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SOUHRN 

 
Standardní úlohou ABC transportérů MDR1, MRP1, BCRP (MDR1=Multidrug Resistence 

Protein 1, MRP1=Multidrug Resistance Associated Protein 1, BCRP=Breast Cancer 

Resistant Protein) v embryonálních/fetálních tkáních během intrauterinního vývoje (IUV)  

je ochrana zdravých buněk před cizorodými látkami, u nádorových buněk však tyto transportéry 

významně přispívají ke vzniku nežádoucí mnohočetné lékové rezistence (MDR). Úkolem této 

dizertační práce je přispět k pochopení, jak lze účinně potlačovat nadměrnou expresi zmíněných 

transportérů a tak omezit či obejít obranu nádorové buňky. Jako nadějná strategie se jeví inhibice 

transkripce a translace transportérů s využitím vlivu signální dráhy PI3K/Akt a s ní souvisejících 

inhibitorů receptorů tyrozin kináz (TKIs) a agonistů receptorů aktivovaných proliferátory 

peroxizomů (PPAR-). 

Pro prohloubení poznání mechanizmů MDR byly provedeny experimenty seskupené  

do dvou částí. V první části (morfologické) pomocí nepřímé dvoustupňové 

imunohistochemické metody byla zmapována exprese zmíněných ABC transportérů  

v embryonálních/fetálních tkáních tří různých orgánů, lišících se dále ještě stádiem IUV. 

V druhé části (funkční) pomocí testu životaschopnosti WST-1 bylo zjištěno, které TKIs 

a agonisté PPAR- jsou substráty vybraných ABC transportérů. Pomocí kvantitativní PCR 

s reverzní transkripcí byl popsán účinek klinicky používaných tří TKIs (imatinibu, 

nilotinibu a dasatinibu) a tří agonistů PPAR-(ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) na 

transkripci ABC transportérů, a dále pomocí průtokové cytometrie byl popsán účinek 

stejných tří TKIs na translaci ABC transportérů. Pomocí westernového přenosu byla při 

regulaci této exprese studována účast proteinů pPTEN a PPAR-zapojených do signální 

dráhy PI3K/Akt. 

U embryonálních/fetálních střev a jater byla pozorována specifická exprese zmíněných ABC 

transportérů v závislosti na fázi IUV. U embryonálních/fetálních ledvin byla pozorována specifická 

exprese transportérů v závislosti na pozici ve tkáni (pozitivita roste se stupněm diferenciace 

vyvíjejících se nefronů a tubulárního systému směrem ke dřeni), ale nikoliv na fázi IUV. 

Bylo prokázáno, že substrátem transportéru MDR1 jsou všechny tři TKIs. Tyto TKIs 

snížily expresi mRNA transportéru MDR1 už po 1. hodině od ovlivnění, zatímco  

na proteinové úrovni byl viditelný pokles exprese až po 3. dnu od ovlivnění. 

Substrátem transportéru MRP1 je pouze rosiglitazon. U buněčné linie A549 byl pozorován 

pokles exprese mRNA transportéru MRP1 po ovlivnění nilotinibem a pokles na proteinové 

úrovni (největší po ovlivnění imatinibem) až po 3. dnu od ovlivnění. U buněčné linie HEK293 

byl pozorován pokles exprese mRNA transportéru MRP1 po ovlivnění dasatinibem. 

Substrátem transportéru BCRP je imatinib a nilotinib. U obou buněčných linií  

byl pozorován nežádoucí nárůst exprese na úrovni mRNA (rychlý u buněk A549, 

pomalejší u buněk HEK293 - po 1. až 3. dnu od ovlivnění), nárůst na úrovni proteinů  

byl  pozorován u buněk A549. Hladina proteinu BCRP rostla navzdory účinku TKIs, tento 

nárůst byl pozorován dokonce s rostoucím množstvím buněčných pasáží.  

Proces regulace exprese ABC transportérů odpovědných za MDR pomocí TKIs a agonistů 

PPAR-probíhá skrze aktivaci proteinů PPAR-/pPTEN. 
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SUMMARY 

 
Three ABC transporters (MDR1, MRP1, BCRP) belonging to the family of multidrug 

resistance (MDR) proteins, play a crucial role in the protection mechanisms during 

embryogenesis and mediate drug resistance in cancer cells. The aim of this thesis is to 

contribute to better understanding how to suppress the ABC transporters mediated cancer cell 

self-defense mechanism. The inhibition of transcription or translation of ABC transporters 

via tyrosine kinesis inhibitors (TKIs) or peroxisome proliferator-activated receptors- 

(PPAR-) mediated by PI3K/Akt signalling pathway seems to be a promising strategy, which 

can restore the susceptibility of resistant cells. 

For a deeper understanding of MDR mechanisms we conducted experiments divided 

into two parts. In the first part (morphology oriented) we aimed to describe spatio-temporal 

expression pattern of ABC transporters during human prenatal development (by indirect 

two-step immunohistochemical method). In the second part (mechanism oriented) kinetics 

of three TKIs in clinical use (imatinib, nilotinib and dasatinib) and three PPAR-agonists 

(ciglitazone, rosiglitazone, troglitazone) on ABC transporters efficiency of transcription 

(using quantitative reverse transcription real-time PCR) and translation (using flow 

cytometry) was studied. We have also described the role of PPAR-and PTEN proteins 

related to PI3K/Akt signalling pathway in the process of ABC transporters expression (using 

western blotting) and the interactions of TKIs and PPAR-agonists with ABC transporters 

(using cytotoxicity WST-1 assay). 

We demonstrated differences in expression pattern of ABC transporters during IUD  

in intestine and liver, yet in kidneys the age-specific localization was not observed. 

However, the increasing positivity from the kidney surface towards deeper, more 

differentiated parts was found. 

We have proved that all three TKIs serve as substrates to MDR1 transporter. While MDR1 

mRNA is significantly down-regulated already 1 h following exposure to all three TKIs, 

down-regulation of protein expression becomes evident only after day 3. 

Although MRP1 transporter seems to be a less effective TKIs extruder, its inhibition  

of mRNA expression in A549 cells after nilotinib exposure and in HEK293 cells after 

dasatinib exposure was demonstrated. On the MRP1 protein level, slight inhibition was 

shown, as well (highest 3 d following imatinib exposure). 

BCRP is a transporter of imatinib and nilotinib. We observed up-regulation of its mRNA 

after short-time exposure to TKIs in A549 cells and 1 d or 3 d thereafter in HEK293 cells. 

The expression of BCRP protein increased regardless of TKI effect in succeeding passages. 

We observed that TKIs and PPAR-agonists-mediated down-regulation of MDR-related 

ABC transporters correlates with PPAR-γ/PTEN activation. 
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TEORETICKÁ ČÁST 

 

1. Mnohočetná léková rezistence (MDR) 

 
Léková rezistence je schopnost nádorových (a také jiných např. bakteriálních) buněk odolávat 

cytotoxickým efektům určitých léčiv a tvoří tak překážku v léčbě pacientů s různými typy 

tumorů, infekčních onemocnění apod. V posledních letech jsou způsoby oslabení této 

rezistence předmětem zájmu mnoha studií. 

Pokud rezistence existuje již před prvním použitím léků, jedná se o rezistenci přirozenou 

(primární). Získaná (sekundární) rezistence vzniká až v průběhu léčby, kdy původně 

citlivé buňky se postupně stávají k dané cytotoxické látce rezistentní. Při ztrátě citlivosti 

k určitému léčivu však může být zachována citlivost k jiným látkám. Pokud při vzniku 

rezistence na jednu látku vzniká současně rezistence i na jinou strukturálně příbuznou látku, 

jedná se o rezistenci zkříženou. Mnohdy se však vyskytují případy zkřížené rezistence 

mezi látkami, které jsou strukturálně i funkčně nepříbuzné a přitom se mohou lišit i jiným 

mechanizmem účinku – tehdy se jedná o tzv. mnohočetnou lékovou rezistenci (MDR) (1). 

MDR byla poprvé popsána v roce 1970 na buněčné linii izolované z plic čínského křečka 

a na buněčné linii myší leukémie. Autoři zde pozorovali zkříženou rezistenci na aktinomycin 

D a zároveň na vinblastin a daunomycin (2). 

K potlačení vznikající sekundární rezistence buněk se mnohdy zvyšují dávky léčiv  

(i za cenu zesílení jejich vedlejších účinků). Bohužel, tímto současně dochází ke 

zdokonalování a posilování obranných mechanizmů buněk působících proti těmto lékům. 

Takto vzniká MDR. Jakmile  se  MDR  jednou  objeví,  je  již  podání  dalších  léčiv  neúčinné,  

dochází k toxickému efektu a ke zhoršení zdravotního stavu pacienta (3). Nutno však 

poznamenat, že problematika MDR se netýká jenom protinádorových léčiv, ale i antibiotik, 

antimykotických, antiparazitárních a jiných léků.  

Existuje velké množství mechanizmů podílejících se na vzniku MDR (přitom každému 

druhu nádoru odpovídá jiný soubor specifických mechanizmů). Jedná se o změny 

farmakokinetiky léků (snížení resorpce a distribuce, urychlení biotransformace a vylučování 

léků), o změny cytokinetiky buněk (zvyšování podílu nádorových buněk přecházejících 

ze  stavu  G1  do  klidového  stavu  G0,  nárůst  spontánních  mutací  vedoucích  k  selekci 

a následnému pomnožení rezistentního klonu buněk). Jedná se také o strukturální a funkční 

změny buňky, které spočívají v nastolení obranných buněčných mechanizmů zahrnujících: 

regulaci průchodu látek do buňky (s cílem jeho omezení), aktivaci detoxifikačních enzymů 

a  reparačních  mechanizmů  DNA,  inhibici  apoptózy,  změny  v  mikroprostředí    buňky 

a v signálních dráhách regulujících kontrolní body buněčného cyklu, a také zvýšení vylučování 

léčiv díky nadměrné expresi membránových transportních proteinů (neboli transportérů  

či přenašečů) odpovědných za MDR – viz tabulka č. 1 (4). 
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Tabulka č. 1 – Mechanizmy charakterizující mnohočetnou lékovou rezistenci 
 
 

MECHANIZMUS POPIS 

změny farmakokinetiky léků 

snížení resorpce snížení vstřebávaní léčiva v trávicím traktu 

snížení distribuce 
horší pronikání léků do některých, např. odlišně 

prokrvených míst (nádorů) 

urychlení biotransformace 

(metabolizmu) léků 

rychlejší přeměna léků na jiné neaktivní sloučeniny 

většinou podmíněna biochemickými procesy 

enzymatického původu 

urychlení vylučování léků 
rychlejší vylučování léků a jejich metabolitů 

z krevního oběhu do vnějšího prostředí 

změny cytokinetiky buněk 

zvyšování podílu nádorových buněk 

přecházejících ze stavu G1 do stavu G0 

 

  ve stavu G0 jsou buňky méně citlivé k lékům 

 
nárůst spontánních mutací 

vznik heterogenní populace buněk s odlišnou citlivostí 

k léku, selekce a pomnožení rezistentního klonu 

buněk 

strukturální a funkční změny buňky 

 
regulace průchodu látek do buňky 

snížená exprese transportérů zajišťující přítok látek do 

buňky, změny ve složení membránových lipidů cílené 

na znesnadnění průchodu látek buněčnou membránou 

aktivace detoxifikačních enzymů 
inaktivace toxinů díky enzymům fáze I. a II. např. 

GSH (glutathion), GST (glutathion-S-transferáza) 

 

 
aktivace reparačních mechanizmů DNA 

odstranění pro buňku nežádoucích zásahů do 

struktury DNA: korekce párování bází, obnovení 

fosfodiesterové vazby spojující nukleotidy, chemická 

modifikace bází (alkyltransferáza, topoizomeráza 

I a II) 

 
inhibice apoptózy 

inhibice skrze vnitřní mitochondriální dráhu a 

narušení rovnováhy mezi pro- a anti-apoptotickými 

faktory (např. Bcl-2, Bcl-xL, Bax, survivin) 

změny v mikroprostředí 
pH, hypoxie, populace buněk v klidovém 

(quiscentním) stavu 

změny v signálních dráhách 
signální dráhy regulující apoptózu, kontrolní body 

bun. cyklu (např. p53, NF- κB) 

změny v intracelulárním prostředí 

buňky 

zvýšení vakuolizace, změny struktury a funkce 

lysozómů 

exprese membránových proteinů 
nadměrná exprese ABC transportérů odpovědných 

za MDR 
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2. ABC transportní proteiny odpovědné za MDR 
 

2.1 Obecná charakteristika 

 
ABC transportní proteiny (ABC=ATPbinding casette - ATP-vážící kazetu), patří do nadrodiny 

transmembránových proteinů nacházejících se ve všech organizmech od bakterií po člověka. 

Využívají energii z hydrolýzy ATP (adenosin trifosfát) k transportu různých molekul  

přes buněčnou membránu z cytoplazmy do vnějšího prostředí buňky (viz obrázek č.1).  

U eukaryot se ABC transportéry kromě cytoplazmatické membrány nachází také  

na membránách dalších organel, jako jsou např. endoplazmatické retikulum, mitochondrie, 

peroxisomy, kde fungují jako jednosměrní přenašeči substrátů (většinou z cytoplazmy  

do organely, vzácněji z jedné organely do druhé). U nádorových buněk, působí ABC 

transportéry jako pumpy a vylučují chemoterapeutika, čímž snižují koncentraci těchto léků 

v buňkách a omezují tak jejich cílené působení. Pumpy jsou aktivní u širokého spektra 

lidských nádorů, včetně lymfomů, leukemií, rakoviny prsu, plic a vaječníku. Čím víc těchto 

pump nádorová buňka obsahuje, tím je menší očekávaná efektivnost chemoterapie (5, 6, 7). 

 
 

 

 
 

Obrázek č. 1: Schéma transportu exo- a endogenních látek pomocí ABC transportních proteinů 

– upraveno podle Fletcher JI. a kol., 2010 – (8) 

 

Existuje 49 typů lidských ABC transportérů, které jsou podle organizace jejich domén 

a podle homologie aminokyselin rozdělené do sedmi podrodin proteinů označených ABCA-G. 

Konkrétní označení každého transportéru je doplněno o jeho pořadové identifikační číslo, 

tedy např. ABCA1, ABCA2, atd. Přehledné rozdělení všech lidských ABC transportérů  

– viz tabulka č. 2. 
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Tabulka č. 2: Stručný přehled lidských ABC transportérů 
 
 

 

skupina 

 

Nc 

 

Nr 
vybrané transportéry 

označení alternativní názvy funkce 

 

 

 

ABCA 

 

 

 

13 

 

 

 

1 

ABCA1 ABC1 transport cholesterolu do HDL 

ABCA2 ABC2 léková rezistence 

ABCA3 ABC3/ABCC sekrece surfaktantu 

 
ABCA4 

 
ABCR 

transport derivátů vit.A 

(N-Retinylidin) z vnější strany 

čípku do cytoplazmy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABCB 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 

ABCB1 PGP1/MDR1 
mnohočetná léková rezistence 

(MDR) 

ABCB2 TAP1 
transport peptidů do ER, součást 

HLAI 

ABCB3 TAP2 
transport peptidů do ER, součást 

HLAI 

ABCB4 PGY3/MDR3/PFIC3 
transport žlučových solí, léková 

rezistence 

 
ABCB6 

 
MTABC3 

transport proteinových prekurzorů 

obsahujících Fe/S komplexů 

v mitochondriích 

 
ABCB7 

 
ABC7 

transport proteinových prekurzorů 

obsahujících Fe/S komplexů 

v mitochondriích 

 
ABCB8 

 
MTABC1 

transport proteinových prekurzorů 

obsahujících Fe/S komplexů 

v mitochondriích 

 
ABCB10 

 
MTABC2 

transport proteinových prekurzorů 

obsahujících Fe/S komplexů 

v mitochondriích 

ABCB11 SPGP/BSEP/SPGP 
transport žlučových solí, léková 

rezistence 
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skupina 
 

Nc 
 

Nr 
vybrané transportéry 

označení alternativní názvy funkce 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABCC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8 

ABCC1 GS-X /MRP1 
mnohočetná léková rezistence 

(MDR) 

 
ABCC2 

 
MRP2/cMOAT/DJS 

sekrece záporně nabitých 

organických molekul, 

léková rezistence 

ABCC3 
MRP3/MOAT-D/ 

cMOAT2 
léková rezistence 

ABCC4 MRP4/MOAT-B 
transport nukleosidů, léková 

rezistence 

ABCC5 
MRP5/MOAT-C/ 
ABC11 

transport nukleosidů, léková 

rezistence 

CFTR ABCC7 chloridový kanál 

ABCC8 SUR sulfonylmočovinový receptor 

ABCC9 SUR2 
regulace K(ATP) kanálu – sekrece 

inzulínu 

ABCC10 MRP7 léková rezistence 

ABCC11 MRP8 léková rezistence 

 
ABCD 

 
4 

 
0 

 
ABCD1 

 
ALD 

regulace transportu mastných 

kyselin (VLCFA) 

v peroxizómech 

ABCE 1 0 ABCDE1 OABP/RNSYI protein vázající oligoadenylát 

ABCF 3 0 – – – 

 

 

 

 
ABCG 

 

 

 

 
5 

 

 

 

 
1 

ABCG1 ABC8/White transport cholesterolu 

ABCG2 MXR/ABCP/BCRP 
mnohočetná léková rezistence 

(MDR) 

ABCG5 White3/Sterolin-1 
transport sterolů ve střevech 

a játrech 

ABCG8 Sterolin-2 
transport sterolů ve střevech 

a játrech 

 

Zkratky: Nc – celkový počet transportérů, Nr – počet transportérů způsobujících rezistenci – 

upraveno podle Dean a kol., 2002 (9) a Stavrovskaya a kol., 2008 (10) a „The National Centre 

of Biotechnology Information (NCBI)“. 

 

Obecně se ABC transportní proteiny skládají z domén vázajících ATP, (tzv. NBD=nukleotide 

binding domain) a z transmembránových domén (tzv. TMD=transmembrane domain), které 

obsahují 6-12 transmembránových α-helixů. Tyto domény jsou kódovány buď jednou 

molekulou mRNA a existují ve formě monomeru (tzv. úplné transportéry obsahující jednu 

NBD a jednu TMD) nebo jsou kódovány dvěma molekulami mRNA, z nichž každá kóduje 
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pouze polovinu domén (11). Pro vytvoření funkčního transmembránového „póru“ tyto 

domény homo-  nebo  heterodimerizují  (tzv.  poloviční  transportéry  obsahující  dvě NBD 

a dvě TMD) (12, 13) – viz obrázek č. 2. 

Recentní genomové studie ukazují, že domény vázající ATP mají charakteristickou 

strukturu a obsahují jedny z nejkonzervovanějších proteinových sekvencí, které nacházíme 

téměř u všech buněčných organizmů (14). Skládají se z 200-250 aminokyselin seskupených 

do šesti oblastí: Walker A motiv, Walker B motiv (oba přítomné u všech proteinů vázajících 

ATP) (15), C motiv (jinak také „ABC signature region“) typický pro ABC transportéry,  

dále Q-, D- a H-smyčka. Q-smyčka je původcem interakcí mezi vlastní NBD doménou  

a doménou TMD a to takovým, že spojuje hydrolýzu ATP (reaguje s gamma fosfátem 

molekuly ATP) s konformační změnou TMD domény. Tyto interakce jsou nezbytné pro 

aktivaci transportéru a správný přenos substrátu. D-smyčka odpovídá za interakci mezi 

vlastní NBD doménou a sousedící NBD doménou (obsahuje totiž aspartát, který reaguje 

s asparaginem Walker A motivu sousedící NBD domény). H-smyčka obsahuje histidin 

umožňující polarizaci molekuly vody nutné pro hydrolýzu ATP (16, 17) – viz obrázek  

č. 3. Studie ukazují také, že v nepřítomnosti ATP je mezi dvěma doménami NBD mezera, 

která se po navázání ATP uzavře a semkne tak substrát (18). 

 

2.2 Tři typy ABC transportérů 

 
Tři z výše uvedených ABC transportérů (viz tabulka č. 2) jsou nalezeny jak v lidských, tak 

v hlodavčích tkáních u téměř všech nádorových buněk vykazujících MDR. Jsou to: ABCB1/ 

PGP1/MDR1, ABCC1/GS-X/MRP1 a ABCG2/MXR/BCRP (19). 

 

Obrázek č. 2: Schéma struktury ABC transportérů 

A) Struktura MDR1  proteinu  se  dvěma  transmembránovými  doménami  (každá obsahuje 

6 α-helixů) a se dvěma doménami vázající ATP. 

B) Struktura MRP1 proteinu se dvěma transmembránovými doménami, jednou přídavnou 

doménou (obsahující 5 α-helixů na NH2 konci) a dvěma doménami vázající ATP. 

C) Struktura BCRP proteinu s jednou transmembránovou doménou a jednou doménou 

vázajícími ATP (na rozdíl od předchozích dvou orientované na NH2 konci) – upraveno podle 

Gottesman a kol., 2002 (4). 
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Obrázek č. 3: Schéma struktury NBD domény – upraveno podle Schneider a kol., 1998 (20) 

 

2.2.1 ABCB1/PGP1/MDR1 

První z výše uvedených ABC transportérů MDR1 (MDR1=Multidrug Resistence Protein 1) 

je často označován také jako P-glykoprotein (P-gp). Tento protein byl objeven v roce 

1976 Julianem a Lingem (21), ale jeho funkce byla objasněna až v roce 1993 (22) a úloha  

v rezistenci až v roce 1996 (23). Je to 170 kDa ATP-dependentní vylučovací pumpa obsahující 

1280 aminokyselin, kódována genem mdr1 (24, 25) nacházejícím se na chromozómu 7q21.1 

(26). Myši mají dokonce dva homology MDR1 a to: gen Abcb1a kódující MDR1A a gen 

Abcb1b kódující MDR1B (27, 28). Tato pumpa MDR1 je exprimována v mnoha zdravých 

tkáních jako jsou: nadledviny, ledviny, játra, mozek, střeva a v hematopoetických 

kmenových buňkách, kde plní exkreční a protektivní funkci a také reguluje hladinu hormone 

v buňkách (29, 30). Protein MDR1 podléhá posttranslačním modifikacím jako  

je glykosylace, fosforylace a defosforylace (fosforylace má vliv na jeho aktivitu). Nadměrná 

exprese MDR1 je jednou z nejčastějších příčin vzniku MDR fenotypu (31) a je postačující  

k získání mnohočetné lékové rezistence (32). 

 
2.2.2 ABCC1/GS-X/MRP1 

Druhý z výše uvedených ABC transportérů je MRP1 (MRP1=Multidrug Resistance 

Associated Protein 1). Tento protein byl objeven v roce 1992 Colem a kol. u buněk karcinomu 

plic, které byly rezistentní na doxorubicin, ale nevykazovaly zvýšenou expresi MDR1 (33). 

Později byl také prokázán i u dalších rezistentních buněčných linií a nádorových tkání (34). 

Je to 190 kDa ATP-dependentní vylučovací pumpa obsahující 1531 aminokyselin, kódována 

genem mrp1 nacházejícím se na chromozómu 16p13.1 (35, 36). U člověka je identifikováno 

dalších 8 homologů MRP: ABCC2-6/MRP2-6 a ABCC10-12/MRP7-9. Jejich fyziologická 

role je málo známá, nicméně je možné, že hrají roli v procesu detoxifikace buňky a rovněž 

se podílejí na vzniku lékové rezistence (37). 

 

2.2.3 ABCG2/MXR/BCRP 

Třetí z výše uvedených ABC transportérů je BCRP. Je to 72 kDa ATP-dependentní vylučovací 

pumpa obsahující 655 aminokyselin, kódována genem bcrp nacházejícím se na chromozómu 
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4q22 (38). Tato pumpa byla nezávisle na sobě objevena v několika laboratořích, proto 

také dostala různé názvy. V roce 1998 byla klonována cDNA této pumpy z rezistentních 

buněčných linií odvozených od nádoru prsu (BCRP=Breast Cancer Resistant Protein) (39) 

a od buněk placenty (ABCP=Placenta-specific ATP-binding casette gene) (40). V roce 

1999 byla Miyakem a kol. klonována cDNA z buněčné linie nádoru střeva rezistentní  

na mitoxantron v přítomnosti verapamilu (kvůli blokaci funkce MDR1) (MXR= 

Mitoxantrone Resistant Protein) (41). V roce 2001 byl nalezen rozdíl mezi transportérem 

BCRP a MXR a to v mutaci na aminokyselině 482. Mutantní forma BCRPR482G (transportér 

MXR) obsahuje glycin nebo treonin místo argininu a získává tak oproti nemutované formě 

schopnost transportu doxorubicinu (42). Nedávno Krishanamurthy a kol. dokázali, že 

exprese pumpy BCRP je indukována hypoxií a že regulaci této exprese ovlivňuje 

hypoxický inducibilní faktor HIF-1 (HIF-1=Hypoxia-Inducible Transcription Factor 

Complex 1) (43). 

 

2.3 Substrátová specifita 

 
ABC transportéry se mezi sebou liší jak v molekulární struktuře tak v substrátové specifitě. 

Je pozoruhodné, že téměř pro každou molekulu, která musí projít přes cytoplazmatickou 

membránu, existuje specifický ABC transportér, jako „nosič“ této molekuly. Dříve popsané  

tři klíčové transportéry odpovědné za MDR chrání (zdravé i nádorové) buňky  

před škodlivými látkami obsaženými ve vylučovaných metabolitech a jiných exogenních 

substrátech, které se dostávají do extracelulárního prostředí a potom až do samotných 

buněk. Transportéry MDR1 a BCRP váží a vylučují pozitivně i negativně nabité léky nebo 

různé endo- a exogenní lipofilní substráty (jako lipidy, steroidy, peptidy a xenobiotika). 

Naproti tomu transportér MRP1 váže a vylučuje lipofilní nebo amfipatické substráty 

konjugované s glukuronidy, sulfáty nebo glutathiony (36), přičemž tyto substráty mají 

záporný náboj. MRP1 váže substráty z cytoplazmy, kdežto MDR1 přímo z cytoplazmatické 

membrány (44, 45). BCRP kromě xenobiotik reaguje mj. s porfyriny, kyselinou močovou 

(jeho porucha způsobuje dnu) (46), sulfatovanými steroidy (47, 48) a cholesterolem, který 

stimuluje bazální ATP-ázovou aktivitu a napomáhá tak transportu léčiv (49). 

Mezi léčiva, která jsou nejčastěji substráty těchto tří transportérů patří: vinca alkaloidy, 

anthracykliny, antibiotika, antrachinony, taxany, epipodofylotoxiny, antimetabolity, 

antivirotika, kamptoteciny, antiandrogeny, antihypertenziva, kardioaktivní glykosidy, 

kortikosteroidy, imunosupresiva, opioidní analgetika, toxiny a další cytotoxické látky  

– přehledně viz tabulka č. 3. 
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Tabulka č. 3: Přehled vybraných substrátů a jejich vazeb na jednotlivé ABC transportéry 
 
 

  transportéry  

látka MDR1 MRP1 BCRP citace 

 
vinca alkaloidy 

nevalbin ano - - 50 

vinblastin ano ano ano 50, 51, 57 

vinkristin ano ano ano 50, 51 

 

 

antracykliny 

daunorubicin ano ano ano 50, 51 

doxorubicin ano ano ano 50, 51 

epirubicin ano ano ano 50 

idarubicin ano ano ano 50 

Antibiotika cytotoxická aktinomycin D ano ano - 51 

tetracyklinová tetracyklin ano - - 51 

fluorochinolinová difloxacin ano ano ano 51 

beta-laktamová ampicilin ano - ano 51 

makrolidová erythromycin ano ano ano 51 

ketolidová telithromycin ano - - 51 

aminoglykosidová puromycin ano - ano 52, 53 

antrachinony mitoxantron ano ano ano 50, 51 

taxany 
paklitaxel ano - - 50, 51 

docetaxel ano - - 50, 51 

epipodofylotoxiny 
etopozid (VP16) ano ano ano 50, 51 

tenipozid ano ano ano 50 

antimetabolity 
methotrexát ano ano ano 50, 51 

cladribin   ano 51 

antivirotika indinavir ano ano  51 

 
kamptoteciny 

irinotekan ano ano ano 50 

topotekan ano - ano 50, 51 

SN-38 ano ano ano 50 

antiandrogeny 
flutamid - ano - 54 

hydroxyflutamid - ano - 54 

antihypertenziva prazosin ano - ano 51 

kardioaktivní glykosidy digoxin ano - - 51, 57 

kortikosteroidy dexamethason ano - - 51 

imunosupresiva cyklosporin A ano - - 51 

opioidní analgetika morfin ano - - 51 

toxiny 
aflatoxin B1 - ano ano 55, 56 

methoxychlor - ano - 55 

 

 

další cytotoxické látky 

mitomycin C ano - - 51 

kolchicin ano - - 51 

cisplatina - ano - 50 

flavopiridol ano - ano 50, 51 
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2.4 Inhibitory 

 
Aktivitu ABC transportérů je možno omezovat či dokonce zablokovat. Jedním ze způsobů je 

použití specifických molekul tzv. inhibitorů a modulátorů, které pomáhají obnovit citlivost 

buněk k cytotoxickým léčivům (3). Doposud byly vyvinuty tři generace inhibitorů ABC 

transportérů. 

První a druhou generaci inhibitorů tvoří tzv. kompetitivní inhibitory. Tyto inhibitory jsou 

substráty transportérů soutěžící s cytotoxickými léčivy o vazbu na aktivní místo. Pokud má 

inhibitor a cytotoxická látka k aktivnímu místu podobnou afinitu, pak při vyšší koncentraci 

inhibitoru je menší pravděpodobnost vazby léčiva a jeho transportu skrze buněčnou 

membránu. Naopak čím vyšší je koncentrace cytotoxické látky, tím je inhibice méně účinná. 

Kromě toho inhibitory jsou však i substráty jiných transportérů a enzymových systémů 

(např. cytochromu P450 3A4), což v přítomnosti chemoterapeutik může způsobit 

nepředvídatelné farmakokinetické interakce a ohrozit tak zdraví pacienta (58, 59). 

Třetí generaci tvoří tzv. nekompetitivní inhibitory, které se vážou na jinou část molekuly 

transportéru (tedy nikoliv na aktivní místo) než substráty. Touto vazbou inhibitory indukují 

konformační změnu ABC transportéru, po které aktivní místo není už rozpoznatelné 

substrátem a proto nedochází k hydrolýze ATP a k přenosu léčiva (60). 

Bylo popsáno  mnoho  inhibitorů  syntetické  nebo  přírodní  povahy,  avšak  jen některé 

z nich dosáhly fáze klinických studií (61). V první klinické studií z roku 1980 byl testován 

účinek první generace inhibitorů transportéru MDR1: verapamilu a cyklosporinu A.  

Tyto látky vykázaly vysokou toxicitu a vedlejší účinky se dostavily dříve, než dosáhly 

účinku inhibičního. Druhou generací inhibitorů MDR1 představuje valsopodar (PSC 833), 

který je už specifičtější a také méně toxický. 



21 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabulka č. 4: Přehled inhibitorů ABC transportérů odpovědných za MDR 
 
 

transportér inhibitor generace transportér inhibitor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

MDR1 

verapamil I.  

 

 

 

 

 

 

MRP1 

probenecid 

cyklosporin A I. sulfipyrazon 

chinin I. indometacin 

chinidin I. MK571 

nifedipin I. verapamil 

dexniguldipin I. quercitin 

amiodaron I. genistein 

valspodar (PSC-833) II. biricodar (VX-710) 

biricodar (VX-710) II. cyklosporin 

GG918 II. V-104 

elacridar (GF120918) III. sulindac 

tariquidar (XR-9576) III. tariquidar (XR-9576) 

dofequidar (MS 209) III. dofequidar (MS 209) 

zosuquidar (LY335979) III.  

 

 

 

 
BCRP 

fumitremorgin C 

laniquidar (R101933) III. Ko132, Ko134 

ONT-093 III. cyklosporin A 

S9788 III. flavopiridol 

OC144-093 III. novobiocin 

pyronaridin III. elacridar (GF120918) 

V-104 III. imatinib 

pluronic L61 jiné gefitinib 

 tariquidar (XR-9576) 

 

– upraveno podle Boumendel a kol., 2009 (50).   

 

 

2.5 Expresní profil ABC transportérů v lidském těle 

 
2.5.1 Střeva, játra, ledviny 

V zažívacím traktu dochází  k  prvnímu  kontaktu  s  požitými toxiny.  Transportéry MDR1 

a BCRP jsou zde lokalizovány zejména v apikální části střevních klků, kde díky aktivnímu 

transportu toxinů do lumen střeva snižují podíl toxických látek procházejících dál do těla 

(62).  Transportér  MRP1  je  lokalizován  v  bazolaterální  části  slizničních  krypt tenkého 

i tlustého střeva, kde transportuje toxiny do krve. Rozmístění jednotlivých transportérů 

proximodistálně se liší v jednotlivých úsecích zažívacího traktu. Transportér MDR1  

se nachází hlavně v ileu (63), kdežto transportér BCRP hlavně v duodenu a jejunu, směrem 

k tračníku jeho množství postupně klesá (64, 65). Bylo prokázáno, že v lidském střevě 

transportér BCRP se podílí na reabsorpci topotekanu (66), inhibice tohoto transportéru 

pak u myší vede ke zvýšení absorpce irinotekanu o 63% (67). 
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Portální véna dále vede krev do jater, orgánu, kde probíhá hlavní proces detoxifikace. 

V potkaních játrech se MDR1 a BCRP transportéry nachází v žlučových kanálcích 

azprostředkovávajíeliminacitoxinůrozpustnýchvtucíchdožluči(68, 69, 70). Vhepatocytech 

ABC transportéry transportují xenobiotika do krve, která následně prochází renální filtrací. 

V tubulárním systému nefronů transportéry MDR1 a BCRP transportují endogenní toxické 

produkty metabolizmu do moče (71, 72). 

Myši s „knokautovanými“ ABC transportéry jsou více citlivé na působení toxinů, také 

mají sníženou schopnost sekrece xenobiotik ve střevě do lumen a v játrech do žluče  

(73, 74, 75). U Mrp1-/- myší byla prokázána polyurie, což naznačuje úlohu tohoto 

transportérů v reabsorpci vody ve sběrných kanálcích (76). Naopak funkce ledvin u Bcrp-/- 

byla normální. Zajímavostí však je, že tyto myši měly méně „vedlejší populace“ (SP=Side 

population) hematopoetických kmenových buněk (HSCs) v kostní dřeni (77). 

 

2.5.2 Ostatní tkáně 

Kromě výskytu v buňkách nádorových a v buňkách kmenových (KB) (78) se ABC 

transportéry hojně nacházejí na rozhraní různých tkání nebo prostředí (na bariérách)  

– viz obrázek č. 4. Slouží zde hlavně jako ochránci před toxickými látkami a kontrolují 

distribuci živin. Jedná se o tyto tkáně: epitel tenkého a tlustého střeva, hepatocyty a žlučové 

kanálky jater, ledvinové tubuly (všechny tyto tkáně jsou předmětem zájmu této práce), 

dále také syncytiotrofoblast placenty (40, 79, 80), prsní žláza u žen (81), bariéra mezi krví  

a mozkem (hematoencefalická bariéra) (82) a bariéra mezi krví a varlaty u mužů (testikulární 

bariéra) (83). 

 
 

 

Obrázek č. 4: Exprese ABC transportérů v lidských tkáních – převzato z Huang a kol., 2006 (84) 



23 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 Fyziologické funkce 

 
ABC transportéry odpovědné za MDR kromě funkce ochranné mají také další fyziologické 

úlohy. Transportér MDR1 a obzvláště transportér BCRP se nachází v kmenových buňkách 

různých typu tkání a začal být považován dokonce za marker kmenových buněk (KB)  

(85, 86). Nadměrná exprese transportéru BCRP inhibuje hematopoézu KB, proto se 

předpokládá, že eliminuje z buněk substráty zodpovědné za jejich diferenciaci. Také v 

neurálních KB transportéry MDR1 a BCRP regulují příjem molekul zapojených do 

diferenciačního procesu. V průběhu diferenciace neurálních buněk klesá exprese MDR1 a 

nestinu (marker neurálních prekurzorů) a zároveň stoupá exprese GFAP (gliální fibrilární 

kyselý protein). Pomocí cyklosporinu A (inhibitoru transportéru MDR1) dochází k inhibici 

procesu proliferace neurálních buněk (87). 

Transportní protein MDR1 se nachází také na cytoplazmatické membráně lymfocytů, kde 

transportuje cytokiny a moduluje tak funkci NK buněk (NK=natural killer), dendritických 

buněk a CD8+ lymfocytů (88). 

Transportní protein MRP1 má vliv na migraci dendritických buněk z periferních tkání  

do lymfatických uzlin během zánětlivé reakce tím, že transportuje leukotrieny, které 

zajišťují správnost této migrace. Tato migrace je narušena u myší s „knokautovaným“ genem 

MRP1 (Abcc1-/- myší), ale po přidání exogenních leukotrienů C4 nebo D4 se opět obnoví. 

Předpokládá se, že vylučování těchto leukotrienů v dendritických buňkách pomocí 

transportéru MRP1 je řízeno autokrinně a je klíčové pro jejich správnou migraci (89). 

Transportér MRP1 je hojně exprimován v Leydigových buňkách, kde eliminuje konjugáty 

estrogenu. Předpokládá se, že hraje obrannou funkci před feminizujícím účinkem tohoto 

hormonu (90). 

Je známo, že transportní protein BCRP se ve velké míře nachází v placentě, kde kromě 

toxických látek transportuje také prekurzory a metabolity estrogenu z těla plodu do těla 

matky a stává se důležitým regulátorem syntézy steroidních hormonů během těhotenství 

(91). V prsní žláze kromě eliminace xenobiotik, reguluje také transport riboflavinu, biotinu 

a vitamínu K do mléka (92). 

Zajímavostí je, že exprese ABC transportérů je částečně rozdílná v závislosti na pohlaví. 

U myších  samic  byla  nalezena  vyšší  hladina  exprese  transportéru  MRP1  v  ledvinách 

a v játrech (93). U myších samců ve žlučovodech se nachází mnohem vyšší množství transportéru 

BCRP, což vede k mnohem efektivnějšímu transportu látek z plazmy do žluči (94). 

Ke zvýšené expresi ABC transportérů dochází v hypoxických podmínkách. Za těchto 

podmínek buňky aktivují transportér BCRP skrze HIF-1 signální dráhu. Tento transportér má 

důležitou úlohu, umožňuje totiž eliminovat hem a porfyrin akumulovaný v buňce způsobující 

poškození mitochondrií (95). Aktivace transportéru BCRP může být také evoluční strategií 

umožňující přežití embrya v podmínkách s nízkým obsahem kyslíku (embryo se vyvíjí za 

fyziologicky hypoxických podmínek – O <2%) (96). 
2 
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3. Signální dráha kináz PI3K/Akt a její vliv na expresi 
ABC transportérů odpovědných za MDR 

 

3.1 Signální dráha kináz PI3K/Akt 
U  nádorových  buněk  nadměrná  exprese  ABC  transportérů  je  nežádoucí  a  je   jedním 

z faktorů charakterizujících MDR. Na transkripční úrovni je exprese regulována geneticky 

a epigeneticky a na posttranskripční úrovni je exprese regulována změnou proteinové stability 

a ovlivněním transportu ABC transportérů na membránu (97). Transkripce ABC transportérů 

je regulována významně pomocí signální dráhy PI3K/Akt, se kterou jsou úzce propojeny 

tyrozin kinázové receptory (TKR) a receptory aktivované proliferátory peroxizómů 

(PPARs). Předmětem studia této práce je popsat účinek ligandů obou typů receptorů 

na expresi ABC transportérů odpovědných za MDR. 

PI3K/Akt signální dráha je jednou z hlavních signálních drah podílejících se na regulaci 

buněčné proliferace, apoptózy, růstu, glukózového metabolizmu, buněčného pohybu  

a invazivitě buněk (98). Fosfatidylinozitol 3-kináza (PI3K) je enzym asociovaný  

s receptory na buněčném povrchu, tvořící s nimi komplexy. K aktivaci tohoto komplexu 

dochází po navázání růstových faktorů, cytokinů a jiných ligandů. Následně enzym PI3K 

fosforyluje lipidy, např. lipid fosfatidylinozitol-4,5bis-fosfát (PIP2) fosforyluje na lipid 

fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfát (PIP3). Takto PI3K řídí celou řadu intracelulárních 

signálních drah. Jeho hlavním úkolem je však aktivace protein serin/treoninové kinázy Akt 

(jinak protein kinázy B) pomocí PDK1 (PDK1=3´-phosphoinozitide-dependent kinase1). 

Kináza Akt může fosforylovat další kinázy, transkripční faktory a jiné regulační molekuly 

(99). Jedním z transkripčních faktorů, který fosforyluje Akt jsou NF-κB nebo STAT. PI3K 

je možné inhibovat pomocí nádorového supresoru PTEN (PTEN=Phosphatase and Tensin 

Homolog Deleted in Chromosome Ten) (100), který naopak defosforyluje fosfatidylinozitol 

3,4,5 trisfosfát (101) (viz obrázek č. 7.). 

Nedávno bylo prokázáno, že signální dráha PI3K/Akt mj. reguluje expresi ABC 

transportérů odpovědných za MDR. Aktivace signální dráhy PI3K/Akt je spouštěcím 

mechanizmem vzniku rezistence různých typů nádorových buněk vůči cytostatikům. 

Inhibice této signální dráhy má za následek zvýšení citlivostí různých buněčných linií: 

karcinomu mléčné žlázy na tamoxifen (102), rakoviny močového měchýře na doxorubicin 

(103), adenokarcinomu pankreatu na gemcitabin (104) a nemalobuněčného karcinomu plic 

na mnoho druhů chemoterapeutik (105, 106). 

Pomocí wartmanninu jako inhibitoru PI3K (107) došlo na modelu buněčné linie blastů 

AML ke snížení exprese fosforylované formy proteinu Akt a také transportéru MRP1. 

Předpokládá se, že jiný inhibitor LY294002 ovlivňuje Golgiho aparát a způsobuje translokaci 

transportérů z cytoplazmatické membrány do cytoplazmy a následně pokles jejich funkce 

(108, 109). Byl však pozorován také opačný efekt (zvýšení exprese) u melanocytů buněčné 

linie MEL4M a to po krátkodobém působení tohoto inhibitoru (teprve dlouhodobá inhibice 

vedla ke snížení exprese ABC transportérů). Důvod tohoto chování nebyl dosud plně 
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objasněn, spekuluje se však, že melanocyty potřebují ABC transportéry na export látek 

produkovaných během melanogeneze (110). Transkripční faktor NF-κB má vazebné místo 

v promotorové oblasti transportéru MDR1 a proto se přímo podílí na regulaci jeho 

transkripce (111). Inhibice PI3K pomocí wortmanninu a inhibitoru LY294002 u buněčné 

linie odvozené od myšího lymfomu vedla k inhibici NF-κB a také transportního proteinu 

MDR1 (112). 

 

3.2 Regulace exprese pomocí TKI 

 
3.2.1 Tyrozin kinázové receptory (TKR) – charakteristika 

Tyrozin kinázové receptory (TKR) jsou membránové receptory asociované s tyrozin 

kinázami (TK), čili s enzymy, které přenášejí fosfátovou skupinu z ATP na aminokyselinu 

tyrozin. Navázání ligandu na extracelulární část receptoru způsobuje nejdřív dimerizaci 

receptoru, potom aktivaci tyrozin kinázy a navázání adaptorových molekul (Grb2, SOS) 

a následně aktivaci různých kináz, např. PI3K – viz obrázek č. 7. Nadměrná aktivace 

TK je nejčastěji způsobena translokací kinázového genu bcr-abl (fúzní protein chronické 

myeloidní leukemie) anebo mutací odpovědnou za aktivací kináz asociovaných s receptory 

EGF a PDGF (EGF=Epidermal Growth Factor, PDGF=Platelet-Derived Growth Factor) 

(113). 

 

3.2.2 Inhibitory enzymů tyrozin kináz (TKI) 

Inhibitory enzymů tyrozin kináz (TKI) jsou látky, které byly primárně vyvinuty pro léčbu 

chronické myeloidní leukemie (pro účely inhibice fúzní bcr-abl kinázy). Nejčastěji dosud 

používaným TKI je imatinib mesylát (Gleevec, STI-571) (114, 115), který se vyrábí  

ve formě soli methansulfonát. Někteří pacienti však vůči této látce vyvíjejí rezistenci. 

Jedním z mechanizmů vedoucích k rezistenci k imatinibu pozorovaných na buněčné linií 

odvozené z buněk chronické myeloidní leukémie (CML) je nadměrná exprese transportéru 

MDR1 (116).  

Proto byla vyvinuta druhá generace těchto inhibitorů, která je schopna překonat 

rezistenci způsobenou imatinibem. Představitelem je dasatinib (Sprycel, BMS-354825), 

derivát aminopyrimidinu inhibující 32 kináz včetně rodiny Src a Abl a nilotinib (AMN107) 

inhibující PDGFR, ARG a c-kit TK (117, 118, 119). 
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Obrázek č. 5: Strukturální vzorce vybraných TKIs 

 

3.2.3 Mechanizmus účinku TKI 

TKI se vážou na TKR v místě předchozí vazby ATP (imatinib se váže minimálně přes 

21 klíčových tyrozinových residuí lokalizovaných v proteinkinázové aktivační smyčce) 

a zabraňují jejich autofosforylaci (120). Následkem je stabilizace enzymu v neaktivní formě, 

což vede k inhibici fosforylace substrátů, indukci apoptózy a zastavení signálních drah 

podílejících se na vzniku nádorového fenotypu buňky. Tato inhibice vede rovněž ke změně 

exprese souvisejících „down-stream“ kináz (např. PI3K, Src, MAPK), které mezi jinými 

regulují expresi ABC transportérů (121, 122) – viz obrázek č. 7. 

 

3.2.4 Regulace exprese pomocí vybraných TKI 

Experimentální zajímavostí je, že buněčná linie Caco2 kultivovaná v přítomnosti imatinibu 

(10 µM) začíná exprimovat transportéry BCRP a MDR1, které tuto látku začnou pumpovat 

do extracelulárního prostředí. Koncentrace imatinibu uvnitř buňky tak klesá na 50 % (123). 

Naopak v buňkách rezistentních na mitoxantron způsobuje imatinib pokles exprese 

transportéru BCRP (124, 125). TKI, které působí inhibičně na PI3K, mohou regulovat expresi 

MDR1 a BCRP transportérů také posttranskripčně díky jejich přesunu z cytoplazmatické 

membrány do cytoplazmy (126). 
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3.3 Regulace exprese pomocí agonistů PPARs 

 
3.3.1 Receptory aktivované proliferátory peroxizómů (PPARs)  

– charakteristika 

PPARs jsou steroidní jaderné receptory, které patří do stejné nadrodiny jako thyroidní, 

retinoidní a receptory pro vitamín D. Regulují různé biologické procesy jako metabolizmus 

tuků a uhlovodíků, vývoj, diferenciaci, apoptózu, nádorovou transformaci, zánět a regeneraci 

tkání (127). 

 

3.3.2 Mechanizmus účinku PPARs 

PPARs jsou transkripčními faktory regulující expresi specifických genů v závislosti  

na ligandu. Poprvé byly popsány po roce 1990 jako receptory aktivované krysími 

hepatokarcinogeny, které způsobují proliferaci peroxisomů (128). Pro zahájení transkripční 

aktivity vyžadují heterodimerizaci s retinoidním X receptorem (129) – viz obrázek č. 5. 

Skládají se ze šesti funkčních domén označených A až E. N-terminální A/B-doména má 

variabilní délku a obsahuje AF-1 (AF-1=ligand-independent activation function 1).  

C-doména je nejvíc konzervativní, je to DNA-vázající doména DBD (DBD=DNA binding 

domain) skládající se ze dvou zinkových prstů (zinc-finger-like motives) charakteristických 

pro jaderné receptory. D-doména je pouze variabilním závěsem. Multifunkční E-doména 

zahrnuje: ligand-vázající doménu LBD (LBD=ligand binding domain), doménu AF-2 (AF- 

2=ligand-dependent activation function 2) stěžejní pro transkripční aktivaci, dimerizační 

doménu a region zajištující jadernou lokalizaci receptoru. U některých jiných jaderných 

receptorů je přítomna také ještě F-doména (u PPARs chybí) (128). V přítomnosti agonisty 

je DBD navázán na promotorovou sekvenci PPRE – responzivní element proliferátoru 

peroxisomu (PPRE=Peroxisome Proliferator Responsive Element) a takto spouští expresi 

specifických genů. PPRE obsahuje elementy DR-1 (DR-1=direct repeat 1 elements) skládající 

se ze dvou přímých repeticí AGGTCA (s jednonukleotidovou mezerou mezi repeticemi) 

(130). 

 

3.3.3 Izoformy PPARs a jejich ligandy 

Byly popsány tři izoformy receptorů PPARs u žáby Xenopus: PPAR-, PPAR-/, PPAR- 

(131), později tytéž izoformy byly také popsány u člověka. Každá z nich je kódována 

odlišnými geny lokalizovanými na různých chromozómech. Tyto izoformy se liší 

fyziologickou funkcí, hladinou exprese v různých tkáních a ligandovou specifitou (132). 

Přirozenými ligandy PPARs jsou mastné kyseliny a eikosanoidy. Syntetické ligandy 

zahrnují hypolipidemika (fibráty) a stimulátory inzulínu (thiazolidinediony) (133). 

Tato práce se zabývá účinkem (na expresi ABC transportérů) vybraných agonistů 

PPAR- ze skupiny thiazolidinedionů: ciglitazonu, rosiglitazonu a troglitazonu – léků, 

které byly dříve používané pro léčbu diabetes mellitus 2. typu. 
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Obrázek č. 6: Strukturální vzorce vybraných agonistů PPAR-


3.3.4 Regulace exprese pomocí vybraných agonistů PPAR-

Szatmari a kol. demonstrovali, že PPAR-přímo transkripčně indukuje expresi transportéru 

BCRP u lidských dendritických buněk odvozených od monocytů a buněčné linie MM6 

(z buněk myeloidní leukémie). Identifikovali a charakterizovali konzervativní úsek dlouhý 

150-pb obsahující tři funkční sekvence PPRE „up-stream“ od lidského genu bcrp. Všechny 

tři obsahují přímé repetice DR-1 a jsou schopné vázat PPAR-/RXR heterodimery (134). 

U transportérů MDR1 a MRP1 prozatím nebyla nalezena oblast PPRE, byla však prokázána 

přítomnost vazebného místa pro RXR u MDR1 (135). 

Oproti tomu Davies a kol. u dvou buněčných linií rezistentních na doxorubicin (u buněčné 

linie rakovinu prsu MCF-7 a u buněčné linie leukémie K562) díky působení troglitazonu 

zaznamenali: snížení exprese transportéru BCRP a MDR1 a obnovení citlivosti těchto 

buněčných linií na doxorubicin (136). Proto se zdá, že agonisté PPAR-mohou ovlivňovat 

expresi transportéru BCRP nejen přímou vazbou aktivovaného receptoru na PPRE 

transportéru (čímž dochází k indukci exprese), ale také nepřímo – hlavně přes signální dráhu 

PI3K/Akt (kdy transkripce transportérů je naopak inhibována) a to tak, že aktivují transkripci 

nádorového supresoru PTEN (137, 138) – viz obrázek č. 7. 

Výše uvedenou tézi obohatil Weiss a kol. zjištěním, že vlivem působení troglitazonu 

a rosiglitazonu dochází k inhibici funkce transportéru BCRP (i když exprese mRNA tohoto 

transportéru byla indukována) a že naopak u transportéru MDR1 dochází jak k inhibici 

funkce, tak ke snížené expresi mRNA (139). Je tedy vidět, že agonisté PPAR- se zdají 

být vhodnými negativními regulátory exprese transportéru MDR1, zatímco u transportéru 

BCRP se povaha regulace nezdá jednoznačná. 

Inhibice  transkripce  transportéru  MDR1   vlivem  troglitazonu  byla  prokázána  také  

u buněčné linie rakoviny žaludku SGC7901 rezistentní na vinkristin (140). V buněčné linii 

lidského osteosarkomu 143B rezistentní na doxorubicin byla prokázána zvýšená exprese 

transportéru MDR1 a Kruppel-like faktoru 2 (141) – čili specifického PPAR-supresoru 

(142).  Ehrhard  a  kol.  inhibovali  transkripci  transportéru  MDR1  pomocí    fenolfibrátu 

u buněčné linie LLC-PK1 (z epiteliálních buněk pracečích ledvin) a také u buněčné linie  

L-MDR1 (odvozené od předchozí linie, do které byl transfekcí vnesen gen kódující 

MDR1) (143). Tyto studie rovněž potvrzují vhodnost negativní regulace MDR1 pomocí 

PPAR-. 

Hafner a kol. prokázali, že PPAR-agonisté posilují imunitní odpověď organizmu a mají 

rovněž vliv na stroma nádorových buněk (negativně regulují angiogenezi) (144). 
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Obrázek č.7: Regulace exprese ABC transportérů pomocí TKIs a PPAR-ligandů 
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4. Pohled na embryonální buňky vybraných tkání 
jako na model pro studium MDR 

 

4.1 Podobnost vlastností nádorových buněk s vlastnostmi buněk 

embryonálních 

 
Už od poloviny 19. století bylo při studiu patologických jevů zpozorováno, že tumory 

vznikají z buněk podobných  embryonálním  buňkám  (145). Tento  poznatek  byl založen  

na pozorované podobnosti mezi embryonální a rakovinnou tkání. Během kancerogeneze 

buňky procházejí zpětnou dediferenciací a jejich vlastnosti se blíží vlastnostem 

embryonálních buněk. Jiná hypotéza říká, že příčinou vzniku tumorů je porucha nebo 

nepravidelnost v embryonálních rudimentech (Julius Cohnheim, 1889) Tato hypotéza byla 

potvrzena objevem nádorových kmenových buněk. 

Důležitou předností embryonálních buněk je jejich jasná rezistence ke xenobiotikům 

zajišťující přirozenou ochranu embrya proti cizím škodlivým látkám. Na základě  analogie 

k buňkám embryonálním je možno pak lépe vést strategii oslabení či „obelstění’ 

mnohočetné lékové rezistence (MDR) buněk nádorových. 

 

4.2 Embryogeneze střev, jater a ledvin 

 
Primitivní střevo se začíná vyvíjet velmi časně – na konci 3. týdne intrauterinního vývoje (dále 

jen IUV), kdy embryo už obsahuje všechny tři zárodečné vrstvy: ekto-, endo- a mezoderm. 

Nejdřív se střevní stěna utváří do podoby čtyř základních vrstev a to: mukózy, submukózy, 

vnější svalové vrstvy a serózy. Ve  4. týdnu IUV se výrazně začíná diferencovat   endoderm 

a mezenchym. Epitel trávicí trubice je nejdřív jednovrstevný kubický až cylindrický, později 

se mění na epitel víceřadý cylindrický, který mezi 5. a 6. týdnem uzavírá lumen.  Ke konci 

6. týdne IUV se díky apoptóze buněk obnovuje průsvit lumen, který se vytváří vznikem 

drobných dutinek v epitelu. Tyto dutinky se postupně rozšiřují a tím vznikají nepravidelnosti 

– základ střevních klků. Primitivní střevní klky jsou tvořeny mezenchymem a epitelovými 

buňkami, které se kolem 8. týdne IUV začnou postupně transformovat z epitelu vrstevnatého 

na epitel jednovrstevný cylindrický. V místech s přetrvávajícím epitelem vrstevnatým dochází 

k aktivaci mezenchymu, který prorůstá směrem k lumen. Apikální část klku je tvořena epitelem 

jednovrstevným cylindrickým, zatímco epitel báze zůstává prozatím víceřadý cylindrický 

 – viz obrázek č. 8. Přibližně v průběhu 13. a 14. týdne IUV vzniká slizniční svalovina, 

oddělující lamina propria mucosae od submukózy. Během 15. a 16. týdne začíná epitel  

na bázi klků prorůstat do slizničního vaziva a vytváří tak Lieberkühnovy krypty. V bazální 

části klků se nachází kmenové buňky dávající vznik progenitorovým buňkám, které se dál 

diferencují na další buněčné typy (enterocyty, pohárkové, endokrinní buňky atd.). Tyto buňky 

se posouvají směrem k apikální části klků, kde nahrazují již buňky odumírající (146). 
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Obrázek č. 8: Schéma vývoje střevního epitelu 

 

Jaterní výběžek (základ jater) vyrůstá z endodermu primitivního duodena ke konci 3. týdne 

IUV. Z jeho buněk se diferencují hepatoblasty, později hepatocyty. První žlučové kanálky se 

formulují ve 4. týdnu IUV, žlučové vývody v polovině druhého měsíce IUV. Hematopoéza 

v játrech probíhá v období od 6. do 12. týdne IUV. 

Ledviny vznikají převážně z intermediálního mezodermu – tzv. nefrotomů (intermediální 

mezoderm   je   částí   třetí   zárodečné   vrstvy   –   mezodermu   spojující    prvosegmenty 

s nesegmentovaným mezodermem). Během svého vývoje prochází třemi stádii: pronefros, 

mezonefros a metanefros. Metanefros (pravá ledvina) vzniká na úrovni 3. až 5. prvosegmentu 

jako souvislý nesegmentovaný útvar – metanefrogenní blastém (MB). Z kaudální části 

Wolffova vývodu vyrůstá uretrální pupen (UP), který prorůstá do MB a větví se v něm. 

Následně dochází k tzv. reciproké indukci – sérii interakcí mezi epiteliálními buňkami 

uretrálního pupene (UP) a mezenchymovými buňkami metanefrogenního blastému   (MB) 

v období od 5. do 36. týdne IUV. Výsledkem těchto interakcí je fragmentace metanefrogenní 

tkáně na izolované seskupení mezenchymových buněk, čili sféroidy. Sféroidy později 

luminizují a mění se na váčky, které se prodlužují a mění svůj tvar na měsíčitý (tzv. „comma- 
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shaped bodies“) a esovitě prohnutý (tzv. „S-shaped bodies“). Z těchto váčků se postupně 

vyvíjí nefrony a to tak, že z proximálního konce vzniká Bowmanův váček, do kterého  

se zanoří krevní kapiláry glomerulu, a z distálního konce vzniká tubulární systém. Z UP 

vznikají vnitřní a vnější cesty močové – sběrací kanálky, ledvinové kalichy, pánvička  

a   močovody – viz obrázek č. 9. Tento proces se cyklicky opakuje, vznikající nefrony  

se posouvají od neogenní zóny směrem do dřeně ledviny a napojují se na stávající sběrací 

kanálky. Během nefrogeneze neogenní zóna se postupně ztenčuje a přibývá počet 

vyvíjejících se nefronů a sběracích kanálků. Na jednom tkáňovém řezu embryonální/fetální 

ledviny najdeme proto tyto struktury v různých fázích svého vývoje. Produkce moči začíná 

v 9. až 10. týdnu IUV (147). 

 
 

 

 

Obrázek č. 9: Schéma vývoje metanefros – upraveno podle Malinský J, Lichnovský V, 2001 (148) 

 

4.3 Expresní profil  ABC  transportérů  odpovědných  za MDR 

v embryonálních/fetálních tkáních 

 
4.3.1 Střeva, játra a ledviny 

Embryo se vyvíjí v závislosti na vnějším prostředí, které má důležitý vliv na správný 

průběh embryogeneze. Placenta tvoří první ochrannou bariéru regulující průnik cizích látek 

směrem k embryu. Tato bariéra je však semipermeabilní a není tedy dostačujícím ochranným 

systémem. Předpokládá se, že ABC transportní proteiny odpovědné za MDR ve vyvíjejících 

se embryonálních/fetálních tkáních lépe prezentují svoji ochrannou funkci než ve tkáních 

dospělých. 

Exprese těchto transportérů v embryonálních/fetálních střevech, játrech a ledvinách nebyla 

dosud uspokojivě prostudována. Pouze práce Kalkena a kol. popisuje výskyt transportéru 

MDR1 v 9 lidských embryonálních/fetálních tkáních v období mezi 7.-38. týdnem IUV 

(149). Exprese tohoto proteinu byla detekována pomocí imunohistochemie, mRNA pomocí 

techniky „ribonuclease protection assay“. Slabá exprese proteinu byla zaznamenána  

na membráně endotelu zažívacího traktu v době od 11. do 20. týdne IUV, v endotelu 

tlustého střeva však mnohem zřetelněji a taky dříve - již od 7. týdne IUV. Slabá exprese 

mRNA byla 
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zaznamenána v 11., 13. a 14. týdnu IUV, v 16. a 20. týdnu IUV tato exprese vzrostla. Výrazná 

pozitivita byla popsána také ve žlučových kanálcích jater po 14. týdnu IUV, žlučové vývody 

a jaterní parenchym byly však negativní. V ledvinách byla pozitivita popsána v apikální 

části tubulů po 11. týdnu IUV a v Bowmanově membráně nefronů v 11. a 13. týdnu IUV. 

Přítomnost MDR1 transportéru u glomerulů a metanefrogenního mezenchymu (MM) nebyla 

zjištěna. 

Několik studií popisuje výskyt transportérů odpovědných za MDR během potkaního/ 

myšího ontogenetického vývoje. Rosati a kol. studovali pomocí metody RT-PCR expresi 

potkaních transkriptů (mRNA) genů mdr1a, mdr1b a mrp1 v pěti orgánech v 15. dni IUV 

a také v postnatálním období do 8. měsíce. Hladina potkaního transkriptu genů mdr1a 

a mdr1b vzrostla v ledvinách v 6. dni po narození, v játrech také v 6. dni u mdr1b a ve 20. 

dni u mdr1a. Pokles transkriptu genu mdr1a u 5-měsíčních myší byl zaznamenán v játrech, 

naproti tomu pokles transkriptu genu mdr1b byl zaznamenán ve všech zkoumaných orgánech 

(150). Cui a kol. zaznamenali v ledvinách před 10. dnem malé množství mRNA genu mdr1b, 

pak až do 30. dne nárůst exprese tohoto genu (151). 

 

4.3.2 Ostatní tkáně 

Výše popsané tři ABC transportéry byly také nalezeny v dalších embryonálních/fetálních 

tkáních. Kalken a kol. zaznamenali výrazný výskyt proteinu MDR1 v endotelu lidského 

embryonálního žaludku. Vyvíjející se pneumocyty plic a průdušinky byly negativní,  

jen hlavní průdušky byly slabě pozitivní v 17. a 20. týdnu IUV. Mozkové tkáně embryí 

14. a 28. týdne byly negativní, v mozkových kapilárách však byla zaznamenána pozitivita 

po 28. týdnu IUV (149). Matsuoka a kol. studovali expresi a lokalizaci pumpy MDR1  

v tkáních potkaního  mozku  během  prenatálního  vývoje.  Tato   pumpa  byla  lokalizována   

rovněž v mozkových kapilárách, avšak od 7. dne IUV. Její exprese v dalších mozkových 

tkáních během ontogeneze postupně vzrůstala až do dosáhnutí plateau v dospělém mozku 

(152). 

Petrini a kol. prokázali, že transkript genu Mdr1 byl exprimován v kuřecím embryu od 

12. dne od vylíhnutí, zatímco v burse od 14. do 17. dne IUV (153). Lidský transportér BCRP 

je hojně přítomný v syncytiotrofoblastu placenty (154), myší mdr1b se však kromě placenty 

nachází také v endometriu gravidní dělohy (155). MDR1 byl nalezen v časné fázi 

embryogeneze a také v oocytech, kde chrání zrající zárodečné buňky před xenobiotiky (156). 
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5. Cíle práce 

 
Tato dizertační práce sleduje následující výzkumné cíle: 

 

I. část 
• Zmapovat expresi ABC transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/fetálních 

tkáních: střevech, játrech a ledvinách představujících různá stádia IUV. 

 

II. část 
• Zjistit, které z TKIs a agonistů PPAR-jsou substráty transportérů MDR1, MRP1 a BCRP 

pomocí buněčných linií HL60, HL60-MDR1, HL60-MRP1 a PLB-BCRP; 

• popsat roli proteinů PPAR-a pPTEN patřících do signální dráhy PI3K/Akt v procesu 

regulace exprese ABC transportérů u buněk A549; 

• stanovit koncentrace IC50 klinicky používaných vybraných tří TKIs (imatinibu, nilotinibu 

a dasatinibu) a tří agonistů PPAR-(ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) u buněčných 

linií HEK293 a A549; 

• popsat   účinek   klinicky   používaných   vybraných   tří   TKIs   (imatinibu,   nilotinibu 

a dasatinibu) a tří agonistů PPAR-(ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) na transkripci 

ABC transportérů u buněk HEK293 a A549; 

• popsat účinek klinicky používaných vybraných tří TKIs (imatinibu, nilotinibu a dasatinibu) 

na translaci transportérů MDR1, MRP1 a BCRP u buněk A549. 
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EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 

6. Materiál a metody 
 

6.1 Použité protilátky 

 
V práci byly použity protilátky, jejichž stručný popis je obsažen v tabulce č. 4. 

 

Tabulka č. 4: Seznam použitých protilátek 
 
 

protilátka ředění použití označení, firma 

 

MDR1 

1:100 IHC ab3366 [JSB-1], Abcam 

  

FC 
APC anti-human CD243 (clone UIC2), 

Biolegend 

 

MRP1 
1:400 IHC sc-71600 (6D555), Santa Cruz Biotechnology 

 FC PE anti-human CD9 (clone HI9a), Biolegend 

 

BCRP 

1:100 IHC sc-58222 (BXP-21) Santa Cruz Biotechnology 

 
FC 

FITC anti-human CD338 (clone 5D3), 

Biolegend 

sekundární 

anti-mouse/rabbit IgG 

 

1:10000 
 

IHC 
 

HRP Rabbit/mouse, DAKO 

PPAR-γ 1:100 WB sc-81152, Santa Cruz Biotechnology 

 

pPTEN 
 

1:200 
 

WB 
Ser380/Thr382/Thr383 (sc-9549), Cell 

Signaling Technology 

β-actin 1:1000 WB cs-4967, Cell Signaling Technology 

MCM7 1:1000 WB sc-4018, Cell Signaling Technology 

sekundární 

anti-mouse IgG 

 

1:1000 
 

WB 
 

sc-7076, Cell Signaling Technology 

sekundární 

anti-rabbit IgG 

 

1:1000 
 

WB 
 

sc-7074, Cell Signaling Technology 

Zkratky: IHC - imunohistochemická detekce proteinů, FC - průtoková cytometrie, WB  

– westernový přenos 

 

6.2 Imunohistochemická detekce proteinů 

 
Byla provedena  imunohistochemická  detekce  ABC  transportérů  odpovědných  za MDR 

v lidských embryonálních/fetálních střevech (n=35), játrech (n=35) a ledvinách (n=37). 

Pomocí  nepřímé  dvoustupňové  metody  byla  provedena  imunohistochemická detekce 
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lidských zárodků o stáří v rozmezí od 5,5. až 28. týdne IUV. Všechny tkáně pocházely 

z archívu Ústavu histologie a embryologie LF UP Olomouci. 

Tkáně byly fixovány ve formolu a zpracovány běžnou parafínovou technikou. Tkáňové 

řezy (4 µm) byly odparafinovány v xylenu a zavodněné v sestupné alkoholové řadě. 

Antigeny byly demaskovány působením citrátového pufru (ph=6) v mikrovlnné troubě 

(Histos  Pro,  Milestone)  (15  min),  endogenní  peroxidázová  aktivita  byla  zablokována 

v 3% roztoku peroxidu vodíku (30 min), pozadí u jaterních tkání bylo odstraněno inkubací 

v 5% roztoku odtučněného mléka (30 min). Primárními protilátkami byly: MDR1,   MRP1 

a BCRP (Abcam, Santa Cruz Biotechnology), sekundárními protilátkami byly anti-myší/ 

králičí protilátky značené křenovou peroxidázou (DAKO, HRP Rabbit/mouse) – viz bod 

6.1.. Pro vizualizaci protilátek byl použit detekční systém DAKO EnVisionTM + systém HRP 

obsahující 3,3‘ diaminobenzidin (DAB) reagující s chromogenní peroxidázou a poskytující 

hnědý precipitát. Jako kontrastní barvení byl použit hematoxylin. Preparáty byly následně 

odvodněny ve vzestupné alkoholové řadě a acetonu, projasněny xylenem a zamontovány 

v enthalanu. Exprese proteinů byla hodnocena semikvantitativně pomocí tzv. histoskóre. 

Histoskóre bylo počítáno jako násobek intenzity signálu (0 – žádný signál, 1 – slabý signál, 

2 – silný signál, 3 – velmi silný signál) a procentuálního zastoupení pozitivních buněk 

(0 – do 5%, 1 – do 30%, 2 – do 60%, 3 – nad 60%). Maximální hodnota histoskóre je 9. 

 

6.3 Buněčné linie a jejich kultivace 

 
Pro experimenty byly použity buněčné linie HEK293, A549 a HL60 a buněčné linie 

transfekované exprimující jeden ze studovaných transportérů: HL60-MDR1, HL60-MRP1 

(157), PLB-BCRP (158). Buněčná linie HEK293 (ATCC číslo CRL-1573) byla poprvé 

připravena a popsána v roce 1977 F.L. Grahamem (159), je tvořena lidskými embryonálními 

ledvinovými buňkami tříměsíčního féta (transfekovanými adenovirem 5 DNA). Buněčná 

linie A549 (ATCC číslo CCL-185) sestává z epitelových buněk nemalobuněčného plicního 

karcinomu, které byly poprvé popsány v roce 1972 D. J. Giardem (160). Linie HL60 jsou 

suspenzní buňky akutní promyelocytární leukémie a byly poprvé popsány v roce 1977 

S. J. Collinsem (161). Linie HEK293, A549 a HL60 byly darem od Ústavu experimentální 

biologie Masarykovy univerzity v Brně. Transfektanty HL60 byly darem od prof. Sarkadiho 

z Maďarské akademie věd v Budapešti (Semmelweis University Medicine, National Blood 

Centre, Membrane Res Grp, Hungarian Acad Sci). 

Linie HEK293 a A549 byly kultivovány v médiu DMEM (Gibco) s 10 % FBS (fetálním 

bovinním sérem), s L-glutaminem s antibiotiky streptomycinem (0,1 mg/ml) a penicilinem 

(100 U/ml). Suspenzní linie HL-60 a transfektanty HL-60 byly kultivovány v médiu RPMI 

1640 s 10 % FBS, s L-glutaminem a s antibiotiky streptomycinem (0,1 mg/ml)  

a penicilinem (100 U/ml). Všechny buněčné linie byly kultivovány při 37 °C a 5 % obsahu CO  

a pasážovány každé 3 až 4 dny. 
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6.4 WST-1 (test životaschopnosti) 

 
Pro stanovení životaschopnosti buněk byla použita kolorimetrická metoda WST, která  

je modifikací metody MTT (dříve popsaná v literatuře – 162). Při WST je světle červený 

roztok tetrazoliových solí 4-[3-(4-Iodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen- 

disulfonat metabolizován mitochondriálními dehydrogenázami živých buněk na tmavě 

červený formazán, jehož vzniklé množství je přímo úměrné počtu živých buněk (163). 

Změna zbarvení je měřena spektrofotometricky. 

 

6.4.1 Stanovení afinity agonistů PPAR-γ a TKIs k jednotlivým 

transportérům 

Pro účely zjištění zda agonisté PPAR-γ (ciglitazon, rosiglitazon, troglitazon) a TKIs 

(dasatinib, imatinib, nilotinib) jsou substráty ABC transportérů, byl proveden test WST-1  

na buněčné linií HL60 a na buněčných liniích transfekovaných: HL60-MDR1, HL60-MRP1, 

PLB-BCRP. Buňky byly vysety na 96-jamkovou misku (s koncentrací 2×105 buněk v 90 µl 

media na jamku). Po 24 h bylo k buňkám přidáno 6 různých testovaných látek o koncentracích 

v rozmezí 1-50 µM v totálním objemu 10 µl – do jamek sloužících jako kontrola (blank) bylo 

pipetováno pouze 10 µl čistého kultivačního média. Inkubace při 37 °C a 5% obsahu CO2 

probíhala dva dny. K takto ovlivněným buňkám se pak přidal roztok WST1 (Roche Applied 

Science) dvakrát ředěný PBS a PMS (1-metoxy-5-metylfenazinium metyl) v poměru PMS 

1:1000 WST1+PBS v množství 10 µl na jamku. Inkubace při 37 °C probíhala tři hodiny, 

poté byla změřena absorbance na ELISA readeru (Schoeller instruments) při vlnové délce 

420 nm. Měření absorbance bylo provedeno v triplikátu a následně byly naměřené hodnoty 

normalizovány vhledem ke kontrole (kontrolou byly buňky kultivované v čistém médiu). 

Měření bylo opakováno třikrát a z naměřených hodnot byla stanovena průměrná absorbance. 

 

6.4.2 Stanovení koncentrací IC50 agonistů PPAR-γ a TKIs u buněčných 

linií HEK293 a A549 

Buněčné linie HEK293 a A549 byly vysety na 96-jamkovou misku (s koncentrací 2×105 

buněk v 90 µl media na jamku). Po 24h bylo k buňkám přidáno 6 různých testovaných 

látek o různých koncentracích v totálním objemu 10µl - do jamek sloužících jako kontrola 

(blank) bylo pipetováno pouze 10µl čistého kultivačního média. Inkubace při 37 °C a 5 % 

obsahu CO2 probíhala dva dny. K takto ovlivněným buňkám se pak přidal roztok 

WST1(Roche Applied Science) dvakrát ředěný PBS a PMS (1-metoxy-5-metylfenazinium 

metyl) v poměru PMS 1:1000 WST1+PBS v množství 10 µl na jamku. Inkubace při 37 °C

probíhala tři hodiny, poté byla změřena absorbance na ELISA readeru (Schoeller 

instruments) při vlnové délce 420 nm. Aproximací byla sestavena lineární přímka 

znázorňující funkci procentuálního množství přeživších buněk na koncentraci testované 

látky. Z rovnice regrese přímky byla vypočtena koncentrace IC50 (koncentrace 

testované látky, při které přežije  50 % buněk). Měření byla prováděna v triplikátu třikrát.  



38 

 

 

 

 

 

 

 

Nejdřív se koncentrace testovaných látek pohybovala v rozmezí 1-20 µM, potom se toto 

rozmezí podle hodnot IC50 upravilo. Z těchto měření byla pro každou testovanou látku 

vypočítaná průměrná koncentrace IC50. 

 

6.5 Kvantitativní RT-PCR v reálném čase 
 

6.5.1 Izolace RNA 

Pro izolaci mRNA byl využit komerčně dodávaný kit (UltraClean Tissue & Cells RNA 

Isolation Kit, MO BIO Laboratories, Inc.). Od buněk, které rostou přisedlé na povrchu 

kultivační misky bylo odsáto médium, buňky byly pomocí trypsinu přemístěny do zkumavek 

a zcentrifugovány 5 minut při 2000 g při 37 °C. Peleta byla následně resuspendována 

v PBS pufru, suspenze opět zcentrifugována 5 minut při 2000 g při 37 °C, homogenizována 

(β-merkaptoethanolem s DNázovým pufrem v poměru 1:1000), lyzována (DNázovým 

promývacím pufrem), přenesena do kolonek s membránou vázající RNA a centrifugována 

(1 minutu při 10 000 g při 37 °C). Membrána s RNAbyla potom promyta pomocí centrifugace 

(1 minutu při 10 000 g při 37 °C) 1× promývacím pufrem eliminujícím proteiny a 2x 

promývacím pufrem eliminujícím soli. Potom byla membrána sušena 2 minuty při 13 000 g 

při 37 °C. Z membrány byla eluována RNA pomocí vody „RNAse free“ (inkubace 1 minutu, 

centrifugace 1 minutu při 10 000 g při 37 °C) a skladována při -80 °C. 

 

6.5.2 Měření koncentrace RNA 

Pomocí přístroje NanoDrop (Thermo Scientific) byla měřena absorbance izolované RNA 

a na základě odečtených hodnot byla stanovena koncentrace RNA jednotlivých vzorků. 

Absorbance v objemu 1 µl každého vzorku byla porovnána s absorbancí kontroly (blanku). 

Naměřené hodnoty podávaly informaci o čistotě vzorku: poměr mezi hodnotami absorbancí 

naměřených při 260/230 nm by neměl být nižší než 1,7 – jinak se jedná o kontaminaci 

fenolickými látkami, poměr mezi hodnotami absorbancí naměřených při 260/280 nm  

by se měl pohybovat kolem 2 – jinak se jedná o kontaminaci proteiny. Izolovaná RNA 

byla skladována při -80 °C. 

 

6.5.3 Navrhování primerů a sond 

Z databáze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) byly získány sekvence genů ABC 

transportérů odpovědných za MDR a to: MDR1, MRP1, BCRP. Pomocí programu primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) byly navrženy primery zpětné a přímé a taky duálně značené 

TaqMan sondy (BHQ1-FAM) – viz tabulka č. 5. Pomocí programu PREMIERBiosoft (http:// 

www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/Help/xnetprlaunch.html) byla provedena 

kontrola možných zkřížených reakcí primerů a sond, tvorby smyček atd.. 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3)
http://frodo.wi.mit.edu/primer3)
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/Help/xnetprlaunch.html)
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Tabulka č. 5: Primery a sondy pro specifickou amplifikaci genů kódující ABC transportéry 

odpovědné za MDR 

 

 

gen 

primer přímý (forward) – sekvence  

%GC 

 

Teplota tání 

(Tm)/ °C 
primer zpětný (reverse) – sekvence 

sonda– sekvence 

 
 

MDR1 

ACCCTAAAAACACCACTGGA 45,00 57,02 

AATTACAGCAAGCCTGGAAC 45,00 56,97 

CGCCAATGATGCTGCTCAAG 55,00 55,00 

 
 

MRP1 

CTGTGGACTGCAAGTCTTTG 50,00 57,01 

GGTAGACCCAGACAAGGATG 55,00 57,00 

TGCTTCTGGCTCCCATCACC 60,00 65,00 

 
 

BCRP 

GCATTCCACGATATGGATTT 40,00 57,36 

AGGATTGTTTCCTGTTGCAT 40,00 57,11 

TTGGGACAAAACTTCTGCCCA 47,62 64,93 

 

6.5.4 Reverzní transkripce 

Všechny chemikálie, primery a sondy pro přepis mRNA do cDNA byly pořízeny od firmy 

Elisabeth Pharmacon – viz tabulka č. 6. 

 
Tabulka č. 6: Master mix (na 1 vzorek) 

 
 

 RT kit plus: komponenty objem/µl 

1. RT-MIX 10 

2. 
reverzní transkriptáza: MMLV-RT 40U/µl + inhibitor RNáz: 

RNasi STOP 4U/µl v „RNAse free“ vodě 
5 

3. RNA 10 

celkový objem 25 

 

Podmínky reakce: 

• hybridizace primerů při 25 °C, 10 minut 

• reverzní transkripce při 37 °C, 45 minut 

• denaturace při 95 °C, 5 minut 

Výsledná cDNA byla skladována při -20 °C. 

 
6.5.5 Amplifikace pomocí qRT-PCR 

qRT-PCR (qRT-PCR=quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction) je 

metoda PCR kvantifikující vzorky v reálném čase. Vzorky byly pipetovány v triplikátech 
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na 96 jamkovou destičku – viz tabulka č. 5, destička potom byla překryta ochrannou fólií, 

centrifugována při 4 °C a 13 000 g po dobu 5 min. Samotná reakce byla prováděna na přístroji 

Lightcycler 480-96S Real-Time PCR od firmy Roche. Jako endogenní kontrola byl použit 

gen pro lidský ACTB (beta aktin), k němuž byla vztažena relativní kvantifikace. 

 
Tabulka č. 7: Master mix (pro 1 vzorek) 

 

 komponenty koncentrace objem/µl 

1. master mix  10 

2. přímý primer 200 nM 0,04 

3. zpětný primer 200 nM 0,04 

4. sonda 100 nM 0,02 

5. MQ sterilní voda  7,9 

6. cDNA  2 

celkový objem  20 

 

Podmínky reakce: 

Počáteční denaturace: 94 °C, 5 min 

1. Denaturace: 95 °C, 10 s 

2. Hybridizace primerů (annealing): 60 °C, 10 s 

3. Prodlužování primerů (extension): 72 °C, 10 s 

Konečné chlazení 

 

6.6 Průtoková cytometrie 

 
Buněčná linie A549 byla po dosažení 90% konfluence ovlivněna imatinibem,  nilotinibem 

a dasatinibem (koncentrací IC50). Po 1 a 3 dnech od ovlivnění byly buňky sklizeny pomocí 

akutázy, 2x opláchnuty v PBS pufru, centrifugovány při 400 g po dobu 5 min, následně 

inkubovány při pokojové teplotě 15 minut v přítomnosti DNázy (STEMCELLTechnologies), 

a centrifugovány při 400 g po dobu 5 min. Potom byly buňky spočítány pomocí přístroje 

Coulter Counter (Beckman Coulter) a z tohoto údaje bylo spočítáno výsledné množství buněk 

v roztoku. Ředěním pomocí CellWASH pufru (BD Biosciences) byla připravena buněčná 

suspenze. Poté byly přidány monoklonální protilátky v saturační koncentraci – viz tabulka 

č. 4 (protilátky byly přidávány vždy ke stejnému množství buněk v celkovém objemu  

100 µl), inkubace probíhala 20 minut ve tmě při pokojové teplotě. Po inkubaci byly 

vzorky zcentrifugovány při 400 g po dobu 5 min a opět promyty v CellWASH pufru. 

Povrchové antigeny byly analyzovány  průtokovou  cytometrií  (FACS  Canto  II, Becton-

Dickinson). V každém vzorku bylo měřeno minimálně 30 000 buněk. Gatování bylo 

provedeno pomocí diagramu FS/SS (forward scatter/side scatter), odstranění dubletů bylo 

provedeno pomocí diagramu FSC-H (forward-scatter height) versus FCS-A (forward-scatter 

area). 

45 cyklů 
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Mediány intenzity fluorescence byly odečteny z histogramů analyzovaných antigenů 

a následně pomocí kalibračních kuliček značených fluorochromy PE, FITC a APC převedeny 

na MESF jednotky (molecules of equivalent soluble fluorochrome) za použití softwaru 

QuickCal®(Bangs Laboratories, IN). Roztok kalibračních kuliček byl ředěn tak, že jedna 

kapka roztoku byla přidána k 400 µl pufru CellWASH a dobře promíchána. Kalibrační 

kuličky označené jako blank byly analyzovány ve stejném pufru. Z mediánů intenzity 

fluorescence kalibračních kuliček byla sestavena kalibrační přímka, na základě které byly 

odečteny hodnoty MESF pro každý analyzovaný vzorek. 

 

6.7 Imunofluorescenční značení proteinů 

 
Buněčná linie A549 byla kultivována 24 hodin ve 4-jamkové misce (určené pro analýzu 

pomocí konfokálního mikroskopu). Následně byly buňky označené monoklonální protilátkou 

PE anti-human CD9 (clone HI9a, Biolegend), chromatin byl obarven modře pomocí DAPI. 

Analýza byla provedena pomocí konfokálního mikroskopu Zeiss LSM 780 Axio Observer. 

 

 

6.8 Western blotting 

 
6.8.1 Izolace proteinů 

Lyzační pufr pro izolaci proteinů byl připraven podle tabulky č. 8. Inhibitory fosfatáz 

(označení FI) a proteináz (označení PI) byly pořízeny od firmy Roche (PhosSTOP). 

Složení zásobních roztoků: 

• FI: 1 tabletu rozpustíme v 1 ml ddH O 

• PI: 1 tabletu rozpustíme ve 2 ml ddH O 

• NP-40 pufr: 1 ml 0,5M EDTA pH=8,0; 50 ml 0,1M Tris; 15 ml 1M NaCl; 1 ml NP-40; 

doplnit do 100 ml deionizovanou vodou. 

 
Tabulka č. 8: Složení lyzačního pufru (pro 1 vzorek) 

 
 

komponenty objem/µl 

NP-40 pufr 258 

FI 30 

PI 12 

celkový objem 300 

 

Od buněk, které rostou na povrchu Petriho misky o průměru 5 cm bylo odsáto médium. 

Následně byly buňky 2× opláchnuty studeným pufrem PBS, bylo k nim přidáno 300 µl 

lyzačního pufru a buňky byly lyzovány 5 minut na ledu. Potom buňky byly rozetřeny
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sterilní škrabkou, lyzační roztok s buňkami odpipetován a inkubován 1 hodinu na ledu 

(během inkubace byly buňky každých 15 minut krátce vortexovány). Lyzované buňky byly 

centrifugovány po dobu 30 minut při 15 000 g při 4 °C. Supernatant byl skladován při -80 °C. 

 

6.8.2 Měření koncentrace proteinů pomocí metody Bradfordové 

Bylo připraveno 5 standardů koncentrací proteinů v rozmezí 100-500 µg/ml ředěním 

zásobního roztoku lidského albuminu (1mg/ml) destilovanou vodou – viz tabulka č. 9. 

 
Tabulka č. 9: Příprava proteinů o koncentraci v rozmezí 100-500 µg/ml 

 
 

 
standardy koncentrací 

(μg/ml) 

komponenty/µl celkový 

objem 

standardů/µl 
zásobní roztok albuminu 

(1 mg/ml) 
dH O 

2 

100 10 90  

 

 

100 

200 20 80 

300 30 70 

400 40 60 

500 50 50 

 

Na mikrotitrační destičku pipetujeme v duplikátech 10 µl: destilované vody (blanku), 

standardů koncentrací proteinů a lyzátů ředěných 10×. Následně do každé jamky přidáme 

200 µl roztoku Bradfordové a inkubujeme 5 minut. Pomocí ELISA readeru (Schoeller 

instruments) měříme absorbanci při vlnové délce 595 nm. Sestavíme si kalibrační přímku  

a odečteme koncentraci proteinů v lyzátu. 

 

6.8.3 SDS-PAGE – elektroforetická separace proteinů 

v polyakrylamidovém gelu 

Po sestavení aparatury (Bio-Rad) pro nalití gelu byl připraven 10 % separační gel, který 

obsahoval: 2,1 ml MQ vody, 2,8 ml 1M TRIS-HCl (pH = 8,8), 75 μl 10 % SDS, 20 μl 10 % 

APS, 2,5 ml 30% akrylamidu, 5 μl TEMED. Gel byl napipetován středem mezi připravené 

sklo a keramickou destičku cca 1 cm pod úroveň dna jamek. Tuhnoucí gel byl převrstven 

destilovanou vodou. Polymerace probíhala 30 minut. Jakmile byla směs zpolymerizována, 

voda byla odlita a případné zbytky odsáty odsávačkou. Na takto připravený 10% gel byl 

napipetován 5% zaostřovací gel, který obsahoval: 2,6 ml MQ vody, 470 μl 1M TRIS-HCl 

(pH = 6,8), 37,5 μl 10 % SDS, 18,8 μl 10 % APS, 627 μl 30 % akrylamidu, 3,75 μl  TEMED 

a přidán hřebínek. Po 30 min polymerizace byla aparatura s gelem vložena do elektroforetické 

vany a zalita elektroforetickým pufrem (29 g glycinu, 6 g Tris, 10 ml 10% SDS, 2 l destilované 

vody). Po nalití elektroforetického pufru byl odstraněn hřebínek a do první jamky bylo 

napipetováno 1 μl markeru (Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker – GE Healthcare,       
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Life Sciences) a doplněno do celkového objemu 15 μl nanášecím pufrem (4 g sacharózy,  

5 g 5% roztoku bromfenolové modři, 2 ml 0,5M EDTA pH 8,0). 

Do ostatních jamek bylo napipetováno po 15 μl jednotlivých vzorků, které byly před 

nanesením povařeny 5 min při 95 °C a poté krátce zcentrifugovány. Elektroforéza byla 

prováděna počátečních 30 min při napětí 75–80 V a poté při 100 V (Power Pac 200, Bio-Rad 

Laboratories). 

 

6.8.4 Westernový přenos 

Po proběhnutí  elektroforézy  byl  gel  opatrně  vyjmut  z  aparatury  a  promýván společně 

s PVDF (polyvinylidendifluorid) membránou (Millipore) a dvěma filtračními papíry 

Whatman (Amersham) 30 minut ve vychlazeném transferovém pufru (29 g glycinu, 6 g Tris, 

2 l destilované vody). Byl sestaven „sendvič“: filtrační papír, gel, membrána, filtrační papír. 

Přenos proteinů probíhal pomocí polosuchého transferu (Semi-Dry Electrophoretic Transfer 

Cell, Bio-Rad) po dobu 45 minut při napětí 20 V. 

 

6.8.5 Detekce proteinů na membráně 

Po westernovém přenosu byla PVDF membrána promývána 60 min 5% roztokem mléka 

v PBS s 0,1 % tweenu-20. Inkubace primárních protilátek probíhala přes noc v 5% roztoku 

mléka. Následující den byla směs protilátek 3× promyta po dobu 15 min 1% pufrem PBS 

a přidána sekundární anti-myší nebo anti-králičí protilátka. Ředění protilátek – viz tabulka 

č. 4. Po 60 min inkubaci při pokojové teplotě byla membrána znovu 3× promyta po dobu 

10 min 1% pufrem PBS. Na takto připravenou membránu byla napipetována směs připravená 

z komponent kitu ECLplus (GE Healthcare) a nechána působit po dobu alespoň 5 min.  

Poté byla membrána zabalena do fólie a vložena do kazety. V temné komoře byl do kazety 

vložen film (CL-XPosure Film, Thermo Scientific) a po 5 min. vyvolán postupným 

ponořením do vývojky, vody, ustalovače a nakonec opláchnut v proudu vody. 

 

 

6.9 Statistika 

 
Většina výsledků je uvedena ve formě průměrů z nezávislých měření a směrodatné odchylky. 

Významnost rozdílů u dat získaných pomocí qRT-PCR byla stanovena pomocí T-testu:  

na hladině P ≤ 0.05 je tento rozdíl v grafech znázorněn symbolem * a na hladině P ≤ 0.01 

je tento rozdíl v grafech znázorněn symbolem **. 
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7. Výsledky 
 

7.1 Imunohistochemická lokalizace ABC transportérů 

odpovědných za MDR v embryonálních/fetálních tkáních: 

 
7.1.1 střeva 

Transportér MDR1 je exprimován od 12.  týdne  IUV  v  apikální  membráně enterocytů  

(viz obrázek č. 10). Transportér MRP1 je slabě exprimován v cytoplazmatické membráně 

enterocytů střevních klků v 5,5. a 6. týdnu IUV. Od 7. týdne IUV je patrná jaderná pozitivita 

některých enterocytů (viz obrázek č. 11), která se od 8,5. týdne IUV přesouvá spíše  

do apikální části klků s epitelem jednovrstevným kubickým až cylindrickým. V bazální částí 

klků s epitelem víceřadým je pozitivita cytoplazmatická (viz obrázek č. 12 a 13). V dospělém 

tlustém střevu je patrná jaderná pozitivita všech enterocytů. Transportér BCRP je exprimován 

ve všech vzorcích jak v cytoplazmě, tak v cytoplazmatické membráně enterocytů. V závislosti 

na fázi IUV se však mění poloha BCRP pozitivních buněk ve tkáni. Od 8,5. týdne IUV  

je výrazně pozitivní zejména bazální část střevních klků (viz obrázek č. 15 a 16) – shrnuto 

v tabulce č. 10 a grafu č. 1. 

Pohárkové buňky jsou negativní pro všechny tři ABC transportéry. Od 10. týdne IUV 

je pozorována pozitivita v endotelu vyvíjejících se cévních kapilár a také v gangliových 

buňkách v podslizničním vazivu (tunica submucosa). Slabá exprese transportérů MRP1 

a BCRP je prokázána ve slizniční svalovině (tunica muscularis externa), exprese transportéru 

MRP1 v této vrstvě je obzvlášť patrná v období od 10. do 14. týdne IUV. 

 
Tabulka č. 10: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP 

v embryonálním/fetálním střevním epitelu 

 

 struktura 

MDR 

transporter 
epitel 

MDR1 + (CM od 12. týdne IUV) 

 

MRP1 
+ (CM od 5,5. do 6. týdne IUV) 

+ (J od 7. týdne IUV) 

BCRP + (CM, C) 

 

Zkratky: + - pozitivita, CM – cytoplazmatická membrána, C – cytoplazma, J – jádro 
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Graf č. 1: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálním/fetálním střevním epitelu 

 

7.1.2 játra 

Transportér MDR1 je exprimován od 5,5. týdne IUV ve vyvíjejících se žlučových kanálcích 

(viz obrázek č. 17). S postupnou diferenciací žlučových kanálků (od 9. týdne IUV) roste 

i míra exprese tohoto transportéru (viz obrázek č. 18 a 19). Transportér MRP1 je exprimován 

v jádrech hepatocytů v době od 10. do 17. týdne IUV (viz obrázek č. 20 a 21). V dospělých 

játrech je patrná ojedinělá pozitivita v cytoplazmě hepatocytů. Exprese transportéru BCRP 

je zaznamenána v jádrech hepatocytů pouze v době od 10. do 11. týdne IUV. V dospělých 

játrech je tento transportér exprimován v cytoplazmě hepatocytů, ojediněle na membráně 

hepatocytů – přehledně shrnuto v tabulce č. 11 a grafu č. 2a a 2b. 

 
Tabulka č. 11: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/fetálních 

žlučových kanálcích 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zkratky: + pozitivita, CM – cytoplazmatická membrána, C – cytoplazma, J – jádro 

 struktura 

MDR 

transporter 
žlučové kanálky hepatocyty 

MDR1 + (CM) - 

MRP1 - + (J od 10. do 17. týdne IUV) 

BCRP - + (J od 10. do 11. týdne IUV) 
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Graf č. 2a: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/fetálních žlučových 

kanálcích 
 

 

 
Grafč. 2b: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRPv embryonálních/fetálních hepatocytech 

 

7.1.3 ledviny 

V apikální membráně tubulárního systému ledviny typu mezonefros je zaznamenána silná 

exprese transportérů MDR1 (viz obrázek č. 22) a MRP1, zato slabá exprese transportéru 

BCRP. V metanefros exprese všech tří ABC transportérů nezávisí na stáří embryonální/ 

fetální tkáně, ale na umístění ve tkáni. Každá ledvina typu metanefros byla rozdělena  

na tři části: neogenní zónu (metanefrogenní blastém MB a vyvíjející se nefrony s větvícím 

se uretrálním pupenem UP), subneogenní zónu (mezenchym, vyvíjející se renální tělíska, 

tubulární systém) a dřeň. Mezenchym je negativní, MB je slabě pozitivní pro všechny  

tři ABC transportéry ve všech testovaných tkáních. S mírou diferenciace nefronů 

(sféroidy, tzv. „comma-shaped bodies“ a „S-shaped bodies“) roste i míra exprese ABC 

transportérů. Nejsilnější pozitivita je zaznamenána v apikální membráně proximálních 

tubulů, slabší v membráně  distálních  tubulů,  Henleovy  klíčky, uretrálních  

pupenů/sběrných  kanálků. 
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V některých Bowmanových váčcích a glomerulech jsou exprimovány transportéry MRP1  

a BCRP (viz obrázky č. 23 až 29) – přehledně shrnuto v tabulce č. 12. 

 

Tabulka č. 12: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRPv embryonálních/fetálních ledvinách 

 
 struktura 

MDR 

transpor- 

ter 

 
mezenchym 

metanefro- 

genní 

blastém (MB) 

vyvíjející 

se 

nefrony 

 
glomeruly 

další 

tubuly, 

kanálky 

prox. 

tubuly 

MDR1 - - + (CM) - + (CM) + (CM,C) 

MRP1 - - + (CM) + (CM) + (CM) 
+ (CM,C, 

J) 

BCRP + (C) + (C) + (CM) + (CM) + (CM) + (CM,C) 

 

Zkratky: + pozitivita, CM – cytoplazmatická membrána, C – cytoplazma, J – jádro 

 

 

 
Graf č. 3: Exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/fetálních ledvinách 
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Obrázek č. 10: Fetální střevo, 16. týden IUV, 

MDR1 pozitivní apikální membrána 

střevních klků (šipka), slabá + mezenchymu 

a tunica muscularis externa. Zv. 200× 
 

 

Obrázek č. 12: Fetální střevo, 9. týden 

IUV, MRP1 jaderná pozitivita enterocytů 

v apikální, části klků (šipka), v bazální části 

klků cytoplazmatická pozitivita enterocytů. 

Zv. 200× 
 

 

Obrázek č. 14: Embryonální střevo, 

5,5. týden IUV, BCRP cytoplazmatická 

pozitivita primitivních enterocytů. Zv. 800× 

Obrázek č. 11: Embryonální střevo, 7. týden 

IUV, náhodná MRP1 jaderná pozitivita 

enterocytů (šipka). Zv. 400× 

 
 

 

Obrázek č. 13: Fetální střevo, 19. týden IUV, 

zřetelná MRP1 jaderná pozitivita enterocytů 

v apikální části klků. Zv. 400× 

 

 
 

 

Obrázek č. 15: Fetální střevo, 10. týden IUV, 

BCRP cytoplazmatická pozitivita v bazální 

části střevních klků. Zv. 200× 
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Obrázek č. 16: Fetální střevo, 19. týden IUV, 

detail střevního klku, BCRP pozitivní bazální 

část klku. Zv. 400× 

 

 

Obrázek č. 18: Fetální játra, 16,5. týden IUV 

MDR1 pozitivní žlučové kanálky, hepatocyty 

jsou negativní. Zv. 400× 

 

 

Obrázek č. 20: Fetální játra, 11. týden IUV, 

MRP1 jaderná pozitivita hepatocytů v době 

hematopoézy. Zv. 400× 

Obrázek č. 17: Embryonální játra, 5,5. týden 

IUV, MDR1 slabě pozitivní vyvíjející se 

žlučové kanálky. Zv. 400× 

 

 

Obrázek č. 19: Fetální játra, 20,5. týden IUV, 

MDR1 pozitivní žlučové kanálky (šipka), 

hepatocyty jsou negativní. Zv. 200× 

 

 

Obrázek č. 21: Fetální játra, 16,5. týden IUV, 

MRP1 jaderná pozitivita hepatocytů v době 

hematopoézy (šipka). Zv. 400× 
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Obrázek č. 22: Embryonální mezonefros, 

5,5. týden IUV, MDR1pozitivní apikální 

membrána tubulů (šipka). Zv. 200× 

 

 

 

Obrázek č. 24: Fetální metanefros, 10. týden 

IUV, rozdíl mezi negativním mezenchymem 

a MRP1 pozitivním tubulárním systémem. 

Zv. 200× 
 

 

 

Obrázek č. 26: Fetální metanefros, 10. týden 

IUV, MRP1+ detail proximálního tubulu. 

Zv. 800× 

Obrázek č. 23: Fetální metanefros, 

10. týden IUV, MDR1 neg. MB, slabě   

pozitivní vyvíjející se nefrony, výrazně 

pozitivní tubulární systém. Zv. 100× 

 

 

Obrázek č. 25: Fetální metanefros, 10. týden 

IUV, MRP1+ tubulárního systému, výrazně 

pozitivní apikální membrána prox. tubulů. 

Zv. 400× 
 

 

Obrázek č. 27: Fetální metanefros, 13. týden 

IUV,  MRP1 pozitivní apikální membrána 

a cytoplazma tubulů. Zv. 400× 
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Obrázek č. 28: Fetální metanefros, 14. týden 

IUV, MRP1 pozitivní detail glomerulu. 

Zv. 800× 

Obrázek č. 29: Fetální metanefros, 18. týden 

IUV, BCRP neg. MB, slabě + vyvíjející se 

nefrony, výrazně pozitivní prox. tubuly 

(šipka). Zv. 200× 

 

 

 

7.2 Stanovení koncentrace IC50 pro agonisty PPAR-γ a TKIs u 

buněčných linií HEK293 a A549 pomocí testu životaschopnosti 

WST-1 

 
Aby v dalších experimentech byly ovlivněny buňky se stejnou efektivitou, byly stanoveny 

koncentrace IC50 testovaných látek. Pomocí stanovení počtu přeživších buněk byla 

zhotovena kalibrační přímka a z ní byla pomocí regresní analýzy stanovena koncentrace 

IC50 jako koncentrace způsobující snížení počtu buněk na 50 % vůči kontrole. Výsledky 

jsou shrnuty v tabulce č. 13. 

 
Tabulka č. 13: Hodnoty koncentrace IC50 pro TKIs a agonisty PPAR-γ u 

buněčných linií HEK293 a A549 

 

 

Zkoumaná látka 
IC50/µM  

HEK293 A549 

 

TKIs 

imatinib 2.500 24.000 

nilotinib   8.800 0.900 

dasatinib 0.010 0.015 

 

agonisté PPAR-γ 

ciglitazon 15.200 18.000 

rosiglitazon 54.500 30.500 

troglitazon 25.00 55.000 
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7.3 Vliv agonistů PPAR-γ a TKIs na expresi ABC transportérů 

odpovědných za MDR na úrovni mRNAu modelových buněčných 

linií HEK293 a A549 

 
Pomoci qRT-PCR byl stanoven expresní profil transportérů MDR1, MRP1 a BCRP  

po použití TKIs a agonistů PPAR-γ u buněčných linií HEK293 a A549. Endogenní 

exprese všech tří ABC transportérů je v buňkách HEK293 velmi nízká, proto jsou vhodné 

ke studiu dějů, které se v buňkách neodehrávají spontánně. Oproti tomu v buňkách A549  

je exprese všech tří transportérů vysoká a proto jsou dobrým modelem pro analogii  

už vytvořené lékové rezistence. 

Agonisté PPAR-γ inhibují účinně expresi mRNA pouze transportéru MDR1. Jedině 

ciglitazon aktivuje expresi tohoto transportéru u buněk HEK293 po 3. dnu. 

Imatinib inhibuje expresi mRNA transportéru MDR1 už od 1. hodiny od ovlivnění. Tato 

inhibice trvá do 1. dne u buněk A549 a do 3. dne u buněk HEK293. Exprese transportérů 

MRP1 je rovněž po 1. hodině inhibována, avšak následně v čase opět postupně roste. Oproti 

tomu exprese transportéru BCRP roste u buněk A549 po 6. hodině (1,24-násobek) a naroste 

po 1. dnu (1,33-násobek). U buněk HEK293 exprese naroste po 1. dnu (16-násobek) a po 

3. dnu (7,3-násobek). 

Nilotinib inhibuje expresi transportérů MDR1 a MRP1 u buněk A549 od 6. hodin do 

3. dne od ovlivnění, u buněk HEK293 do 6. hodin od ovlivnění. Exprese transportérů BCRP 

u buněk A549 naroste stejně jako po ovlivnění dasatinibem po 1. hodině (3,5-násobek), 

u buněk HEK293 však později po 1. dnu (5,98-násobek) a po 3. dnu (2,08-násobek)  

– přehledně zobrazeno v grafu č. 4 a 5. 

Dasatinib inhibuje expresi mRNA všech tří transportérů u obou buněčných linií až do 

3. dne od ovlivnění, jedině exprese transportéru BCRP u buněčné linie A549 po 1. hodině 

naroste (2,54-násobek). 

 
 

 

 

Obrázek č. 30: Amplifikační křivky kvantitativní PCR s reverzní transkripcí (qRT-PCR). 

Produkty amplifikace genu MDR1 a β-aktinu. 
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Graf č. 4: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u buněk A549 ovlivněných A: Ciglitazonem,  

B: Rosiglitazonem, C: Troglitazonem 

Výsledné hodnoty získané pomocí qRT-PCR jsou normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 

Hladina mRNA jednotlivých ABC transportérů je vztažena k transkripční hladině „house-keeping“ 

genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou průměrem 2 nezávislých experimentů. Statisticky významná 

změna exprese ABC transportérů oproti kontrole (P<0,05) je označená (*), (P<0,01) je označená 

(**). 
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Graf č. 5: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u buněk HEK293 ovlivněných A: Ciglitazonem, 

B: Rosiglitazonem, C: Troglitazonem 

Výsledné hodnoty získané pomocí qRT-PCR jsou normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 

Hladina mRNA jednotlivých ABC transportérů je vztažena k transkripční hladině „house-keeping“ 

genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou průměrem 2 nezávislých experimentů. Statisticky významná 

změna exprese ABC transportérů oproti kontrole (P<0,05) je označená (*), (P<0,01) je označená 

(**).
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Graf č. 6: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u buněk A549 ovlivněných A: Imatinibem, 

B: Nilotinibem, C: Dasatinibem 

Výsledné hodnoty získané pomocí qRT-PCR jsou normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 

Hladina mRNA jednotlivých ABC transportérů je vztažena k transkripční hladině „house-keeping“ 

genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou průměrem 2 nezávislých experimentů. Statisticky významná 

změna exprese ABC transportérů oproti kontrole (P<0,05) je označená (*), (P<0,01) je označená 

(**). 
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Graf č. 7: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u buněk HEK293 ovlivněných D: Imatinibem, 

E: Nilotinibem, F: Dasatinibem 

Výsledné hodnoty získané pomocí qRT-PCR jsou normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 

Hladina mRNA jednotlivých ABC transportérů je vztažena k transkripční hladině „house-keeping“ 

genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou průměrem 2 nezávislých experimentů. Statisticky významná 

změna exprese ABC transportérů oproti kontrole (P<0,05) je označená (*), (P<0,01) je označená 

(**). 
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7.4 Vliv agonistů PPAR-γ a TKIs na expresi ABC transportérů 

odpovědných za MDR na úrovni proteinů u modelové buněčné 

linie A549 

 
Aby se zjistil účinek vlivu agonistů PPAR-γ a TKIs na expresi transportérů MDR1, MRP1 

a BCRP na úrovni proteinů, byla použita průtoková cytometrie. Exprese proteinů je vyjádřena 

v jednotkách MESF (molecules of equivalent soluble fluorochrome). 

Všechny tři TKIs výrazně snižují expresi transportéru MDR1 ve 3. dni od ovlivnění 

(nejvýraznější pokles exprese je zaznamenán po použití nilotinibu a to z 63 628 na 9 900 

MESF). Exprese transportéru MRP1 se rovněž mírně snižuje, naopak exprese transportéru 

BCRP s rostoucí délkou kultivace buněk se zvyšuje – přehledně zobrazeno v grafu č. 6. 

Příklad gatování buněk je znázorněn ve schématu č. 1. 
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Schéma č. 1: Gating A549 značených MDR1-APC buněk po ovlivnění imatinibem A: Buňky 

A549  značené  MDR1-APC  byly  gatovány   na   histogramu   forward-scatter   height (FSC-H)  

vs. forward-scatter area (FSC-A). B: Gating stejných buněk na histogramu side-scatter area (SSC-A) 

vs. forward-scatter area (FSC-A). C: Kalibračni mikročástice (pro MESF jednotky) byly gatovány 

na histogramu side-scatter area (SSC-A) vs. forward-scatter area (FSC-A). D: Jejich střední intenzita 

fluorescence (MFI) byla měřena na jednoparametrovém histogramu. Dot ploty znázorňují expresi 

MDR1 transportéru u E: kontrolních neovlivněných buněk, F: buněk po 1. dnu od ovlivnění 

imatinibem, G: buněk po 3. dnu od ovlivnění imatinibem, G: porovnání exprese MDR1 transportéru 

u všech zkoumaných populací. 
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Exprese transportéru MRP1 ubuněkA549 byla potvrznena pomocí přímé immunofluorescence 

– viz obrázek č. 31. 
 
 

 

 

Obrázek č. 31: Imunofluorescenční značení transportéru MRP1 pomocí protilátky značené 

fluoroforem PE (clone HI9a; Biolegend) u A549 buněk. Jádra jsou značena DAPI. Zv. 400× 
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Graf č. 8: Exprese proteinů MDR1, MRP1 a BCRP u A549 buněk ovlivněných TKIs 

Mediány hodnot intenzity fluorescence byly převedeny do MESF (molecules of equivalent soluble 

fluorochrome) jednotek. 
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7.5 Možnosti regulace exprese ABC transportérů odpovědných 

za MDR pomocí aktivace proteinů PPAR-γ/PTEN 

 
Pro pochopení úlohy proteinů PPAR-γ/PTEN v procesu regulace exprese ABC transportérů 

odpovědných za MDR byla pomocí westernového přenosu detekována exprese proteinů 

PPAR-γ a fosforylovaného PTEN (na aminokyselinách Ser380/Thr382/Thr383) po ovlivnění 

TKIs a agonisty PPAR-γ. 

Ve 3. dnu po ovlivnění TKIs a agonisty PPAR-γ je pozorován nárůst exprese PPAR-γ 

a fosforylované formy pPTEN. Ukazuje se, že PPAR-γ/PTEN jsou negativními regulátory 

exprese ABC transportérů odpovědných za MDR. 

 
 

 

 

 

Obrázek č. 32: Detekce PPARγ a pPTEN v buňkách A549 po působení TKIs a agonistů PPARγ. 

Výsledky jsou ilustrační obrázky ze dvou opakování experimentu. Lyzáty byly zhotoveny po jednom 

a třech dnech inkubace se zkoumanými látkami. Beta actin a MCM7 slouží jako kontrola stejného 

množství proteinů ve vzorku. 
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7.6 Afinita TKIs a agonistů PPAR-γ k jednotlivým transportérům 

 
Pomocí testu  životaschopnosti  WST-1  byla  stanovena  substrátová afinita  TKIs  a  agonistů 

PPAR-γ k transportérům MDR1, MRP1 a BCRP. Tento experiment byl prováděn  

na leukemické buněčné linií HL-60 s mizivým množstvím ABC transportérů a na 

transfekovaných buněčných liniích exprimujících jeden ze studovaných transportérů  

(HL-60-MDR1, HL-60- MRP1, PLB-BCRP). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf č. 9: Test životaschopnosti WST-1 pro agonisty PPAR–γ u buněk HL60, HL60-MDR1, 

HL60-MRP1, HL60-BCRP.  Výsledné  hodnoty  jsou  průměrem  3  nezávislých  experimentů 

a jsou normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 
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Graf č. 10: Test životaschopnosti WST-1 pro TKIs u buněk HL60, HL60-MDR1,  HL60- MRP1, 

HL60-BCRP. Výsledné hodnoty jsou průměrem 3 nezávislých experimentů a jsou 

normalizovány vzhledem k neovlivněné kontrole. 
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Předpokládá se, že vliv agonistů PPAR-γ (164) nebo inhibice TK pomocí TKIs zpomalí 

proliferaci buněk. Proto buňky s vysokou expresí transportérů, které transportují danou látku, 

by měly růst rychleji, než kontrolní buňky HL60. 

Množství buněk HL60-MDR1 v přítomnosti 1 μM a 5 μM imatinibu je 126 % a 110 % 

(kontrolních buněk HL60 je 108 % a 95 %). Množství buněk PLB-BCRP v přítomnosti 

20 μM imatinibu je 109 % (kontrolních buněk HL60 je 88 %), v přítomnosti 10 μM nilotinibu 

je 129 % (kontrolních buněk HL60 je 88 %). Množství buněk HL60-MDR1 v  přítomnosti 

1 μM a 5 μM dasatinibu je 106 % a 94% (kontrolních buněk HL60 je 90 % a 84 %), množství 

buněk PLB-BCRP v přítomnosti 35 μM dasatinibu je 111 % (kontrolních buněk HL60  

je 84 %). 

Z grafů č. 9 a 10 vyplývají následující závěry: Imatinib je substrátem transportéru MDR1 

a BCRP, nilotinib je substrátem transportéru BCRP. Dasatinib je substrátem transportéru 

BCRP a v menší míře substrátem transportéru MDR1. Ciglitazon je substrátem transportéru 

MDR1. Rosiglitazon je substrátem transportéru MDR1 a MRP1. Troglitazon je substrátem 

transportéru MDR1 a BCRP. 

Tyto výsledky jsou přehledně shrnuty v tabulce č. 14. 

 

Tabulka č. 14: Afinita zkoumaných ABC transportérů k testovaným látkám 
 
 

 

zkoumaná látka 
transportéry 

MDR1 MRP1 BCRP 

 

TKIs 

imatinib ano - ano 

nilotinib - - ano 

dasatinib ano - ano 

 

agonisté PPAR-γ 

ciglitazon ano - - 

rosiglitazon ano ano - 

troglitazon ano - ano 
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8. Diskuze 

 
 

Důležitou předností embryonálních buněk je jejich jasná rezistence ke xenobiotikům 

zajišťující přirozenou ochranu embrya proti cizím škodlivým látkám. Tato fyziologická 

vlastnost je dána především díky vysoké expresi ABC transportérů, které aktivně přenášejí 

substráty proti koncentračnímu spádu do extracelulární matrix. Vlastností nádorových 

buněk se podobají vlastnostem buněk embryonálních (díky zpětné dediferenciaci během 

kancerogeneze), a proto obdobně nádorové buňky jsou schopny aktivně vylučovat cytotoxické 

léčiva a odolávat tak jejich účinku. 

Doposud nebyla popsána exprese transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/ 

fetálních tkáních lišících se dále ještě stádiem IUV. Pouze Kalken a kol. zaznamenal distribuci 

transportéru MDR1 v 9 embryonálních/fetálních tkáních (149) a také pár dalších studií popisuje 

expresi některých ABC transportérů v průběhu ontogenetického vývoje myší (150, 151). 

V této práci pomocí nepřímé dvoustupňové metody byla provedena imunohistochemická 

detekce transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v embryonálních/fetálních orgánech lišících 

se dále ještě stádiem IUV. Jednalo se o orgány účastnící se absorpčních, distribučních 

a exkrečních procesů a to střeva, játra a ledviny. 

Transportér MDR1 byl lokalizován v apikální části cytoplazmatické membrány 

enterocytů, žlučových kanálků a v tubulárním systému ledvin (zejména v proximálních 

tubulech). Enterocyty byly pozitivní od 12. týdne IUV. Tento poznatek se shoduje  

s pozorováním Kalkena a kol., který ve střevním epitelu zaznamenal slabou membránovou 

pozitivitu tohoto transportéru v období od 11. do 20. týdne IUV. Kromě toho také pozoroval 

expresi transportéru MDR1 v proximálních tubulech ledvin, avšak exprese tohoto 

transportéru v Bowmanově váčku v období od 11. do 13. týdne IUV potvrzena nebyla. 

Kalken pozoroval expresi tohoto transportéru také ve žlučových kanálcích od 14. týdne IUV, 

avšak v našich tkáních jsme zaznamenali pozitivitu dřív, a to už od 9. týdne IUV (čili v době, 

kdy se žlučové kanálky začínají formovat). Rosati a kol. studovali expresi transportérů 

mdr1a a mdr1b (myší analogy transportérů Mdr1) na úrovni transkripce v pěti orgánech 

u 15-denních potkaních zárodků a taky u potkanů v postnatálním období do 8. měsíce. 

Zaznamenali v ledvinách zvýšenou expresi transkriptu mdr1a a mdr1b v 6. dni, v játrech 

zvýšenou expresi transkriptu mdr1b rovněž v 6. dni a transkriptu mdr1a ve 20. dni. Později 

u 5-měsíčních potkanů zaznamenali v játrech sníženou hladinu transkriptu mdr1a, ve všech 

studovaných orgánech zaznamenali od 5. měsíce sníženou hladinu transkriptu mdr1b (150). 

Cui a kol. zaznamenali nízkou hladinu transkriptu mdr1b v myších ledvinách v postnatálním 

období před dosažením 10. dne, tato hladina později stoupla do dosažení 30. dne (151). 

Transportér MRP1 byl do 6. týdne IUV slabě exprimován v cytoplazmatické membráně 

a cytoplazmě epitelu střevních klků, později od 9. týdne IUV byl tento transportér detekován 

v bazální části klků, kde se nachází ještě nediferencované enterocyty. Od 7. týdne byla 
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zaznamenána slabá pozitivita v jádrech některých enterocytů, od 9. týdne se jaderná 

pozitivita enterocytů přesunula do apikální části střevních klků. Tento transportér byl rovněž 

exprimován v jádrech hepatocytů od 10. do 17. týdne IUV. Předpokládáme, že jaderná 

pozitivita v hepatocytech vyskytující se v tomto období může souviset s jaterní hematopoézou 

probíhající ve stejném čase. Transportér MRP1 byl hojně exprimován v tubulárním systému 

ledvin (zejména v proximálních tubulech) a také v některých renálních tělískách. Rosati 

a kol. nezaznamenali žádný rozdíl v expresi transkriptu mrp1 v pěti různých orgánech během 

ontogeneze potkana. Avšak v játrech v postnatálním období v 8. měsíci a v  ledvinách v 5.  

a 8. měsíci u potkanů byla hladina exprese signifikantně nižší (150). Většina studií popisuje 

výskyt tohoto transportéru v bazolaterální membráně polarizovaných buněk, avšak v našich 

tkáních jsme zaznamenali jadernou pozitivitu v některých embryonálních/fetálních 

enterocytech a hepatocytech. Tento jev může být zřejmě způsoben přítomností transportéru 

MRP1 na jaderné membráně nebo na membránách perinukleárních organel. 

Transportér BCRP byl exprimován v cytoplazmě a cytoplazmatické membráně v časném 

období vývoje (do 8.5 týdne IUV) střevního epitelu. Ve starších embryích byla pozitivita 

nalezena v bazální části střevních klků, kde se nachází ještě nediferencované enterocyty. 

Slabá exprese byla zaznamenána v jádrech hepatocytů v období od 10 do 11. týdne IUV, 

zřetelná exprese byla pozorována v tubulárním systému ledvin (obzvláště v proximálních 

tubulech) a také v některých renálních tělíscích. 

ABC transportéry v dospělých zdravých tkáních mají řadu fyziologických funkcí. Jejich 

hlavní úlohou je transport širokého spektra molekul včetně xenobiotik (např. v játrech). Studie 

na „knokautovaných“ myších potvrzují úlohu ABC transportérů také v orální absorpci látek, 

v hepatobiliární sekreci (165) a v reabsorpci vody ve sběrných kanálcích ledvin (166). ABC 

transportéry (obzvláště pak BCRP) jsou přítomny v syncytiotrofoblastu placenty, kde tvoří 

důležitou obrannou bariéru vyvíjejícího se embrya (40, 79, 80). Byla prokázána zvýšená 

exprese ABC transportérů v hypoxických podmínkách. Je známo, že embryo se vyvíjí  

za podmínek fyziologické hypoxie. V odpovědi na hypoxii dochází  

u  h e m a t o p o e t i c k ý c h  k m e n o v ý c h  b u n ě k  k aktivaci transportéru BCRP skrze 

transkripční  faktor  HIF-1,  která  má  za  následek  snížení  akumulace hemu a porfyrinu 

vedoucí k poškození mitochondrií (95). Aktivace ABC transportérů může být tedy strategií 

umožňující přežití embrya v podmínkách s nízkým obsahem kyslíku (96). 

Dále byl v této práci studován význam signální dráhy PI3K/Akt v regulaci exprese 

transportérů MDR1, MRP1 a BCRP pomocí inhibitorů tyrozin kináz (TKIs) a receptorů 

aktivovaných proliferátory peroxizómů (PPARs). Nejdřív pomocí testu životaschopnosti 

WST-1 bylo ověřováno, zda jsou vybrané testované látky substráty studovaných transportérů. 

Využili jsme k tomu standardní buňky HL60 a transfekované buňky HL-60 obsahující jeden 

ze studovaných transportérů (HL60-MDR1, HL-60-MRP1, PLB-BCRP). Tato studie byla 

provedena kvůli nejednotným údajům v literatuře. Imatinib, obzvlášť v koncentraci 1-5 μM, 

byl úspěšně transportován z buněk HL60-MDR1, proto se jeví jako substrát tohoto 

transportéru. Tuto interakci rovněž potvrzují studie Hegedus a kol, a Hamada a kol. (167, 

168). Mahon a kol. prokázali, že transportér MDR1 zprostředkovává rezistenci k imatinibu 
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in vitro (169), a Lima a kol. díky umlčení genů kódující transportér pomocí siRNA 

obnovili citlivost buněk chronické myeloidní leukémie k imatinibu (170). Buňky HL60-

BCRP také transportovaly imatinib a to dokonce i při koncentraci v rozmezí 1–50 μM.  

I když Shuklal a kol. tvrdí, že tento process je účinný pouze v koncentracích nižších než 1 μM 

(171), Burger a kol. prokázali, že buňky MCF7/MR, MCF7/AdVp-3000 a také HEK293 

transfekované genem pro pumpu BCRP, transportovaly imatinib i při vyšších koncentracích 

(172). Podle Brendela a kol. imatinib nasedá na substrát vázající místo transportéru  BCRP 

a stimuluje ATP-ázovou aktivitu (173). 

Nilotinib a dasatinib byly také transportovány z buněk HL60-BCRP a zdají se být silnými 

substráty transportéru BCRP. Dasatinib byl transportován z buněk HL60-MDR1 ve stejném 

rozmezí koncentrací jako imatinib (1–5 μM), ve vyšších koncentracích docházelo ke snížení 

množství živých buněk. Nilotinib jako jediný TKIs nebyl buňkami HL60-MDR1 

transportován vůbec. Tento poznatek se shoduje s tvrzením Hegedus a kol. kterří pomocí 

HPLC-MS studovali akumulaci TKIs v buňkách K562-ABCB1 a K562-ABCG2. Prokázali, 

že nilotinib byl efektivně pumpován pouze transportérem BCRP, kdežto dasatinib byl 

pumpován jak transportérem BCRP tak MDR1. Nilotinib však může stimulovat ATP-ázovou 

aktivitu transportérů MDR1 a BCRP (největší stimulace ATP-ázy pro transporter MDR1 

zaznamenali při koncentraci 500 nM, pro transportér BCRP při koncentraci 25 nM) (174). 

TKIs nejsou substráty transportéru MRP1, v přítomnosti těchto látek nebylo pozorováno 

zvýšené množství buněk HL60-MRP1 ve srovnání s množstvím buněk v kontrolním vzorku. 

Pomocí testu životaschopnosti WST-1 byla rovněž stanovena koncentrace IC50 tří klinicky 

používaných TKIs: imatinibu, nilotinibu a dasatinibu a tří agonistů PPAR-γ: ciglitazonu, 

rosiglitazonu a troglitazonu u buněčných linií HEK293 a A549. Je zajímavé, že zjištěná 

koncentrace IC50 dasatinibu je v řádu nM, kdežto koncentrace IC50 imatinibu a nilotinibu 

je v řádu μM. Ve srovnání - Šimara a kol. k ovlivnění buněk K562 a k následnému měření 

intracelulární koncentrace TKIs použili imatinib v koncentraci 2,5 a 32,5 μM a dasatinib 

v koncentraci 1 a 100 nM (175). 

Dále byl pomocí kvantitativní PCR s reverzní transkripcí (qRT-PCR) a pomocí průtokové 

cytometrie studován vliv TKIs a agonistů PPAR-γ na transkripci a na translaci transportérů 

MDR1, MRP1 a BCRP. Z agonistů PPAR-γ rosiglitazon a troglitazon účinně inhibovali 

expresi mRNA transportéru MDR1. Davies a kol. rovněž prokázali, že troglitazon snížil 

expresi transportéru MDR1 a obnovil rezistenci k doxorubicinu u buněk MCF7 a buněk 

K562 (136). Byla pozorována snížená exprese transportéru MDR1 jak na úrovni mRNA, tak 

na úrovni proteinů po ovlivnění TKIs. Naproti tomu exprese transportéru BCRP se zvýšila. 

U buněk A549 (s vysokou endogenní expresí ABC transportérů) došlo dále ještě ke zvýšení 

exprese mRNA transportéru BCRP, a to (rychleji než u buněk HEK293) už po 1. hodině od 

ovlivnění nilotinibem a dasatinibem a po 6. hodině od ovlivnění imatinibem. U buněk 

HEK293 k této zvýšené expresi došlo později a to po 1. dni od ovlivnění imatinibem  

a dasatinibem. Zvýšená (17-násobně) exprese transportéru BCRP byla rovněž zaznamenána 

po dlouhodobém (do 100 dní) působení imatinibu o koncentraci 10 μM u buněčné linie 

Caco2. Tato zvýšená exprese se projevila dvakrát, a to po 3. dni a po 25. dni (176). 
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Detailní analýza cis-regulační oblasti transportéru BCRP prokázala vazebná místa  

pro některé transkripční faktory (např. XRE, HRE, ARE), které se aktivují během stresu 

(177). Na základě práce Nakanishi a kol. (kteří porovnali vliv imatinibu na expresi 

transportéru BCRP u pozitivních a negativních buněk BCR-ABL), usuzujeme, že inhibice 

exprese BCRP může být úspěšnější u buněk s BCR-ABL translokací (178). Tato otázka 

však vyžaduje ještě detailnější zkoumání. 

Pomocí metody western blotting byly rovněž pozorovány změny v expresi proteinů 

souvisejících se signální dráhou PI3K/Akt a to: nádorového supresoru PTEN a receptoru 

PPAR-γ. PTEN fyziologicky inhibuje signální dráhu PI3K/Akt pomocí defosforylace 

fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfátu fosforylovaného s účastí PI3K (101). Bylo prokázáno, 

že specifický inhibitor PI3K (LY294002) inhiboval rezistenci k vinkristinu, který byl 

transportován pomocí pumpy MDR1 u buněk L1210/VCR (179). V našich experimentech 

byla zaznamenána zvýšená exprese fosforylovaného PTEN ve 3. dnu od ovlivnění a to jak 

agonisty PPAR-γ, tak TKIs. Tato skutečnost potvrzuje, že zkoumané látky inhibují díky 

aktivaci PTEN signální dráhu PI3K/Akt. 

Inhibitory TKIs jsou selektivní léčiva působící specificky proti řadě tyrozin kináz, avšak 

překážkou jejich účinku je schopnost nádorových buněk vytvářet rezistenci vůči těmto 

cíleným léčivům. Tato rezistence je způsobena zvýšenou expresí ABC transportérů, zejména 

MDR1 a BCRP, které nejčastěji transportují TKIs a snižují tak jejich cílené působení  

v buňce.  

V experimentech této práce byla zaznamenána snížená exprese transportérů MDR1  

a MRP1 po působení zmíněných TKIs. Ovšem v klinické praxi lze doporučit použití pouze 

některých inhibitorů. Koncentrace imatinibu, při které je exprese transportérů jak na úrovni 

mRNA, tak na úrovni proteinů inhibována činí až 24 M u buněčné linie A549, tedy lék v této 

koncentraci není v klinické praxi použitelný vzhledem k jeho vysoké cytotoxicitě. Pro srovnání 

- u pacientů s CML při standartně podávaném imatinibu se jeho koncentrace v plazmě 

pohybuje v rozmezí 0,3-5,5 M, a u pacientů s kompletní molekulární odpovědí užívajících 

600 mg imatinibu denně je průměr této koncentrace 2,7 Oproti tomu použití 

nilotinibu a zejména dasatinibu se jeví jako klinicky přijatelné. Na příklad - koncentrace 

nilotinibu v plazmě u pacientů užívajících 2x denně 400 mg tohoto léku je 1,7 - 3,7  M (181).  

Byl zjištěn také nežádoucí opačný jev, a to u transportéru BCRP: studované TKIs aktivují 

expresi tohoto transportéru na úrovni mRNA a na úrovni proteinů, zejména v buňkách 

s vysokou endogenní expresí této pumpy (jedině dasatinib inhiboval expresi transportéru 

BCRP, a to na úrovni mRNA). V klinické praxi by se proto před podáváním TKIs měla 

zohlednit skutečnost, zda-li nebyla zjištěna vysoká endogenní exprese transportéru BCRP.  

Práce ukazuje také možnost využití pro inhibici transportéru MDR1 agonistů PPAR- 

rosiglitazonu a troglitazonu. Jejich podávání by mohlo přispět k zabránění vzniku rezistence 

(předcházení vzniku rezistence je první strategií pro zefektivnění terapie), aplikovali by  

se agonisté PPAR-samostatně anebo spolu s chemoterapeutiky (se zde studovanými TKIs 

i s některými jinými). 
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9. Závěry 

 
• Lokalizace transportérů MDR1, MRP1 a BCRP v jednotlivých embryonálních/fetálních 

tkáních blíže specifikuje úlohu těchto transportérů v obraně vyvíjejícího se zárodku před 

xenobiotiky. Vysoká exprese všech těchto tří ABC transportérů je nalezena v enterocytech 

střevních klků a v tubulárním systému ledvin (zejména v proximálních tubulech), 

transportéru MDR1 ve vyvíjejících se žlučových kanálcích, transportérů MRP1 a BCRP 

v hepatocytech (zejména v období hematopoézy). 

• TKIs a agonisté PPAR-jsou vskutku substráty ABC transportérů, zejména pump MDR1 

a BCRP. Proto mohou být agonisté PPAR-a TKIs transportovány ven z buněk, které 

nadměrně exprimují tyto pumpy. 

• Je vysledována negativní regulace exprese transportérů MDR1 a MRP1 pomocí aktivace 

receptoru PPAR-, který následně aktivuje nádorový supresor PTEN jako součást signální 

dráhy PI3K/Akt. Tato regulace je pozorována nejen působením samotných agonistů 

PPAR-, ale také působením inhibitorů tyrozin kináz (TKIs), které zasahují „upstream“ 

od zmíněného supresoru PTEN. 

• Rosiglitazon a troglitazon (agonisté PPAR-) inhibují expresi transportéru MDR1 na úrovni 

mRNA. TKIs mění expresi transportérů MDR1, MRP1 a BCRP jak na úrovni mRNA,  

tak na úrovni proteinů. Při srovnání všech inhibitorů se zdá nejúčinnější dasatinib.  

Na úrovni mRNA dasatinib účinně inhibuje expresi transportérů MDR1 a MRP1  

u buněčných linií HEK293 a A549 až do 3. dne od ovlivnění, jedině exprese transportéru 

BCRP u buněčné linie A549 po 1. hodině naroste (2,54-násobek). Na úrovni proteinů 

dasatinib dobře inhibuje expresi ve 3. dni od ovlivnění u transportéru MDR1, trochu 

méně u transportéru MRP1. 

• Expresi transportéru BCRP se daří inhibovat pouze pomocí dasatinibu u buněk HEK293. 

V ostatních případech exprese tohoto transportéru u buněk A549 (s vysokou endogenní 

expresí ABC transportérů) roste už po 1. a 6. hodině od ovlivnění, u buněk HEK293 

(s velmi nízkou endogenní expresí ABC transportérů) roste až po 1. dnu od ovlivnění. 

Tento nárůst exprese může být zapříčiněn přítomností vazebných míst v cis-regulační 

oblasti pro transkripční faktory XRE, HRE, ARE, které ve stresových podmínkách zvyšují 

expresi tohoto transportéru. 
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Seznam zkratek: 

 
A549 buněčná linie odvozená z epiteliálních buněk nemalobuněčného plicního karcinomu 

ABC ATP vážící kazetu (ATP Binding Casette) 

ABCP ABC protein exprimovaný v placentě (an ABC Transporter Expressed in the Placenta) 

AF-2 aktivační funkce závislá na vazbě ligandu (Ligand-Dependent Activation Function 2) 

Akt proteinkináza B (Protein kinase B) 

APC          allofykocyanin (Allophycocyanin) 

ARE (Antioxidant response element) 

ATP adenozin trifosfát (Adenosine triphosphate) 

BCRP protein rezistence rakoviny prsu (Breast Cancer Resistance Protein) 

Bcrp-/-      myši s “knockoutovaným” genem kódujícím BCRP 

CaCo2      buněčná linie odvozená z nádoru tlustého střeva 

cDNA       komplementární DNA (complementary DNA) 

c-kit TK tyrozin kináza receptoru pro c-kit 

CML         chronická myeloidní leukemie 

DAPI        (4',6-diamidino-2-phenylindole) 

DBD DNA-vázající doména (DNA Binding Domain) 

ddH O deionizovaná voda 

DR-1 element přímého opakování 1 (Direct Repeat 1 Elements) 

DMEM buněčné kultivační médium (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) 

DMSO dimethylsulfoxid 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

EGF epidermální růstový faktor (Epidermal Growth Factor Receptor) 

ES embryonální kmenové buňky (Embryonal Stem Cells) 

FITC         Fluorescein-iso-thio-kyanát (Fluorescein isothiocyanate) 

FSC-A      (Forward-scatter area) 

FSC-H      (Forward-scatter high) 

GFAP gliální fibrilární kyselý protein (Glial Fibrillary Acidic Protein) 

Grb2 receptor pro růstový faktor vázající protein 2 (Growth Factor Receptor-bound Protein 2) 

GSH glutathion 

HEK293   buněčná linie odvozená z lidské embryonální ledviny (Human Embryonic Kidney 293 cells) 

HIF-1        hypoxií-indukovaný faktor 1 (Hypoxia-Inducible Factor 1) 

HL-60 buněčná linie odvozená z buněk akutní promyelocytární leukémie 

HRA (Hypoxia response element) 

IUV intrauterinní vývoj 

HSC hematopoetické kmenová buňka (Hematopoetic Stem Cell)  

LLC-PK1 buněčná linie odvozená z epiteliálních buněk prasečích ledvin 

L1210/VCR buněčná linie odvozená z myších lymfocytických leukemických buněk rezistentních   

                  na vinkristin 

KB kmenové buňky 

K562         buněčná linie odvozená z buněk chronické myeloidní leukémie 

MAPK mitogenem aktivovaná protein kináza 

MB metanefrogenní blastém  
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MCF7/MR buněčná linie odvozená z lidského karcinomu prsu, rezistentní na mitoxantron 

MDR mnohočetná léková rezistence 

MDR1 (Multidrug Resistence Protein 1) 

MEL4M    buněčná linie odvozená od buněk melanomu (Melanoma Cell Line) 

MESF       (Molecules of equivalent soluble fluorochrome) 

MRP1 protein spojený s MDR (Multidrug Resistance Associated Protein 1) 

Mrp1-/-     myši s “knockoutovaným” genem kódujícím MRP1 

MM6 buněčná linie odvozená od lidských monocytů (Human Monocytic Cell Line) 

MXR protein rezistentní na mitoxantron (Mitoxantrone Resistant Protein) 

NBD doména vázající nukleotid (Nukleotide Binding Domain) 

NF-kB nukleární faktor kB (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of B Cells) 

NK přirození zabíječi (Natural Killer) 

NS neurální kmenové buňky (Neural Stem Cells)                                                                                                                                               

NSCLC nemalobuněčný karcinom plic (Non-Small Cell Lung Cancer) 

PDGFR receptor pro destičkový růstový faktor (Platelet-Derived Growth Factor Receptor) 

PDK1 fosfoinozitid dependentní kináza 1 (3´-Phosphoinozitide-Dependent Kinase1)  

PE             fykoerythrin (Phycoerythrin) 

PI3K fosfatidylinozitol 3-kináza (Phosphatidylinositol-3 kinase) 

PIP2 fosfatidylinozitol-4,5bis-fosfát (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) 

PIP3 fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfát (Phosphatidylinositol-3,4,5-bisphosphate) 

      PPAR         receptory aktivované proliferátory peroxisomů (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)       

PPRE        responzivní element proliferátoru peroxisomů (Peroxisome Proliferator Responsive Element) 

PTEN nádorově supresorový gen s fosfátovou aktivitou a sekvenční homologií s některými 

cytoskeletálními proteiny (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted in Chromosome Ten) 

qRT-PCR   kvantitativní PCR s reverzní transkripcí (quantitative reverse-transcription polymerase 

chain reaction) 

RNA ribonukleová kyselina (Ribonucleic acid) 

RPM otáčky za minutu (revolutions per minute) 

RPMI        buněčné kultivační médium (Roswell Park Memorial Institute medium) 

RXR retinoidní X receptor (Retinoid X Receptor)  

SGC-7901 buněčná linie odvozená z nádoru žaludku 

SOS SOS protein (Son of Sevenless Homolog) 

Src Src kináza (Tyrosine-Protein Kinase CSK) 

SP vedlejší populace (Side population) 

STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) 

TK  tyrozin kináza (Tyrosine kinase) 

TKI  inhibitor tyrozin kináz (Tyrosine-Kinase Inhibitor)  

TMD  transmembránová doména (transmembrane domain)  

TR  tyrozin kinázový receptor (Receptor tyrosine kinases)  

UP  uretrální pupen 

VLCFA  velmi dlouhé mastné kyseliny (very long chain fatty acid) 

WST           proliferační reagent (water-soluble tetrazolium salts) 

XRE  (Xenobiotic response element) 
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