

buniek transdukovaných ľudskými ABC liekovými efluxnými transportérmi hrajúcich 

dôležitú úlohu v MDR (MDCKII-ABCB1 exprimujúce ľudský ABCB1, MDCKII-

ABCC1 exprimujúce ľudský ABCC1 a MDCKII-ABCG2 exprimujúce ľudský ABCG2 

transportér). MDCKII bunky boli pre náš výskum poskytnuté Prof. M.F. Frommom 

(Institute of Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology, Friedrich-

Alexander-Universität Erlangen-Nürnberg, Erlangen, Nemecko).  

A549 nádorové bunkové línie boli prvýkrát izolované v roku 1973 z pľúcneho 

adenokarcinómu a stali sa rezeprezentatívnou líniou pre pneumocyty 2. typu ľudských 

pľúc (Phospholipid, 1973). Bunky teda vykazujú expresiu liekových efluxných 

transportérov typickú pre pľúcne nádory, čo sme využili v našom experimente pri 

expresných štúdiách. A549 bunky boli zakúpené od American Type Culture Collection 

(Manassas, VA, USA). 

LS-180 nádorové bunky boli získané v januári 1974 z adenokarcinómu hrubého čreva  

58-ročnej ženy (Tom et al., 1976). Táto línia je v guidelinoch odporúčaná na testovanie 
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farmakokinetických interakcií na celotelovej úrovni  (FDA, 2012), pričom v našom 

výskume bola použitá jej trypsinizovaná forma − LS174T, typicky rastúca 

v ostrovčekoch, s tendenciou hromadiť sa na sebe. LS174T bunky boli zadovážené z 

European Collection of Cell Cultures (Salisbury, UK).  

Caco-2 bunkové línie boli pôvodne získané z ľudského adenokarcinómu hrubého čreva. 

Sú široko využívané ako model črevnej bariéry a v našom výskume sme ich takisto 

využili pri expresných štúdiách (Sambuy et al., 2005). Caco-2 bunky boli zakúpené 

z rovnakého zdroja ako A549. 

NCI-H1299 sú ľudské bunky NSCLC vyvinuté výskumnou skupinou v National Cancer 

Institute (Phelps et al., 1996). V našom výskume boli rovnako využité pri expresných 

štúdiách, predovšetkým pre vysokú expresiu ABCB1 génu, ktorá u línie A549 chýba. 

NCI-H1299 bunky boli zakúpené z rovnakého zdroja ako A549. 

Za štandardných podmienok (37°C, 5% CO2) boli jednotlivé bunkové línie kultivované 

v odporúčaných rastových médiách bez prítomnosti antibiotík: 

• MDCKII a A549 bunky v DMEM + 10 % FBS 

• LS17T bunky v EMEM + 1% NEAA + 10% FBS + 2mM glutamín 

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

• NCI-H1299 bunky v RPMI-1640 + 10% FBS + 1mM pyruvát sodný + 10mM 

HEPES 

5.1.4 Pasážovanie 

Jednotlivé bunkové línie boli rutinne pasážované každé 3 − 4 dni za sterilných podmienok 

v laminárnom boxe. Pred začiatkom pasážovania bolo médium, PBS a trypsín 

temperované vo vodnom kúpeli na 37°C. Pomocou mikroskopu sa určilo, či je 

konfluencia buniek na dne 25cm2 kultivačnej nádoby vhodná pre ďalšiu prácu (70 - 90%). 

Po odsatí média sa bunky premyli 5ml PBS, ktoré sa následne takisto odsalo a pridaním 

1ml trypsínu sa odštartovalo odlúčenie buniek od dna nádoby. Behom trypsinizácie boli 

bunky umiestnené do inkubátora na nevyhnutne dlhú dobu a kontrola oddelenia buniek 

bola sledovaná mikroskopicky a okometricky. Následne bola trypsinizácia zastavená 

pridaním 4ml rastového média a bunky boli prudko rozsuspendované. Na základe 

pôvodnej konfluencie bol odobratý objem bunkovej suspenzie do novej kultivačnej fľaše 

s pripravenými 7ml média a bunky boli inkubované do ďalšieho cyklu. Na kultivačnú 

https://www.atcc.org/products/all/30-2003.aspx
https://www.atcc.org/products/all/30-2003.aspx
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nádobu bolo zaznamenávané poradie pasáže, pričom na experimenty boli využívané 

bunky z 10-tého až 25-tého cyklu, nakoľko pri vyššom pasážnom čísle môže dochádzať 

ku genetickým driftom, čím sa môžu zmeniť ich vlastnosti a nepredstavujú tak už viac 

spoľahlivý model pôvodných buniek (Hughes et al., 2007). Obsah DMSO v bunkovom 

médiu nikdy neprekročil doporučený limit 0,5%. 

5.1.5 Kombinačné štúdie 

Kombinačné štúdie boli realizované ako proliferačné experimenty pomocou MTT 

metódy. V rámci týchto štúdií bol v jednotlivých MDKCII líniách stanovený 

antiproliferačný efekt samotných modelových cytostatík (obete farmakokinetickej MDR, 

DAU a MTX) a ich kombinácie so študovanými TKi. Bunky boli 24 hodín pred 

experimentom nasadzované na 96-jamkovú doštičku v počte 13 000/jamka/0,1ml 

rastového média pre všetky línie MDCKII, vrátane parentných. Po dosiahnutí cca 50% 

konfluencie bolo médium odsaté a vymenené za 100µl predhriateho čerstvého média 

obsahujúceho MTX (sledovanie efektu na ABCG2) s/bez 1µM alektinibu, či 15µM 

brivanibu alebo za médium obsahujúce DAU (sledovanie efektu na ABCB1 a ABCC1) 

s/bez 2µM alektinibu, či 20µM brivanibu v sedembodovej koncentračnej škále. Ako 

kontrola 100% viability bolo použité čisté médium, 40% roztok DMSO v médiu zas slúžil 

ako kontrola 0% viability. Po ďalších 48 hodinách bolo médium odsaté a bunky 

opláchnuté 100μl PBS. Po jeho odsatí bolo k bunkám pridávaných 100μl čerstvo 

pripraveného roztoku MTT v Opti-MEM v koncentrácii 1mg/ml a bunky boli 1 hodinu 

inkubované za štandardných podmienok. Roztok MTT bol odstránený a prídavkom 100μl 

DMSO boli bunky zlyzované, pričom lýza prebiehala po dobu 15 minút pri izbovej 

teplote na automatickej trepačke. Absorbancia bola zmeraná pri 570nm na prístroji Tecan 

Infinite M200 (absorbancia pri 690nm bola použitá ako referencia a bola odčítaná od 

hodnôt získaných pri 570nm). 

5.1.6 Expresné štúdie 

Rovnakým spôsobom ako pri kombinačných štúdiách bol najprv stanovený 

antiproliferačný efekt TKi aj na bunkových líniách A549, LS174T, Caco-2 a NCI-H1299,  

pričom bunky boli nasadzované v počtoch A549 − 8 000/jamka/0,1ml média, 

LS174T – 50 000/jamka/0,1ml média, Caco-2 – 20 000/jamka/0,1ml média  

a NCI-H1299 − 7 500/jamka/0,1ml média. Proliferačné experimenty boli využité 

na výber koncentrácie, ktorá musí byť pre bunky v expresných štúdiách len prijateľne 
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toxická, resp. ideálne úplne netoxická. Využitím kvantitatívnej real-time reverznej 

transkriptázovej PCR techniky sme následne sledovali zmeny v expresii ABCB1, ABCC1 

a ABCG2 génov po expozícii testovanými TKi vybranej koncentrácie.  

5.1.6.1 Expozícia buniek TKi a odber vzorkov 

Bunky boli nasadzované v duplikáte na 12-jamkovú doštičku v počte  

A549 − 240 000/jamka/1ml, LS174T − 1 000 000/jamka/1ml, 

Caco-2 − 500 000/jamka/1ml a NCI-H1299 − 180 000/jamka/1ml média. Po 24 hodinách 

bolo odsaté médium a k bunkám bol pridaný roztok testovanej látky v médiu príslušnom 

danej bunkovej línii o celkovom objeme 1ml a koncentráciách 0,5μM alektinibu a 10μM 

brivanibu pre všetky bunkové línie a tiež kontrola pozostávajúca z DMSO (v množstve 

odpovedajúcom tomu, ktoré bolo vnášané k bunkám spolu s TKi). Po 24 a 48 hodinách 

inkubácie boli odoberané vzorky. Homogenizačná fáza bola započatá pridaním 360μl  

Tri Reagent RT, čím dochádza k lýze buniek a niekoľkonásobným prepipetovaním je 

presunutý celý objem do mikroskúmavky s následným hlbokým zmrazením pod teplotou 

-70°C (každá varianta pozostávala z dvoch jamiek, ktoré boli odoberané do jednej 

mikroskúmavky).  

5.1.6.2 Izolácia RNA 

Vzorky pripravené v predchádzajúcom kroku sú pripravené na izoláciu celkovej RNA, 

ktorá je zložená z 5-tich častí: zmiešanie s chloroformom, oddelenie fáz, precipitácia 

RNA, omytie RNA a solubilizácia RNA.  

Vzorky boli rozmrazené a temperované pri izbovej teplote po dobu 15 minút. Pridaním 

144μl chloroformu s následným intenzívnym premiešaním a centrifugáciou zmesi pri 

počte otáčok 12 000 za minútu (n) po dobu 15 minút a pri teplote 4°C dochádza k fázovej 

separácii. Vzniknutá spodná organická fáza, medzifáza a vrchná vodná fáza sú viditeľné 

voľným okom, pričom RNA zotrváva vo vodnej fáze, zatiaľ čo DNA a proteíny v spodnej 

a strednej fáze.  

0,5ml výslednej vodnej fázy je opatrne odoberaných do nových skúmaviek a pridaním 

360μl 2-izopropanolu je odštartovaná precipitácia RNA. Po zamiešaní vzoriek sú 5 − 10 

minút ponechané pri laboratórnej teplote a následne centrifugované rýchlosťou 12 000n 

po dobu 8 minút a za teploty 4 − 25°C. Vzniknutý RNA precipitát je viditeľný ako 

gélovitá peleta na strane či dne skúmavky.  
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Po odstránení prebytočnej kvapaliny je RNA peleta premytá 720μl 75% etanolu 

a v prípade, že sa peleta nachádza na okraji skúmavky alebo má tendenciu vznášať sa, je 

usadená pomocou centrifúgy pri 12 000n. Následne je etanol opatrne odsatý, bez toho aby 

došlo k poškodeniu pelety a ponechaný, kým sa jeho zvyšok odparí. 

Je nutné vyhnúť sa presychaniu pelety, pretože to znižuje jej rozpustnosť a preto hneď po 

odstránení etanolu je k pelete pridaná voda na injekciu (API). Objem API je pridávaný 

tak, aby získaná koncentrácia RNA bola v rozmedzí 0,5 − 2μg/μl, v našom prípade  

10 − 35μl API v závislosti na veľkosti pelety. Vzorky sa hydratujú 5 − 10 minút pri 

izbovej teplote a následne sú vortexované k úplnému rozpusteniu. 

Pomocou prístroja NanoDrop je meraná koncentrácia RNA pre každú vzorku trikrát a zo 

spriemerovanej hodnoty sú vzorky zriedené pomocou API na 100ng/μl. Pre kontrolu je 

koncentrácia zriedenej RNA ešte raz zmeraná. 

5.1.6.3 Reverzná transkripcia 

K roztoku vzorky RNA (1 000ng) je pridaný mix pre reverznú transkripciu v objemovom 

pomere 1:1, pričom celkový objem reakcie je 20μl. Vzorky sú premiestnené do PCR 

termocykléru, kde po dobu 1 hodiny pri teplote 42 °C dochádza k prepisu mRNA na 

cDNA. Na záver je aplikovaná teplota 65 °C po dobu 10 minút, pri ktorej dochádza 

k denaturácii enzýmu reverzná transkriptáza.  

5.1.6.4 Kvantitatívna real-time reverzná transkriptázová PCR 

Reakcia sa skladá z 2µl cDNA (20ng/reakcia) a 8µl zmesi zloženej z gb Easy PCR Master 

Mixu v objeme 5μl, 1μl TaqMan systému pre konkrétne gény a 2μl API. Každá vzorka je 

analyzovaná v triplikáte na 384-jamkovej doštičke a ako negatívna kontrola je použitá 

API s rovnakým objemom ako cDNA u vzoriek. Nami sledovanými génmi boli už 

spomínané ABCB1, ABCC1 a ABCG2, kódujúce liekové efluxné transportéry 

zodpovedné za MDR a ako referenčné gény boli využité housekeeping gény HPRT1 

a B2M, ktoré sú prirodzene exprimované vo väčšine tkanív organizmu a ich expresia nie 

je inducibilná. 

Relatívna kvantifikácia sledovaných ABC transportérov bola uskutočnená použitím 

komparatívnej ΔΔCt metódy, ktorá využíva housekeeping gény pre porovnanie miery 

expresie  génu medzi dvoma vzorkami. Spolu so vzorkou je zisťovaná Ct hodnota génu, 

ktorý je exprimovaný v každých bunkách bez ohľadu na podmienky kultivácie v rovnakej 
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miere, čím sa eliminuje rozdielne množstvo cDNA, ktoré vstupuje do reakcie 

v jednotlivých jamkách, a tým je získaná interná kontrola pre každú vzorku. Analýza 

qRT-PCR bola uskutočnená zariadením QuantStudio 6, s počiatočnou denaturáciou pri 

95°C po dobu 3 minút a 40 opakovaní cyklu pri teplote 95°C počas 10 sekúnd a 60°C 

počas 20 sekúnd. 

5.1.7 Štatistická analýza 

Z absorbančných dát získaných v kombinačných experimentoch boli vypočítané hodnoty 

polovičnej maximálnej inhibičnej koncentrácie (IC50) pomocou softvéru GraphPad Prism 

v. 7 (La Jolla, CA, USA). V rovnakom softvéri bola analyzovaná štatistická významnosť 

rozdielu medzi hodnotami IC50 u jednotlivých MDCKII línií, a to pomocou Welschovho 

t-testu. Štatisticky signifikantné hodnoty boli označené nasledovne: p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 

(**), p ≤ 0,001 (***). Pre kvantifikáciu kombinačného účinku bola použitá metóda 

kombinačného indexu podľa Chou-Talalaya. Pomocou tejto metódy je možné 

charakterizovať kombinačný účinok (CI) dvoch a viac látok, čo sme využili aj v našom 

experimente. V rámci tejto metódy je synergizmus charakterizovaný ako kombinačný 

účinok vyšší než súčet účinkov jednotlivých látok (CI < 0,9), aditívny efekt je rovný súčtu 

účinkov jednotlivých látok (CI 0,9–1,1) a antagonizmus odpovedá kombinačnému účinku 

menšiemu než je súčet účinkov jednotlivo podaných látok (CI ˃ 1,1) (Chou, 2006). Pre 

výpočet hodnôt CI bol využitý softvér CompuSyn v. 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ, 

USA). 

5.2 Výsledky a diskusia 

V tejto práci sme plynule nadviazali a rozšírili predchádzajúci výskum zaoberajúci sa 

inhibíciou ABC liekových efluxných transportérov vybranými inhibítormi tyrozínkináz 

prevádzaný na našej katedre, ktorý preukázal inhibíciu ABCB1 a ABCG2, ale nie 

ABCC1 transportérov alektinibom a inhibíciu všetkých troch študovaných liekových 

efluxných transportérov brivanibom. Vychádzajúc z týchto výsledkov sme pokračovali  

kombinačnými štúdiami zisťujúcimi antiproliferačný efekt vybraných modelových 

cytostatík (DAU, MTX) a ich kombináciou so sledovanými TKi (viď. kapitola 5.1.5). 

Aby bol náš výskum kompletný, venovali sme poslednú časť experimentálnej práce 

expresným štúdiám (viď 5.1.6), ktoré viedli k zisteniu, či nami sledované látky nemajú 
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potenciál navodiť získanú rezistenciu na liečivá indukciou génov zodpovedných za MDR, 

a tým ohroziť možné použitie v praxi.  

5.2.1 Kombinačné štúdie 

Snaha potvrdiť hypotézu, že inhibíciou liekových efluxných transportérov pomocou TKi 

sa v bunkách zvýši koncentrácia konvenčných cytostatík, ktoré sú obeťami liekovej 

rezistencie, a teda ich vzájomnou kombináciou dokázať potenciál prekonať MDR bola 

skúmaná pomocou MTT proliferačného testu. Jeho princípom je redukcia žltého tetrazolu 

vplyvom enzýmov dýchacieho reťazca v prítomnosti živých buniek na fialový 

formazanový derivát, ktorého intenzita sfarbenia reflektuje viabilitu buniek.  

5.2.1.1 Alektinib 

Na bunkových líniách transdukovaných ľudskými ABCB1 a ABCG2 transportérmi bol 

najskôr sledovaný efekt alektinibu, ktorý inhibíciou týchto transportérov môže 

potencionálne viesť ku prekonaniu rezistencie na MTX a DAU. 

Koncentrácia alektinibu (1µm pre kombináciu s MTX a 2µM pre kombináciu s DAU) 

bola starostlivo vybraná na základe troch faktorov: (1) pre bunky musí byť iba 

zanedbateľne toxická (ideálne úplne netoxická), avšak zároveň (2) dostatočne inhibičná 

a tiež (3) klinicky relevantná (vychádzajúc z hodnoty Cmax zaznamenanej vo 

farmakokinetických štúdiách in vivo, ktorá bola rovná 1,38µM) (Zhu a Ou, 2017).  

U buniek transdukovaných transportérmi alektinib preukázal významnú schopnosť 

posunu IC50 hodnôt DAU a MTX v porovnaní s expozíciou týchto látok samostatne, a to 

až na úroveň parentných buniek. V líniách MDCKII buniek transdukovaných ABCB1 

transportérom sa schopnosť prekonať rezistenciu vyjadrila ako modulačný pomer 17,8 

a u buniek transdukovaných ABCG2 transportérom ako modulačný pomer 9,64. 

Napriek koncentrácii alektinibu, ktorá bola zanedbateľne cytotoxická, došlo 

k neočakávanému scitliveniu parentných buniek na účinky DAU a MTX. K odčítaniu 

tohto efektu, ktorý nebol sprostredkovaný transportérmi, sme normalizovali hodnoty 

modulačného pomeru z buniek transdukovaných ABC transportérmi ku hodnotám 

modulačného pomeru z parentných buniek neexprimujúcich tieto transportéry. Výsledné 

normalizované hodnoty modulačného pomeru 6,18 a 6,79 v poradí pre MDCKII-ABCB1 

a MDCKII-ABCG2 jasne znázorňujú účasť inhibície ABCB1 a ABCG2 alektinibom pri 

prekonávaní rezistencie voči DAU a MTX (Obr. 11, Tab. 1) 
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Pre kvantitatívne znázornenie kombinácie bola použitá metóda kombinačného indexu 

podľa Chou-Talalay. Podľa tejto metódy je možné vyjadriť aditívny, synergický alebo 

antagonistický efekt v liekových kombinačných štúdiách. Porovnaním rovnakej 

kombinácie liečiv s efektom na parentnej línii buniek sa jasne odráža účasť inhibície 

transportérov na prekonanie rezistencie k testovaným modelovým cytostatikám (Obr. 

12). V bunkách transdukovaných ABC liekovými efluxnými transportérmi bol pri 

alektinibe zaznamenaný synergický efekt študovaných kombinácií takmer v celom 

rozsahu FA, čo je veľmi dôležité zistenie, keďže kombinačná liečba je široko využívaná 

v onkologickej praxi, preto je náš výsledok o synergickej aktivite alektinibu dôležitým 

faktorom, ktorý by umožnil znížiť dávky súbežne podávaných liečiv, čím sa výrazne 

zvyšuje účinnosť a bezpečnosť liečby, a teda podmieňuje racionálna farmakoterapia 

(Catarina et al., 2011). 

V určitých častiach FA sme synergický efekt pozorovali aj u parentnej línie buniek, no 

jeho hladina bola výrazne nižšia ako u buniek nadmerne exprimujúcich ABC liekové 

efluxné transportéry. Táto skutočnosť naznačuje, že síce inhibícia ABC transportérov 

zohráva rozhodujúcu úlohu v modulácii MDR prostredníctvom TKi, existuje 

pravdepodobne ešte ďalší farmakodynamický alebo farmakokinetický mechanizmus 

prispievajúci k celkovému prospešnému výsledku testovaných kombinácií liečiv. 

Výsledky kombinačných štúdií alektinibu správne korelujú s nedávno zverejnenou 

prácou sledujúcou jeho modulačný efekt za použitia rozdielnych cytostatických 

substrátov (Yang et al., 2017). 

Existujú len obmedzené informácie o synergických kombináciách alektinibu s inými 

protinádorovými liečivami a zatiaľ nebol alektinib schválený v žiadnej kombinácii, 

pričom v počiatočných štádiách klinických testov očakávajú zahájenie len tri kombinácie 

liekov, konkrétne s atezolizumabom, kobimetinibom a bevacizumabom 

(ClinicalTrials.gov, identifikátory NCT02013219, NCT03202940 a NCT02521051). 
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Obr. 11 Účinok alektinibu na protinádorovú aktivitu DAU a MTX na bunkových 

líniách MDCKII. Po vystavení buniek testovaným cytostatikám po dobu 48 hodín 

s/bez  kombinácie s 2M (DAU) alebo 1M (MTX) alektinibom bola vyhodnotená 

bunková viabilita pomocou MTT proliferačného testu spektrofotometricky. Výsledné 

hodnoty sú priemermi ± SD troch nezávislých experimentov.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

40 

 

Tab. 1 Analýza účinku alektinibu na protinádorovú aktivitu DAU a MTX na bunkových 

líniách MDCKII. Hodnoty vychádzajú z dát zobrazených na Obr. 11. Modulačný pomer 

je vyjadrený ako pomer IC50 samotného cytostatika ku IC50 kombinácie cytostatika s TKi 

v príslušnej bunkovej línii. Normalizovaný modulačný pomer vyjadruje pomer 

modulačného pomeru kombinácie liečiv v bunkovej línii nadmerne exprimujúcej ABC 

transportéry ku modulačnému pomeru kombinácie príslušných liečiv na parentných 

bunkách. Štatistická významnosť hodnôt posunu IC50 kombinácie látok ku IC50 hodnotám 

samotného cytostatika konkrétnej bunkovej línie bola hodnotená pomocou Welschovho t-

testu. Štatisticky signifikantné hodnoty boli označené 

p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**). 

Bunková 

línia 

Liečivá  

látka(y) 

IC50 

(µM) 

95% CI  

(µM) 

Modulačný 

pomer 

Normalizovaný 

modulačný pomer 

MDCKII-parentné     

 daunorubicín 0.993 (0.867-1.13)   

 mitoxantrón 1.60 (1.43-1.81)   

 daunorubicín + alektinib  0.345* (0.295-0.40) 2.88  

 mitoxantrón + alektinib 1.13ns (0.909-1.40) 1.42  

MDCKII-ABCB1     

 daunorubicín 12.1 (11.6-12.7)   

 daunorubicín + alektinib 0.681* (0.65-0.714) 17.8 6.18 

MDCKII-ABCG2     

 mitoxantrón 9.55 (9.00-10.1)   

 mitoxantrón + alektinib 0.991** (0.707-1.29) 9.64 6.79 
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Obr. 12 Analýza vplyvu 2µM alektinibu na protinádorový účinok DAU a 1µM 

alektinibu na protinádorový účinok MTX na bunkových líniách MDCKII. Použitím 

CompuSyn softvéru boli analyzované hodnoty z Obr. 11 spolu s proliferačnými hodnotami 

samotného alektinibu (dáta neuvedené). V rámci tejto metódy je synergizmus 

charakterizovaný ako kombinačný účinok vyšší než súčet účinkov jednotlivých látok (CI 

< 0,9), aditívny efekt je rovný súčtu účinkov jednotlivých látok (CI 0,9–1,1) a 

antagonizmus odpovedá kombinačnému účinku menšiemu než je súčet účinkov jednotlivo 

podaných látok (CI ˃ 1,1). FA vyjadruje % zasiahnutej frakcie buniek. Výsledné hodnoty 

sú priemermi ± SD troch nezávislých experimentov.  
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5.2.1.2 Brivanib 

Podobne ako v prípade alektinibu sme aj pri brivanibe sledovali jeho kombinácie 

s konvenčnými cytostatikami DAU a MTX na bunkových líniách transdukovaných 

ABCB1, ABCG2 a v tomto prípade aj ABCC1 transportérom, keďže v predchádzajúcom 

výskume sa brivanib ukázal ako inhibítor všetkých troch študovaných ABC liekových 

efluxných transportérov.  

Brivanib v koncentrácii 20M bol kombinovaný so zvyšujúcou sa koncentráciou DAU 

v sedembodovej koncentračnej škále, ako to bolo aj v prípade MTX v kombinácii s 15M 

brivanibom. Vybraná koncentrácia bola starostlivo zvolená na základe rovnakého 

princípu ako pri stanovení koncentrácie alektinibu v kap. 5.2.1.1. Cmax brivanibu 

stanovená v in vivo štúdii s onkologickými pacientami bola rovná 16.5µM (Mekhail et 

al., 2010). 

Výsledkom bolo preukázanie modulačnej schopnosti brivanibu u ABCB1 a ABCG2 

overexprimujúcich línií, ktorá sa v kombinácii prejavila ako posun IC50 hodnôt DAU a 

MTX v porovnaní s expozíciou týmto látkam samostatne. K posunu naopak nedošlo 

u MDCKII-ABCC1 línie. Modulačný pomer MDCKII bunkových línií bol v poradí pre 

ABCB1, ABCG2 a ABCC1 vyjadrený hodnotami 2,54; 6,92 a 0,996.  

Aby bolo možné odčítať prípadný potenciačný efekt, ktorý nebol daný inhibíciou 

transportérov, boli rovnako ako v predchádzajúcej kapitole hodnoty modulačného 

pomeru normalizované. Výsledné hodnoty 1,92; 5,82 a 0,75 v poradí pre MDCKII-

ABCB1, ABCG2 a ABCC1 jednoznačne poukazujú na účasť inhibície ABCB1 a hlavne 

ABCG2, nie však ABCC1, v prekonaní rezistencie k modelovým cytostatikám (Obr. 13 

Účinok brivanibu na protinádorovú aktivitu DAU a MTX na bunkových líniách 

MDCKII.Obr. 13, Tab. 2). 

Tieto zistenia boli potvrdené pomocou analýzy dát podľa metódy kombinačného indexu. 

Zreteľný rozdiel medzi parentnými a transdukovanými bunkami bol hlavne u MTX 

kombinácie (Obr. 14). V bunkách transdukovaných ABC liekovými efluxnými 

transportérmi bol pri brivanibe synergický efekt zaznamenaný hlavne pri vyšších 

účinných hladinách, kedy je synergická interakcia prirodzene silnejšia (Chou, 2010).  

Nedávne preklinické štúdie využívajúce rozličné bunkové línie hepatokarcinómu alebo 

ľudského karcinómu pľúc preukázali synergický efekt v kombináciách s dasatinibom 
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alebo ixabepilonom (Chang a Wang, 2013; Lee et al., 2011). Okrem toho existujú 

racionálne očakávania potenciálu brivanibu prekonať farmakodynamickú rezistenciu na 

doxorubicín sprostredkovanú FGFR-1 pomocou Raf-dependentných signálov (Alavi et 

al., 2003). 

 

 

 

Obr. 13 Účinok brivanibu na protinádorovú aktivitu DAU a MTX na bunkových líniách 

MDCKII. Po vystavení buniek testovaným cytostatikám po dobu 48 hodín 

s/bez  kombinácie s 20M (DAU) alebo 15M (MTX) brivanibom bola vyhodnotená 

bunková viabilita pomocou MTT proliferačného testu spektrofotometricky. Výsledné 

hodnoty sú priemermi ± SD troch nezávislých experimentov. 
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Tab. 2 Analýza účinku brivanibu na protinádorovú aktivitu DAU a MTX na bunkových 

líniách MDCKII. Hodnoty vychádzajú z dát zobrazených na Obr. 13. Modulačný pomer 

je vyjadrený ako pomer IC50 samotného cytostatika ku IC50 kombinácie cytostatika s TKi 

v príslušnej bunkovej línii. Normalizovaný modulačný pomer vyjadruje pomer 

modulačného pomeru kombinácie liečiv v bunkovej línii nadmerne exprimujúcej ABC 

transportéry ku modulačnému pomeru kombinácie príslušných liečiv na parentných 

bunkách. Štatistická významnosť hodnôt posunu IC50 kombinácie látok ku IC50 hodnotám 

samotného cytostatika konkrétnej bunkovej línie bola hodnotená pomocou Welschovho t-

testu. Štatisticky signifikantné hodnoty boli označené 

p ≤ 0,05 (*), p ≤ 0,01 (**). 

Bunková 

línia 

Liečivá  

látka(y) 

IC50 

(µM) 

95% CI 

(µM) 

Modulačný 

pomer 

Normalizovaný 

modulačný pomer 

MDCKII-parentné     

 daunorubicín 0.993 (0.867-1.13)   

 mitoxantrón 1.60 (1.43-1.81)   

 daunorubicín + brivanib  0.754ns (0.548-1.00) 1.32  

 mitoxantrón + brivanib 1.35ns (0.985-1.86) 1.19  

MDCKII-ABCB1     

 daunorubicín 12.1 (11.6-12.7)   

 daunorubicín + brivanib 4.76* (3.90-5.81) 2.54 1.92 

MDCKII-ABCG2     

 mitoxantrón 9.55 (9.00-10.1)   

 mitoxantrón + brivanib 1.38** (1.14-1.64) 6.92 5.82 

MDCKII-ABCC1     

 daunorubicín 5.21 (5.04-5.38)   

 daunorubicín + brivanib 5.23ns (3.64-6.88) 0.996 0.75 
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Obr. 14 Analýza kombinačného indexu 20µM brivanibu na protinádorový účinok DAU 

a 15µM brivanibu na protinádorový účinok MTX na bunkových líniách MDCKII. 

Použitím CompuSyn softvéru boli analyzované hodnoty z Obr. 13 spolu s proliferačnými 

hodnotami samotného brivanibu (dáta neuvedené). V rámci tejto metódy je synergizmus 

charakterizovaný ako kombinačný účinok vyšší než súčet účinkov jednotlivých látok (CI 

< 0,9), aditívny efekt je rovný súčtu účinkov jednotlivých látok (CI 0,9–1,1) a 

antagonizmus odpovedá kombinačnému účinku menšiemu než je súčet účinkov jednotlivo 

podaných látok (CI ˃ 1,1). FA vyjadruje % zasiahnutej frakcie buniek. Výsledné hodnoty 

sú priemermi ± SD troch nezávislých experimentov. 

5.2.2 Expresné štúdie 

V kapitole 3.1.4 bolo pojednávané o možnosti vzniku získanej rezistencie dlhodobou 

expozíciou cytostatikám mechanizmom indukcie génov zapojených do MDR. Aby sme 

dokázali/vyvrátili túto možnosť v prípade nami študovaných TKi, boli súčasťou tejto 

práce expresné štúdie zamerané na indukciu génov ABCB1, ABCC1 a ABCG2 na dvoch 

modelových líniách odvodených od NSCLC, a to A549 a NCI-H1299. Naviac sme 

použili systémové modely LS174T a Caco-2 pre zistenie, či alektinib a brivanib vykazujú 

potenciál stať sa páchateľmi farmakokinetických liekových interakcií založených na 

indukcii ABC transportérov.  

5.2.2.1 Alektinib 

Pri experimentoch na všetkých skúmaných bunkových líniách bola použitá koncentrácia 

alektinibu 0,5M, ktorá bola starostlivo zvolená na základe dvoch kritérií: (1) 

zanedbateľná cytotoxicita na modelových bunkových líniách (Obr. 15A) a (2) klinická 

relevancia založená na základe Cmax hodnoty zaznamenanej in vivo vo 

farmakokinetických štúdiách (Zhu et al., 2017).  
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Alektinib neovplyvnil hladinu mRNA študovaných ABC transportérov v zmysle 

zvýšenia ani zníženia o viac ako 100% alebo menej ako 50% v žiadnej sledovanej 

bunkovej línii (Obr. 15B, Obr. 15C, Obr. 15D, Obr. 15E). Vychádzajúc z EMA 

guidelinov (EMA, 2012) sa teda získané výsledky nemôžu považovať za pozitívne pre 

indukciu alebo naopak down-reguláciu, preto potenciál alektinibu stať sa páchateľom 

liekových interakcií založených na indukcií génov liekových efluxných transportérov, či 

ovplyvnení MDR fenotypu je nízky.  
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Obr. 15 Účinok 0,5µM alektinibu na hladinu mRNA ABCB1, ABCC1, ABCG2 na (B, 

C) systémových (LS174T, Caco-2) a (D, E) NSCLC (A549, NCI-H1299) bunkových 

modeloch. Koncentrácia alektinibu bola zvolená na základe výsledkov (A) proliferačného 

MTT testu vykonaného pred expresnými štúdiami. V samotných experimentoch 

zisťujúcich zmeny expresie boli bunky inkubované s 0,5M alektinibom a v intervaloch 

24 a 48 hodín bola stanovená hodnota úrovne mRNA cieľových génov za použitia  

qRT-PCR. Využitím ΔΔCt metódy bola vyhodnotená relatívna kvantifikácia študovaných 

ABC transportérov, pričom vnútornou kontrolou bol geometrický priemer housekeeping 

génov B2M a HPRT1. Výsledné hodnoty sú priemermi ± SD troch nezávislých 

experimentov.  
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5.2.2.2 Brivanib 

Po expozícii buniek 10M brivanibu, ktorého koncentrácia bola zvolená rovnako ako 

v kap. 5.2.2.1 na základe zanedbateľnej cytotoxicity (Obr. 16A) a klinickej relevancie 

(Mekhail et al., 2010), sme sledovali zmeny na úrovni génovej expresie ABCB1, ABCC1 

a ABCG2 v rovnakých bunkových modeloch ako v predchádzajúcom prípade.  

Vychádzajúc z EMA guidelinov (EMA, 2012), brivanib ovplyvnil hladinu mRNA 

študovaných ABC transportérov o viac ako  100% len v prípade ABCB1 génu v LS174T 

systémovom modeli (Obr. 16B) a ABCC1 génu v NSCLC modeli NCI-H1299 bunkovej 

línie (Obr. 16E). Zatiaľ čo úroveň indukcie ABCB1 pri LS174T bunkovej línii bola 

pomerne nízka, s hodnotami indukcie 2,54 a 2,09 v poradí pre 24 a 48 hodinový interval, 

up-regulácia ABCC1 bola výraznejšia, s hodnotou zmeny mRNA 4,54. Na druhej strane 

bola táto zmena pozorovaná len pri kratšom časovom intervale. Pri ostatných sledovaných 

génoch už brivanib neovplyvnil hladinu mRNA o viac ako  100% alebo menej ako 50% 

v žiadnej sledovanej bunkovej línii (Obr. 16B, Obr. 16C, Obr. 16D, Obr. 16E). 

Vzhľadom na naše výsledky je možné predpokladať, že brivanib môže spôsobiť 

systémové interakcie liekov v dôsledku indukcie ABCB1. Okrem toho zvýšenie expresie 

ABCC1 v NSCLC bunkovej línii naznačuje možnú úlohu brivanibu pri vývoji získanej 

farmakokinetickej rezistencie. K dnešnému dňu nie sú dostupné žiadne informácie 

týkajúce sa účinku brivanibu na expresiu ABC transportérov hrajúce rolu v liekovej 

rezistencii alebo liekových interakciách.  
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Obr. 16 Účinok 10µM brivanibu na hladinu mRNA ABCB1, ABCC1, ABCG2 na (B, 

C) systémových (LS174T, Caco-2) a (D, E) NSCLC (A549, NCI-H1299) bunkových 

modeloch. Koncentrácia brivanibu bola zvolená na základe výsledkov (A) proliferačného 

MTT testu vykonaného pred expresnými štúdiami. V samotných experimentoch 

zisťujúcich zmeny expresie boli bunky inkubované s 10M brivanibom a v intervaloch 24 

a 48 hodín bola stanovená hodnota úrovne mRNA cieľových génov za použitia qRT-PCR. 

Využitím ΔΔCt metódy bola vyhodnotená relatívna kvantifikácia študovaných ABC 

transportérov, pričom vnútornou kontrolou bol geometrický priemer housekeeping génov 

B2M a HPRT1. Výsledné hodnoty sú priemermi ± SD troch nezávislých experimentov. 
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6 Záver 

Rakovina pľúc je hlavnou príčinou smrti na nádorové ochorenia, kedy diagnostikovaní 

pacienti čelia veľmi nepriaznivej prognóze a akýkoľvek pokrok v terapii znamená nádej 

pre obrovskú skupinu chorých, preto sa stala predmetom nášho výskumu (Dizon et al., 

2016). Chemoterapia je základom liečby väčšiny nádorov, jej potenciál je však výrazne 

limitovaný MDR. Nadmerná expresia ABC liekových efluxných transportérov ABCB1, 

ABCC1 a ABCG2 v nádorových bunkách sa pokladá za primárnu príčinu vzniku 

farmakokinetickej rezistencie na protinádorové liečivá. Inhibícia týchto transportérov je 

preto predmetom záujmu vedúca k zefektívneniu terapie onkologických pacientov 

(Szakács et al., 2006). 

Sľubný prístup cielenej liečby predstavujú TKi, kedy je duálny efekt niektorých z nich 

okrem prvotnej inhibície cieľových enzýmov, daný tiež interakciami s ABC liekovými 

efluxnými transportérmi, výsledkom čoho je účinná modulácia MDR. Alektinib, v praxi 

už dnes využívaný ako prvá línia liečby ALK pozitívneho NSCLC a brivanib cieliaci na 

VEGFR-2 a FGFR-1 sú TKi, ktoré boli sledované v našom výskume. Konkrétne sme sa 

venovali štúdiu kombinácie tradičných cytostatík, ktoré sú substrátmi ABC liekových 

efluxných transportérov, s nami vybranými TKi, ktoré tieto transportéry dokážu 

inhibovať. V druhej časti tejto práce sme sa zamerali na to, či vybrané TKi okrem 

možného prekonania MDR nemôžu na druhej strane tento fenomén samy podporiť pri 

dlhodobom podávaní indukciou expresie génov kódujúcich tieto transportéry. Okrem 

toho sme sa snažili odhaliť, či alektinib a brivanib vykazujú potenciál pre vyvolanie 

systémových farmakokinetických liekových interakcií na úrovni zmien v expresii 

študovaných transportérov.   

V súhrne naše výsledky naznačujú, že synergická kombinácia alektinibu aj brivanibu 

s tradičnou chemoterapiou by mohla byť výhodná u pacientov s MDR sprostredkovanou 

overexpresiou ABCB1 a/či ABCG2. Oba testované TKi vykazujú obmedzený potenciál 

pre ovplyvnenie MDR fenotypu nádorových buniek, či pre to, aby sa stali páchateľmi 

liekových interakcií založených na indukcií génov liekových efluxných transportérov. 

Záverom sa dá konštatovať, že naše in vitro výsledky môžu slúžiť ako cenný základ pre 

následné in vivo štúdie, ktoré by podporili racionalitu našich hypotéz a záverov 

a teoreticky mohli priniesť účinnú a bezpečnú terapeutickú schému pre mnoho 

onkologických pacientov. 
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