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Nazev diplomové prace: Interakce vybranych protinadorovych latek ze skupiny

inhibitord MAPK/ERK signaliza¢ni kaskady s ABC Iékovymi transportéry

ABCB1 (Pgp, P-glycoprotein) a ABCG2 (BCRP, breast cancer resistance
protein) patfi mezi membranové efluxni transportéry zavislé na ATP, tzv. ATP-
binding cassettes (ABC). Fyziologicky jsou exprimovany v buné&né membrané a
chrani tkané pred potencionalné toxickymi xenobiotiky, v€etné I€Civ. Tim, Ze jsou
schopny odCerpavat Sirokou Skalu cytotoxickych |éCiv, pfedstavuji také jeden

z obrannych mechanism( nadorovych bunék, coz vede k selhavani |éCby.

BRAF protein ma dulezitou regulacni a signaini roli v MAPK/ERK
signaliza¢ni kaskadé ovliviujici bunécné déleni, diferenciaci a sekreci. Mutace
BRAF vedou k nadmérné aktivité MAPK/ERK kaskady v mnoha nadorovych
burikach a stavaji se tak cilem protinadorové terapie. Kobimetinib a dabrafenib
jsou relativné nové protinadorové latky, inhibuji uvedenou signalni drahu a

pouzivaji se v Iécbé melanomu s mutacemi BRAF.

Cilem této prace bylo zjistit, jestli inhibitory kinaz kobimetinib a dabrafenib
mohou inhibovat efluxni transportéry ABCB1 a ABCG2 a pifekonavat tak Iékovou
rezistenci na jejich substraty in vitro. Pouzitim metody Hoechst jsme studovali
inhibi¢ni vliv téchto latek na MDCKII liniich nadmérné exprimujicich ABCB1 a
ABCG2 transportéry. Dale byla pouZita metoda XTT, a to ke studiu

antiproliferativniho efektu kobimetinibu a dabrafenibu a jejich vliv na cytotoxicitu



daunorubicinu (modelovy substrat ABCB1) a mitoxantronu (modelovy substrat
ABCG2).

Zjistili jsme, Ze kobimetinib a dabrafenib jsou schopny inhibovat ABCB1 a
ABCG2 efluxni transportéry u MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 bunék.
Kobimetinib vykazoval vétsi inhibicni efekt na ABCB1, v porovnani s ABCGZ2.
Naproti tomu dabrafenib inhiboval vice ABCG2.

Obé latky, kobimetinib a dabrafenib, jsou schopny pfekonavat rezistenci
na daunorubicin u MDCKII-ABCB1 bunék. Dabrafenib je navic schopny
prekonavat rezistenci i na mitoxantron u MDCKII-ABCG2 bunék. Také jsme
zjistili, Ze ani pfitomnost ABCB1, ani ABCG2 transportérti neovlivnila rezistenci
na kobimetinib u MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 bunék, z ¢ehoz vyplyva, ze
tyto transportéry nehraji roli ve vzniku rezistence na kobimetinib. Citlivost
pouzitych buné&cnych linii vici dabrafenibu (v testovanych koncentracich do
50 uM) byla minimalni, a to bez ohledu na pfitomnost ABCB1 nebo ABCG2.

Prokazali jsme, Ze obé testované protinadorové latky kobimetinib a
dabrafenib jsou schopné inhibovat ABCB1 a ABCG2 a prekonavat tak Iékovou
rezistenci zprostfedkovanou obéma transportéry. Tyto vysledky mohou byt
vyuzity pfi optimalizaci terapie zahrnujici pouziti kobimetinibu a dabrafenibu u

pacientl s rezistentnim melanomem.
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ABCB1 (Pgp, P-glycoprotein) and ABCG2 (BCRP, breast cancer
resistance protein) are members of a transmembrane efflux ATP dependent
transporter family, so called ATP-binding cassettes (ABC). Physiologicaly they
are expressed in the cellular membrane and protect body tissues against
potentially toxic xenobiotics including drugs. They represent also one of the tumor
defense mechanisms when being able to efflux a wide variety of cytotoxic drugs

out of the cancer cells leading to treatment failure.

BRAF protein plays an important regulatory and signal role in MAPK/ERK
pathway affecting cell division, differentiation and secretion. Mutations of BRAF
lead to overactivity in MAPK/ERK pathway in many cancer cells and can be
therefore targeted by anticancer therapy. Cobimetinib and dabrafenib are
relatively new anticancer therapeutics inhibiting the signal pathway mentioned

above and they are used in treatment of melanoma carrying the BRAF mutation.

The aims of this project were to investigate whether the kinase inhibitors
cobimetinib and dabrafenib could inhibit the efflux transporters ABCB1 and
ABCG2 and reverse drug resistance to ABCB1 and ABCG2 substrates in vitro.
Using the Hoechst accumulation assay we studied the inhibitory effect of these

drugs to MDCKII cell lines overexpressing ABCB1 and ABCG2 transporters. The



XTT assay was further used to study the antiproliferative effect of cobimetinib and
dabrafenib and their impact on cytotoxicity of daunorubicin and mitoxantron, the

model anticancer substrates of ABCB1 and ABCG2, respectively.

We found that cobimetinib and dabrafenib are able to significantly inhibit
ABCB1 and ABCG2 efflux transporters in MDCKII-ABCB1 and MDCKII-ABCG2
cell lines with cobimetinib showing higher inhibitory effect on ABCB1, compared
to ABCG2. Contrary to cobimetinib, dabrafenib revealed preferential inhibition of
ABCG2.

Both drugs cobimetinib and dabrafenib can significantly reverse
daunorubicin resistance in MDCKII-ABCB1 cells. Moreover, dabrafenib is able to
reverse resistance of mitoxantrone in MDCKII-ABCG2 cells. We also showed that
the presence of neither ABCB1, nor ABCG2 affected resistance of cobimetinib in
MDCKII-ABCB1 and MDCKII-ABCG2 cells, indicating that these transporters do
not play a role in the cellular resistance to these drugs. The sensitivity to
dabrafenib (in tested concentrations to 50 pM) was minimal in all the cell lines we

used regardless of presence of ABCB1 or ABCG2.

We demonstrate both anticancer agents, cobimetinib and dabrafenib, as
inhibitors of ABCB1 and ABCG2 able to reverse ABC transporter-mediated drug
resistance to daunorubicin and mitoxantron. These results may be taken into
account when optimizing the cobimetinib- and dabrafenib- containing therapeutic

regimens for the treatment of multidrug resistance melanoma patients.
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1 Seznam zkratek
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2 Uvod

Nadorova onemocnéni se v souCasnosti spolu s nemocemi obéhoveé
soustavy, respiracniho traktu a infekCnimi onemocnénimi fadi celosvétové mezi
nejCastéjsi priCiny umrti. V rozvinutych zemich pocCet nadorovych onemocnéni
stoupa stale rychleji a v po¢tu umrti se spolu s nemocemi obéhové soustavy radi
na pfedni pficky. Dle studie WHO GLOBOCAN 2012, provedené v roce 2012,
¢inil v tomto roce poc€et umrti na nadorova onemocnéni 8 milionl, coz je skoro
jedna Sestina vSech umrti. (Torre et al., 2015) Pocet nové diagnostikovanych
pfipadl byl 14 miliond. Celosvétové nejrozSifenéjSimi jsou nadory plic (13 %),
prsu (11,9 %), kolorekta (9,7 %), prostaty (7,9 %) a Zaludku (6,8 %). U muzl na
prednich mistech dominuji nadory plic (16,7 %), prostaty (15 %), kolorekta (10 %)
a Zaludku (8,5 %). U Zen pak prsu (25,2 %), kolorekta (9,2 %), plic (8,7 %) a
délozniho Cipku (7,9 %). (Ferlay et al., 2015; Torre et al., 2015) Vyskyt nadoru se
liSi i geograficky. V rozvinutych zemich se je celkové nejvyssi incidence téchto
onemocnéni, coz se pfipisuje celkovému Zivotnimu stylu i stfedni délce Zivota.
Nejvice se zde vyskytuji nadory prsu, kolorekta a prostaty, které maji, i vzhledem
k rozvinutému zdravotnictvi v téchto zemich, dobrou prognézu. V rozvojovych
zemich se objevuji nejCastéji nadory jater, Zaludku a jicnu. Tyto vSak maji
progndzu horsi. Celosvétové nejvice umrti pfipada na nadory plic (19,4 %), jater
(9,1 %), Zaludku (8,8 %), kolorekta (8,5 %) a prsu (6,4 %). U muzd dominuiji plicni
nadory (23,6 %), u Zen pak prsu a plic (oboji kolem 14 %). (Ferlay et al., 2015;
Torre et al., 2015)

V Ceské republice ma podle udaji Ustavu zdravotnickych informaci a
statistiky CR incidence nadorovych onemocnéni taktéZ vzestupny charakter.
Vroce 2012 byla incidence téchto onemocnéni pfiblizné 57,5 tisice’
(547,2 pfipadd na 100 000 obyvatel), vroce 2015 jiz skoro 58,3 tisice
(5653,5 pf./100 tis. obyv.). To nas dlouhodobé stavi nad celosvétovy
(2012 — 288,2 pf./100 tis. obyv., 2015 — 279,9 pf./100 tis. obyv.) i celoevropsky

' Hodnoty zde uvadéné jsou bez nejcastéji diagnostikovaného nadorového onemocnéni ,jiny
zhoubny novotvar kuze.“ Diky sveé pfiznive prognoze, vCasné diagndze a nizké umrtnosti se
vylu€uje z analyz, aby nezkresloval informace o onkologickych onemocnénich jako celku. (UZIS,
2015)
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primér (2012 — 410,1 pfipad/100 tis. obyv., 2015 — 397,9 pf./100 tis. obyv.).
Nejvice zastoupenym typem nadorového onemocnéni u nas je u muzl karcinom
prostaty s incidenci 136,1 pf./100 tis. obyv., u Zen se nejCastéji vyskytuji nadory
prsu, kdy spada 132,4 pf./100 tis. obyvatel. (WHO, 2014; UZIS, 2015) Jednim
z nadoru s celosvétové rychle rostouci incidenci je maligni melanom. BohuZzel u
néj stale zUstava vysoka mortalita, a je tak velkou hrozbou. (Manuscript, 2010;
Rastrelli et al., 2014)

| pfes souCasny védecky a technologicky pokrok v mediciné stale jesté
nejsme schopni nadorova onemocnéni zcela vylécit. Probiha proto cela fada
vyzkumu zaméfena na vznik a vyvoj nadorl, vlastnosti a metabolismus
nadorovych bunék, ale i na moznosti |éCby téchto onemocnéni. Vedle
chirurgickych a radiologickych postupu pfi 1éEbé zaujima své dulezité misto i
postup farmakologicky, oznaCovany obecnym pojmem chemoterapie. Tento
termin pouZil poprvé némecky chemik Paul Ehrlich na pfelomu 19. a 20. stoleti
ve vyznamu prevence nebo IéEby onemocnéni chemickou latkou. (Skinner, 1949;
Wain, 1958) Dnes se spiSe uziva, obzvlasté u Siroké verejnosti, v souvislosti

s protinadorovou lé¢bou.

Prvni zminky o protinadorové chemoterapeutické 1€Cbé nachazime jiz od
starovéku. Tehdy se jednalo o rizné rostlinné pripravky. V obdobi stfedovéku se
hojné pouziva arsen, ktery je znovu pouzivan ve druhé poloviné 19. stoleti
k 1écbé leukémie. (Papac, 2001) Prvni polovina stoleti 20. patfila zejména vyvoji
zvifecich modell a standardizaci metod. Za pocatek moderni protinadorové
chemoterapie muzeme povazovat prvni svétovou valku. Konkrétné pouziti
zpomaluje rlst rychle se délicich tkani, jako je napf. kostni dfefi. Rozsahlejsi
vyzkumy s nim probé&hly v obdobi druhé svétové valky. Yperit tak stal za zrodem
prvnich cytostatik, jejichz analoga zaloZena na stejném ucinku (alkylace fetézce
DNA) se pouzivaji i dnes. (Ralhan and Kaur, 2007)

Ve druhé poloviné 20. stoleti se objevuje fada protinadorovych latek. Nékteré
jsou pfirodniho plvodu jako napf. rostlinné vinka alkaloidy nebo taxany, vazajici
se na délici vieténko béhem mitdzy a zastavujici tak bunécné déleni, Ci

podofylotoxiny tvofici komplexy s topoizomerazou Il. Dal$i jsou plvodu
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syntetického. Ty muzeme délit treba podle mechanismu ucinku. Mezi DNA
alkylujici latky patfi derivaty yperitu, nitrosomocCoviny Ci sloucCeniny platiny.
DalSimi vyznamnymi latkami jsou analoga purinovych a pyrimidinovych bazi,
zastavujici transkripci €i translaci na urovni nukleovych kyselin, nebo
protinadorova antibiotika vmezefujici se do struktury DNA. (Martinkova et al.,
2007) Velkym posunem ve vyzkumu pak bylo sekvenovani genetického kédu,
¢imz se vyzkum stava vice cilenym a do lé¢by se tak dostavaji cilené pusobici
monoklonalni protilatky. Vyzkumnou praci také usnadnilo zavedeni bunéénych a
pocitaovych modell, ¢imz se zarovehn omezilo i pouzivani modelld zvifecich.
Vyzkumy zaméfené na sekvenovani DNA také ukazaly, Ze fada patologickych
procesU v nadorovych burikach je spojena s proteinkinazami. Ty jsou jako
transportni molekuly soucasti signalnich drah buriky slouzicich k ovliviiovani
jejiho metabolismu, rlstu, vyvoje, déleni, ale i planované buné¢né smrti. Neni
tedy divu, Ze se ovlivnéni téchto kinaz stalo v protinadoroveé Ié€bé jednim z cild.
(DeVita and Chu, 2008)

Prvni schvalenou latkou z rodiny inhibitor proteinkinaz, konkrétné inhibitoru
receptorovych tyrozinkinaz, byl imatinib. Schvalen byl vroce 2001 klécbé
chronické myeloidni leukemie. (Dagher et al., 2002) Ukazalo se, Ze cilena léCba
je vyhodna (nizSi toxicita pro pacienta, vyS$Si uspésnost léCby), a tak se zacaly
objevovat dalSi latky z inhibitort proteinkinaz, jako napfiklad lapatanib, gefitinib
Ci sorafenib. (Arora and Scholar, 2005) Jednémi z nejnovéjSich latek jsou CDKi
ribociclib a abemaciclib (oba schvaleny FDA v roce 2017 k 1éEbé metastazujici

rakoviny prsu). (Laderian and Fojo, 2018)

Jednémi z nejnovéjSich latek pouzivanych k cilené terapii, a to inhibici
proteinkinaz, jsou latky inhibujici BRAF protein kinazu. Ta je souc€asti MAP/ERK
signaliza¢ni kaskady slouzici k ovliviiovani bunééného déleni, diferenciace a
bunééné sekrece. ZvySena aktivita BRAF kinazy byla prokazana u nékterych
nadorovych bunék, napfiklad melanomovych, kolorektalnich, gliomovych,
adenokarcinomu plic, ad. (Davies et al., 2002; Pratilas, Xing and Solit, 2012)

Spolu s uspéSnou |éCbou protinadorovymi |éCivy se objevuje i lécba
neuspésna, kdy nadorové buriky nejsou citlivé na podané chemoterapeutikum.

Mechanismu vzniku této rezistence je nékolik. Napfiklad zmény v cilovém
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receptoru pro lécCivo, zmény v metabolické draze l|éCiva, v signalnich drahach
buriky &i transkrip&nich faktorech DNA. (Gillet and Gottesman, 2010) Za jeden
z vyznamnych mechanismu vzniku rezistence mohou efluxni transportéry, které
svou aktivitou snizuji koncentraci cytostatika, které je jejich substratem, uvnitf
burniky. (Fischl, M.A., Richman, 1987; Baguley, 2010) DalSi vyzkumy se tak
zaméfily na moznost zvratu této mnohocetné Iékové rezistence (MDR) rliznymi
mechanismy. Jednim z t&échto mechanismu je moznost inhibice funkce efluxnich
transportért. Vyzkumy Skupiny experimentalni farmakologie a Iékovych interakci
pfi Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové zjistily, Ze nékteré latky ze skupiny
CDKi maji schopnost tyto transportéry zablokovat. (Cihalova et al., 2013; Hofman
et al., 2016)

V této praci jsme se zaméfili na interakci novych latek ze skupiny inhibitor(
BRAF proteinu (konkrétné kobimetinib a dabrafenib) s ABC efluxnimi
transportéry ABCB1 a ABCG2. Chtéli jsme zjistit, jestli na tyto latky jakozto na
substraty ABCB1 a ABCG2 muze vznikat jejich vivem MDR. Také nas zajimalo,
jestli nami zkoumané latky maji schopnost inhibovat tyto transportéry stejné jako
studiich, a pokud ano, jestli touto inhibici mohou zvratit MDR navozenou na jiné

substraty nami testovanych transportéra.



3 Teoreticka cast

3.1 ABC transportéry

ABC efluxni transportéry (ATP-binding cassette transporters) jsou struktury
v buné€né membrané, jejichz funkci je transport xenobiotik ven z buriky. Déje se
tak za spotfeby energie z ATP. Tento transport probiha i proti koncentraCnimu
spadu. Burika se tak chrani pfed pusobenim pro ni cizich latek, které by ji mohly
poskodit. JelikozZ jsou tyto transportéry nespecifické, mezi jejich substraty patfi
fada latek, mimo jiné i léCiva. (Borst and Elferink, 2002) ABC transportéry tak
ovliviiuji farmakokinetické parametry l€Civ. To mlize predstavovat problém pfi
lécbé, kdy se bunka mize zbavovat IéCiva v ni nakumulovaného. ABC
transportéry jsou fyziologicky pfitomny v tkanich chranicich organizmus a jeho
citlivé tkané. Exprimované jsou tak napf. ve stfevni sténé, kde snizuji Iékovou
absorpci, v hematoencefalické a hematotestikularni bariéfe a placenté, kde brani
distribuci potencialné toxickych latek do citlivych tkani (mozek, zarodecény epitel,
vyvijejici se plod). V ledvinach i jatrech pak zprostfedkovavaji aktivni exkreci.
Mdazeme je vS8ak najit i u bunék nadorovych, kde svou aktivitou mohou
zpusobovat selhani 1éEby cytostatiky. Hovofime zde o tzv. mnohocetné Iékové
rezistenci (zkratka MDR). (Gottesman, Fojo and Bates, 2002)

3.1.1 ABCB1 (P-glykoprotein, MDR1)

ABCB1, oznacovany i jako P-glykoprotein nebo také Pgp, je nejdéle
znamy a nejvice prozkoumany ABC efluxni transportér. Byl popsan jiz v roce
1976 u ovarialnich nadorovych bunék kfecika €inského. (Juliano and Ling, 1976)
U Clovéka je fyziologicky pfitomen na povrchu mnoha organ(, napf. v ledvinach,
jatrech, stfevni sliznici, zaludeCni sliznici, placenté, hematoencefalické bariére,
hematotestikularni bariéfe apod. Zde vSude pIni svou ochrannou funkci a
pumpuje xenobiotika ven z bunék. Ve zvySené mife se nachazi i v nadorovych

burnikach, kde navozuje pro nas nechténou MDR. (Lin and Yamazaki, 2003)



Strukturalné je ABCB1 sloZen z 2 homolognich Casti. Kazda z téchto Casti
se dale déli na 6 transmembranovych domén, které v parech tvofi efluxni kanaly,
a jednu doménu intracelularni, ktera je schopna vazat ATP a $tépit je (obr. 1).
Diky energii ze stépeni ATP probiha transmembranovy pfenos substratu vné
buriky. (Fickova, VI¢ek and Topinkova, 2002) Substraty ABCB1 jsou kromé
cytostatik mimo jiné i léCiva ze skupin betablokatoru, steroidl, antiemetik,
inhibitortd HIV proteaz, blokatort vapnikovych kanald, H1 a H2 antihistaminik, ad.
(tab. 1) (Pechandova et al., 2006)

Obr. 1: Struktura P-glykoproteinu. Modifikovano dle (Gottesman, Fojo and
Bates, 2002)

Tab. 1: Vybrané substraty transportéru ABCB1.

Protinadorové latky Jiné protinadorové Ostatni latky
(inhibitory F-11.4Y
proteinkinaz)
dabrafenib topotekan ibuprofen
imatinib doxorubicin rivaroxaban
kobimetinib cisplatina mirabegron
dasatinib paklitaxel dapaglifozin
axitinib vinblastin nifedipin

Pfevzato z (Wishart et al., 2017)



3.1.2 ABCG2 (Breast cancer resistance protein, BCRP)

ABCG2, znamy jako breast cancer resistance protein nebo BCRP, patfi
také do skupiny ABC efluxnich transportérd. Jak nazev napovida, byl prvné
popsan u bunék lidského karcinomu prsu v roce 1998, konkrétné u rezistentnich
bunécnych linii s oznacenim MCF-7. (Doyle et al., 1998) Na rozdil od ABCB1 se
sklada pouze z jedné Casti obsahujici 6 transmembranovych domén a jedné
intracelularni s ATPazovou aktivitou (obr. 2). Spojuje se vSak disulfidickymi
mustky a funguje tak jako homodimer. Fyziologicky je pfitomen napf. ve stfevni
sliznici, placenté, prsni Zlaze, hematoencefalické bariéfe, hematotestikularni
bariéfe, ad. (Koshiba et al., 2008) Jeho substratova specifita je opét Siroka a
zahrnuje nejenom cytostatika, ale i napfiklad statiny, flavonoidy, atd. (tab. 2) (Ni
et al., 2010)

Obr. 2: Struktura Breast cancer resistant proteinu. Modifikovano dle
(Gottesman, Fojo and Bates, 2002)



Tab. 2: Vybrané substraty transportéru ABCG2.

Protinadorové latky Jiné protinadorové Ostatni latky
(inhibitory F-11.4Y
proteinkinaz)
gefitinib topotekan sumatriptan
imatinib doxorubicin nitrofurantoin
afatinib cisplatina kyselina listova
dasatinib etoposid rosuvastatin
osimertinib paklitaxel ezetimib

Pfevzato z (Wishart et al., 2017)

3.2 Substraty ABC transportéru

3.2.1 Daunorubicin

Daunorubicin, celym nazvem (7S,9S)-9-acetyl-7-[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-
5-hydroxy-6-methyloxan-2-ylloxy-6,9,11-trihydroxy-4-methoxy-8,10-dihydro-7H-
tetracen-5,12-dion je Cervené zbarvena latka ze skupiny antracyklinovych
antibiotik (obr. 3). Jedna se o vyznamnou skupinu latek s antineoplastickym
ucinkem. Patfi sem mimo jiné i Siroce pouZivana léCiva doxorubicin a idarubicin.
Mechanismus ucinku antracyklinovych antibiotik je zalozen na interkalaci latky
mezi fetézce DNA. Timto pak brani jeji transkripci a replikaci. Zaroven inhibuji
funci DNA-topoizomerazy I, jejimz ukolem je rozvolhovani terciarni struktury
DNA, posilenim jeji vazby s molekulou DNA. Ta se tedy nem0ze rozvolnit a opét

je tim branéno jeji transkripci a replikaci. (S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)

Daunorubicin je znam jiz pfes padesat let. Ve Ctyficatych letech dvacatého
stoleti byl objeven aktinomycin A, prvni antibiotikum s protinadorovou aktivitou.
V letech padesatych se diky tomuto objevu rozbéhl dalSi vyzkum a z bakterii rodu
Streptomyces bylo izolovano nékolik dalSich latek s protinadorovym ucinkem,

mezi nimi i daunorubicin. Byl ziskan z bakterie Streptomyces peucetius ve dvou
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na sobé nezavislych laboratofich v Italii a Francii. BEhem 60. let probihaly studie
zamérfené na zjisténi jeho struktury a klinické vyznamnosti. Daunorubicin se
ukazal byt efektivni v lécbé leukemii a lymfomu. (Di Marco, Cassinelli and
Arcamone, 1981; S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017) Pozdéji bylo také
Zjisténo, Ze je substratem ABCG2 a ABCB1 (Wishart et al., 2017) a zaroven se
ukazalo, Ze funkci efluxnich transportérd na néj muze vznikat klinicky vyznamna
MDR. (Gottesman, Fojo and Bates, 2002; Ni et al., 2010)

Daunorubicin byl vroce 1979 schvalen FDA k lécbé akutni myeloidni
leukémie a akutni lymfocytarni leukémie. V téchto indikacich se pouZziva i dnes.
(K.-W. Kim et al., 2016) Je také soucasti seznamu esencialnich I1éCiv vydavaného
WHO?. (WHO, 2017)

NH,

Obr. 3: Struktura daunorubicinu.

2 Seznam esencialnich l1é¢iv (WHO Model List of Essential Medicines, zkratka EML) je vydavany
WHO pravidelné kazdé dva roky od roku 1977. Obsahuje zakladni ucinna, bezpetna a cenové
dostupna léciva, ktera maji slouzit pro potfeby zakladniho zdravotniho systému. Od roku 2007
vydava WHO i seznam esencialnich |éciv pro déti do 12 let (WHO Model List of Essential
Medicines for Children, zkratka EMLc). Jednotlivé zemé si Casto dle téchto seznam vytvareji své
vlastni narodni seznamy.
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3.2.2 Mitoxantron

Mitoxantron, neboli 1,4-dihydroxy-5,8-bis[2-(2-
hydroxyethylamino)ethylamino]anthracen-9,10-dion je latka modré barvy, ktera
se fadi mezi antrachinonova cytostatika (obr. 4). Svou strukturou se podoba
antracyklinovym antibiotikim (oboje jsou analoga anthracen-9,10-dionu), a tak i
jeho mechanismus ucinku je jim podobny. Stejné jako antracyklinova antibiotika
je tedy i mitoxantron inhibitorem topoizomerazy Il, ¢imz zplsobuje inhibici
transkripce a replikace DNA. Mitoxantron patfi mezi substraty ABCB1 a ABCG2.
(S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)

Na zacCatku 70. let byla na zakladé dobrych antineoplastickych vysledku
doxorubicinu a daunorubicinu pfipravena dalSi analoga anthracen-9,10-dionu.
Mezi nimi byl v 80. letech syntetizovan i mitoxantron. Ten byl v roce 1987
schvalen FDA k IéCbé akutni myeloidni leukémie. O devét let pozdéji, tedy v roce
1996, byla tato indikace rozSifena o symptomatickou rakovinu prostaty, ktera
neodpovida na hormonalni terapii. V roce 2000 byl mitoxantron schvalen FDA
k 1é€bé nékterych forem roztrouSené sklerézy. Zjistilo se totiz, Zze dokaze
inhibovat imunitni systém. Potlacuje rist a déleni makrofagt, T a B bunék a

snizuje produkci prozanétlivych cytokinu. (Krapcho et al., 1995; Fox, 2004)
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Obr. 4: Struktura mitoxantronu.

3.3 MAP kinazové signaliza€ni kaskady

MAPK signaliza¢ni kaskada je jednou ze signalnich drah v burnce podilejici
se na bunécné proliferaci a bunééné smrti. (Roovers and Assoian, 2000) Sklada
se z membranového receptoru a intracelularnich signalizacnich proteind,
takzvanych kinaz. Ty pfenaseji fosfatovou skupinu z vysokoenergetické molekuly
(napf. z ATP) na jinou molekulu, kterou nazyvame substrat. Tento pfenos se
nazyva fosforylace. Pfenos fosfatové skupiny na proteinovy substrat ovlivni jeho

konformaci, a tudiz i jeho funkci. Ta je u nékterych proteinu fosforylaci aktivovana
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a u nékterych naopak deaktivovana. Hovofime o pozitivnim a negativnim
ovlivnéni. (Alberts et al., 2005)

Opacnou funkci, tedy odstranéni fosfatové skupiny z molekuly, maji na
starosti enzymy, které se nazyvaji fosfatazy. Proces, pfi kterém je tato skupina
odstranéna, se nazyva defosforylace. Podobné jako u fosforylace se timto
pozmeéni prostorové uspofadani molekuly proteinu (v tomto pfipadé toho, ze
kterého byla fosfatova skupina odebrana), a tim i jeho funkce. (Alberts et al.,
2005)

Mezi nejvyznamnéjSi kinazy patfi proteinkinazy. Ty prenaseji fosfatovou
skupinu na proteiny, kde se vaze na hydroxylovou skupinu aminokyselin v fetézci
proteinu za vzniku esterové vazby. Proteinkinazy rozdélujeme na dvé skupiny
podle aminokyselin, na které se na substratu vaze fosfatova skupina. Mame tak
skupinu tyrosinkinaz, kde se fosfat vaze na tyrosinovy fetézec proteinu, a skupinu
serin/threonin kinaz, kde se fosfat pfipojuje na serinovy nebo threoninovy zbytek.
Serin/threonin kindzy jsou pocetnéjSi skupinou nez tyrosinkinazy. Mezi

serin/threonin kinazy se fadi i MAP kinazy. (Shchemelinin, Sefc and Neéas, 2006)

V 80. letech 20. stoleti objevené MAP kinazy, neboli mitogenem?
aktivované protein kinazy (z anglického mitogen activated protein kinase), jsou
dllezitou soucasti bunécnych signalnich drah (tzv. MAPK kaskady), které
ovliviuji bunééné déleni, rust, diferenciaci a buné&nou apoptézu. Nékdy se
MAPK oznacuji i jako ERK, coz znamena extracelularnim signalem regulovana
kinaza (z anglického extracellular signal-regulated kinase). Pojmem ERK se také
oznacuji nékteré konkrétni kinazy z MAPK/ERK kaskady. Oba nazvy kinaz
(MAPK i ERK) napovidaji, Ze na pocatku aktivace téchto kinaz stoji extracelularni
posel, ktery se vaze na transmembranovy receptor. Ten svou Cinnosti aktivuje
fetézec alespon tfi navzajem na sebe navazujicich a aktivujicich MAP kinaz.
V dasledku tato cesta vede k regulaci genové exprese a ovlivnéni bunééného
cyklu (obr. 5). (Roman et al., 2007)

3 latka navozujici mitézu, napf. ristové faktory
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Obr. 5: Obecné schéma MAPK kaskady. Pfevzato z (Roman et al., 2007).

3.3.1 MAPKI/ERK signalizaéni kaskada

V lidskych burikach je nékolik MAPK signalizacnich drah. Nejznamégjsi, a
také snad nejvice prozkoumanou, je MAPK/ERK kaskada, nékdy také nazyvana
jako ERK1/ERK2 kaskada nebo jako ,klasicka kinazova cesta“. (Lemmon and
Schlessinger, 2010) Ta zacCina na povrchu bunky, kde se nachazi
transmembranové tyrosinkinazové receptory. Ten se sklada z extracelularni Casti
vazajici ligand, transmembranové Sroubovice, cytoplazmatické €asti obsahuijici
tyrosinkinazu a intracelularniho zbytku proteinu. Kdyz se na extracelularni ¢ast
navaze ligand, coz je nejCastéji néktery z ristovych faktord, receptor se aktivuje
(obr. 6). A to nejCastéji dimerizaci molekul receptoru, nékdy pouze i zménou
konformace oligomeru. Tato aktivace vede ke zvySeni katalytické aktivity
receptoru a autofosforylaci jeho tyrosinovych zbytk( na jeho intracelularni ¢asti

fetézce. (Lemmon and Schlessinger, 2010)
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Obr. 6: Aktivace tyrosinkinazového receptoru. Pfevzato z
http://membranereceptors.com/transduction-process/enzyme-linked-receptors/
(ke dni 6. 1. 2018)

Tato fosforylace vede dale k pfipojeni dalSich proteind na vzniklé
fosfotyrosinové zbytky a vznikne tak multireceptorovy komplex, ktery je
enzymaticky aktivni. Prvnim navazanym proteinem je Grb2, jehoz SH2
proteinova doména interaguje s fosfotyrosinem. Na vznikly komplex se pfipoji
Sos faktor. Svou enzymatickou aktivitou poté interaguje s Ras proteinem, ktery
ma ve své molekule navazany zbytek molekuly GDP. Sos faktor patfi mezi GEF
(Guanine nukleotide exchange factors), coz znamena, ze je schopny stimulovat
zaménu guaninovych nukleotidd. Zde konkrétné zpusobi vyménu zbytku GDP na
Ras proteinu za molekulu GTP. Tim se Ras protein stane aktivnim. Aktivovovany
Ras protein se vaze na dalSi signalni molekulu, a to BRAF protein (znamy téz
jako B-Raf nebo Raf-1 protein). Pfimo s nim interaguje a méni jeho konformaci.
Aktivuje tak BRAF protein, ktery ma kinazovou aktivitu a pfedava signal dal.
Fosforyluje MAP kinazy s oznacenim MEK1 a MEK2. Z nich se signal pfenese
opét na MAP kinazy, konkrétné ERK1 a ERK2. Substratem téchto dvou kinaz
jsou pak ruzné transkripéni faktory, které se ucCastni transkripce DNA pfi
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bunééném rlstu, déleni, diferenciaci a planované bunécné smrti (obr. 7).
(Pearson et al., 2014)
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Obr. 7: MAP/ERK signaliza¢ni kaskada. Prevzato z (Meister et al., 2013)

3.3.2 Mutace BRAF proteinu

Pokud dojde k poruSe funkce nékterého z €lenu této signaliza¢ni drahy,
nepfiznivé to ovlivni cely bunécny cyklus. Pokud néktery protein v burice chybi
nebo je nefunkéni, znamena to pro buriku napfiklad zpomaleni ristu, pfipadné
apoptozu. Pokud je vSak proteinu vice nebo je nadmérné aktivni, coz byva
zpusobeno zménou jeho konformace, hrozi zde rychlejSi rlst bunky a jeji
nadmérné déleni. Tento problém pozorujeme u nékterych nadorovych bunék.
Dochazi zde k mutacim DNA na urovni genu pro dany signalni protein. Tyto pak

pfi proteosyntéze zpUsobi zafazeni jiné aminokyseliny (nebo jeji vynechani) do
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fetézce vznikajiciho proteinu. Nasledné konformacni zmény v enzymu mohou,
v porovnani s fyziologickou strukturou, zvysit jeho aktivitu. To vede k vétSimu
spousténi dalSich ¢lenl signalni kaskady. Mutace DNA vSak miize nastat jiz pfed
samotnym genem pro signalni protein, a to v ¢asti, kam se vazou transkripCni
faktory. To maze vyustit v nadmérnou tvorbu tohoto proteinu, a nasledné i vétsi

aktivaci signalni drahy. (Sever and Brugge, 2015)

VySe zminéna moznost, tedy Ze mutace genu pro kinazu ovliviiuje jeji
aktivitu, byla prokazana u BRAF proteinu. Vyzkumy ukazaly, Zze mutace BRAF
proteinu je pfitomna u rlznych druhl nadorl. NejCastéji u melanomu, dale u
kolorektalniho karcinomu nebo karcinomu plic. V pfipadé melanomu se mutace
BRAF proteinu vyskytuje kolem 50 % pfipadu. Z toho se pfiblizné 80-90 % mutaci
nachazi na kodonu 600, ktery je v kinazové Casti fetézce. Na tomto kodonu je
popsano nékolik mutaci, které ale vSechny zvysSuji kinazovou aktivitu BRAF
proteinu. A to tak, Ze jeho funkce neni zavisla na aktivaci pfedchozim poslem
MAP/ERK kaskady, a to RAS proteinem (obr. 8). Nejvice zastoupenymi
mutacemi jsou mutace s oznacenim V600E a V600K*. Mutace V600E spodiva
v substituci aminokyseliny valinu (V) na kodonu 600 glutamovou kyselinou (K).
PFi mutaci V600K je valin substituovan za lysin (K). Kvuli klinické vyznamnosti
téchto mutaci v onkologii se BRAF protein stal jednim z cilt protinadorové 1éCby.
(Davies et al., 2002; Rubinstein et al., 2010; Ascierto et al., 2012; Lovly et al.,
2012)

4V nékterych zdrojich oznacované také jako V599E a V599K.
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Obr. 8: Patologické zmény v MAP/ERK signalizacni kaskadé pri mutaci
BRAF V600E v porovnani s fyziologicky fungujici drahou. Pfevzato z (Lito,
Rosen and Solit, 2013)

3.4 Inhibitory MAP/ERK signaliza¢ni kaskady

3.4.1 Kobimetinib

Kobimetinib, nazvoslovné dle IUPAC [3,4-difluoro-2-(2-fluoro-4-
iodoanilino)fenyl]-[3-hydroxy-3-[(2S)-piperidin-2-yl]azetidin-1-yllmethanon, je
latka Fadici se mezi inhibitory BRAF proteinu (obr. 9). VyuZziva se jeho schopnosti
reverzibilné se vazat, a tak inhibovat MEK1 kinazu, ktera je po BRAF proteinu
dalSim signalnim poslem v MAP/ERK signalizaCni kaskadé. Nepfimo tak inhibuje
BRAF kinazu zabranénim predani jejiho signalu dale do kaskady. Kobimetinib je
prokazanym substratem ABCB1. (S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)
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Kobimetinib je vcelku novou latkou. Vyzkumy zapocaly na pocatku 21.
stoleti, kdy vroce 2007 podepsaly firmy Exelixis a Genentech dohodu o
spoluvyvoji nove antineoplastické latky, kobimetinibu. Kobimetinib vstoupil v roce
2009 do 1. faze klinickych studii v [é€bé melanomu. Dnes se v kombinacni terapii
s vemurafenibem pouziva k léCbé melanomu neresekovatelného,
metastazujiciho melanomu s mutaci V600E genu pro BRAF protein. Tato
kombinace byla v roce 2015 schvalena ve Svycarsku a pozdéji ve stejném roce
ji schvalila i FDA. (Garnock-Jones, 2015)

Vemurafenib, neboli N-[3-[5-(4-chlorofenyl)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-
carbonyl]-2,4-difluorofenyl]propan-1-sulfonamid, patfi do skupiny pfimych
inhibitor BRAF proteinu (obr. 10). S ATP kompetuje o vazebné misto na
molekule BRAF kinazy a brani tak jeji fosforylaci a defosforylaci. To ma za
nasledek zastaveni prenosu signalu v MAP/ERK kaskadé. Vemurafenib byl
vroce 2011 schvalen FDA k [éCbé metastazujiciho melanomu s mutaci BRAF
V600E. Jednalo se o prvni BRAF inhibitor schvaleny FDA. V roce 2017 byla
indikace rozSifena o léCbu dospélych pacientd s Erdheim-Chesterovou
chorobou® s mutaci BRAF V600E. (S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)
Vemurafenib je substratem ABCB1 i ABCG2. (Mittapalli et al., 2012)

Kobimetinib neni schvalen v monoterapii, ale, jak bylo zminéno vyse, je
schvalen k pouziti v kombinaci s vemurafenibem. Studie ukazaly, ze pfi
monoterapii muze vznikat na léCbu BRAF inhibitory rezistence. Duvodem je
reaktivace MAP/ERK kaskady. Zjistilo se, Ze 1é€ba kombinaci inhibitoru BRAF
kinazy a inhibitoru MEK kinazy je v tomto pfipadé ucinnéjSi nez monoterapie a

predchazi vzniku rezistence. (Tran et al., 2016)

5 Onemocnéni charakterizované nadmeérnou proliferaci histiocytl (jeden z druh makrofagt)
pohlcujicich lipidové kapénky. Histiocyty se pak ukladaji do riznych tkani, kde pusobi riizné
zanétlivé a sklerotické zmény. Nejcastéji postihuje CNS, dlouhé kosti, cévy, plice a kuzi.
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Obr. 9: Struktura kobimetinibu.

Obr. 10: Struktura vemurafenibu.

3.4.2 Dabrafenib

Dabrafenib je latka se strukturnim nazvem N-[3-[5-(2-aminopyrimidin-4-
yl)-2-terc-butyl-1,3-thiazol-4-yl]-2-fluorofenyl]-2,6-difluorobenzensulfonamid
(obr. 11). Na rozdil od kobimetinibu se jedna o pfimy inhibitor BRAF kinazy.
Inhibuje ji reverzibilné a o vazebné misto soupefi s molekulou ATP, podobné jako
vemurafenib. Inhibici BRAF kinazy =zabranuje dalSimu pFfenosu signalu
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v MAPK/ERK kaskadé. Dabrafenib je substratem ABCB1 i ABCG2 transportéra.
(S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)

Dabrafenib je také novou latkou. Byl schvalen FDA v roce 2013 jako druhy
inhibitor BRAF v historii po vemurafenibu. Je pouzivan podobné jako
vemurafenib k Ié€bé metastatického melanomu s mutaci BRAF V600E. (Tran et
al., 2016) Vroce 2014 schvalila FDA Iécbu kobimetinibem v kombinaci
s trametinibem. Dlvod je stejny jako v pfipadé kombinacni IéCby kobimetinibem
a vemurafenibem, a to vétsi ucinnost IéCby a prfedchazeni vzniku rezistence na

monoterapii. (Menzies and Long, 2014)

N-[3-[3-cyklopropyl-5-(2-fluoro-4-iodoanilino)-6,8-dimethyl-2,4,7-
trioxopyrido[4,3-d]pyrimidin-1-yllfenyllacetamid, neboli trametinib, patfi stejné
jako vemurafenib mezi MEK inhibitory, které nekompetuji o vazebné misto s ATP
(obr. 12). Brani tak dalSimu pfenosu signalu v MAP/ERK kaskadé. V roce 2013
byl schvalen FDA k terapii metastatického melanomu s mutaci BRAF V600. O
rok pozdéji (v roce 2014) byl, jak bylo feCeno vySe, schvalen v kombinacni [éCbé
s dabrafenibem. (Menzies and Long, 2014; S. Kim et al., 2016; Wishart et al.,
2017)
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Obr. 11: Struktura dabrafenibu.
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Obr. 12: Struktura trametinibu.
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4 Cile prace

Cilem této prace bylo hodnotit schopnost interakce kobimetinibu a

dabrafenibu s membranovymi Iékovymi transportéry ABCB1 a ABCG2.

Konkrétnimi dilCimi cili bylo hodnoceni:

1.

Zda jsou nami vybrané CDKi kobimetinib a dabrafenib schopné
inhibovat ABC efluxni transportéry ABCB1 a ABCG2.

. Zjistit, jestli kobimetinib a dabrafenib mohou zvratit bunécnou

rezistenci na substrat ABC transportér( (substrat
ABCB1 — daunorubicin, substrat ABCG2 — mitoxantron) inhibici t&chto

transportéru.

Zda ABCB1 a ABCG2 mohou hrat roli pfi vzniku bunééné rezistence

na kobimetinib a dabrafenib.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material

5.1.1 Chemikalie

Buné&né medium DMEM high glucose + 10 % fetal bovine serum jsme
zakoupili od firmy Sigma Aldrich, sidlici v St. Louis, MO, USA. Od této firmy jsme
zakoupili i dalSi chemikalie, které jsme pouzivali, a to XTT, DMSO a PMS. Daéle
jsme od firmy Sigma Aldrich ziskali cytostatika daunorubicin a mitoxantron.
Inhibitor ABCB1 LY335979 jsme zakoupili od Toronto research chemicals, North
York, ON, Canada, inhibitor ABCG2 KO143 od Enzo Life Sciences, Farmingdale,
NY, USA. Bunééné medium Opti-MEM dodala spole¢nost Gibco BRL Life
Technologies, Rockville, MD, USA. Zkoumané inhibitory BRAF, kobimetinib a
dabrafenib, byly zakoupeny od némecké firmy Selleckchem, Munich. PBS jsme

si v naSi laboratofi pfipravovali sami.

5.1.2 Bunécné kultury

K pokustm jsme pouzili bunécné linie MDCKII. Konkrétné MDCKII-ABCB1
exprimujici ABCB1, MDCKII-ABCG2 exprimujici ABCG2 a MDCKII-par, které
neexprimuji zadny ABC transportér. Tyto linie jsme ziskali od Dr. Alfreda

Schinkela z nizozemského Cancer Institute v Amsterodamu.

VSechny bunécné linie byly kultivovany v ristovém mediu DMEM s 10 %

PBS.

5.1.3 Pristrojové vybaveni

- Tecan microplate reader, Infinite M200 (Salzburg, Rakousko)
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- Inkubator SANYO MCO-18AC(UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)

- Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, France)

5.2 Metodika
5.2.1 Akumulaéné efluxni studie

Akumulacné efluxni studie slouzi ke zjiSténi miry inhibice efluxnich
transportért zkoumanou latkou. Pouzita fluorescenéni latka Hoechst 33342 je
fluorescencni bisbenzimidové barvivo vazajici se na DNA, zvlasté na mista
bohata na adenin a thymin. Hoechst 33342 patfi mezi substraty ABCB1 a
ABCG2. (Shapiro and Ling, 1997; Kim et al., 2002) Navazané barvivo fluoreskuje
pfi jiné vinové délce (461 nm) nez nenavazané (510 — 540 nm). Intenzita
fluorescence pfi vinové délce navazaného barviva je pfimo umérna jeho

akumulaci uvnitf buriky (obr. 13).

aktivni efluxni transportér s inhibitorem transportéru

et

Obr. 13: Princip akumulaéné efluxni studie. Vlevo je znazornéna jamka

s burikami, u kterych je aktivni efluxni transportér (zobrazen zelenou Sipkou). Ten
transportuje molekuly barviva Hoechst ven z bufky (modra kolecka) a uvnitf
bunky tak zGstava pouze malé mnozstvi barviva, které se vaze na DNA (Zluta
koleCka) a fluoreskuje pfi jiné vinové délce nez nenavazané. Pokud se
transportéry zablokuji (jamka vpravo), zUstava vice barviva uvnitf bunky a vice
se ho tak vaze na DNA. Fluorescence je pak intenzivnéjsi.
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Na mikrodestic¢ky se nasadily bufiky suspendované v DMEM. Pocet bunék
byl takovy, aby konfluence po 24 hodinach kultivace byla 100 %. Tomu
odpovidalo nasazeni MDCKIl-par a MDCKII-ABCB1 v poctu 50000 bunék na
jamku, MDCKII-ABCG2 60000 bunék na jamku. Po kultivaci se z desticek odsalo
opatrné medium tak, aby nebyla poruSena vrstva bunék na dné destiCky. Buriky
se pak dvakrat oplachly 100 ul teplého PBS. Vzdy po pfidani PBS k burfikam se
tento opét opatrné odsal. Po oplachnuti se pfidalo 90 pl smési inhibitori ABC
transportérl nafedénych v Opti-MEM. Jako modelovy stoprocentni kontrolni
inhibitor pro ABCB1 transportéry byl pouzit 1 uM LY335979, pro ABCG2 pak
1 UM KO143. Jako negativni kontrola slouzil Cisty Opti-MEM bez pfidani
inhibitortd, coz v praxi znamenalo, Ze buriky byly preinkubovany v 90 ul Cistého
Opti-MEM.

Samotné buriky v Opti-MEM vykazuiji vlastni nepatrnou fluorescenci. Aby
tato nezkreslovala vysledek, byla pfidana i kontrola pozadi (background), kdy
k bunkam v této kontrole bylo pfidano 100 pl €istého Opti-MEM bez nasledného
pridani substratu. V pribéhu méfeni byla zaznamenana hodnota fluorescence

tohoto pozadi a byla odeCtena od hodnot naméfenych ve zkoumanych jamkach.

Desticky jsme pak 15 minut inkubovali pfi 37 °C. Pak jsme do kazdé jamky
(kromé backgroundové kontroly) pfidali 10 pl 8 uM roztoku Hoechst 33342 v Opti-
MEM. lhned jsme zacali méfit fluorescenci v intervalu 1 min po dobu 30 min.
ExcitaCni vinova délka byla 350 nm a fluorescence barviva se méfila pfi 465 nm.

Méreni probihalo na pfistroji TECAN.

5.2.2 Prolifera¢ni studie

Proliferaéni studie provedené metodou XTT slouZi ke stanoveni viability
bunék. Je zaloZzena na enzymatické preméné bezbarvé tetrazoliové soli XTT na
oranzovy formazan. Tuto pfeménu zajiStuje enzym sukcinatetrazoliumreduktaza,
ktera se nachazi na mitochondrialni membrané, ale pouze u Zivych bunék.

Mnozstvi vzniklého formazanu je pak pfimo umérné poctu zZivych bunék (obr. 14).
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Praktické provedeni pak vypadalo nasledovné: Na mikrodestiCky
s 96 jamkami jsme nasadili buniky v suspenzi s rustovym mediem (DMEM). Na
kazdou jamku pfipadlo 100 pl této suspenze. Buriky byly nasazeny v takovém
poCtu, aby vysledna influence po prvni kultivaci byla pfiblizné 30 %. Tomu
odpovidalo nasazeni MDCKIl-par 10000 bunék na jamku, MDCKII-ABCB1
v poctu 8000 bunék na jamku a MDCKII-ABCG2 10000 bunék na jamku.
DestiCky se pak 24 hodin kultivovaly pfi 37 °C pod 5 % COz2. Poté jsme k bunikam
pridali testované latky a pod jejich vlivem se burky kultivovali dalSich 72 hodin za
podminek uvedenych vySe. Na destiCkach byly i kontrolni jamky, kde byly bunky
kultivovany pod vlivem 40 % DMSO pro dosazeni nulové viability a také v Cistém
DMEM pro stanoveni 100% viability bunék. Po kultivaci se medium z jamek
odsalo a k buikam se pfidalo 100 ul pfipravené smési XTT mixu. Ten se skladal
z XTT, PMS (pfidal se k aktivaci premény XTT na formazan) a Opti-MEM. Na
5 mI XTT pfipadlo 100 yl PMS. Pomér XTT a PMS ku Opti-MEM byl 1:5. Po jedné
hodiné dalSi kultivace se vznikly oranzové zabarveny formazan hodnotil

spektrofotometricky na pfistroji TECAN pfi 470 nm.

Tato metoda byla pouzita pfi studiich pfekonani mnohocetné Iékové
rezistence (6.2) a pfi studiu vzniku rezistence pfes ABC transportéry (6.3).
V pfipadé studii pfekonani MDR se sledovala cytotoxicita (a vysledna ICso)
substratu daného transportéru (daunorubicin pro ABCB1, mitoxantron pro
ABCG2). Nejprve se kultivovaly linie MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a
MDCKIl-par s témito substraty v riznych koncentracich. Poté se provedly
experimenty na exprimujicich liniich s proménlivou koncentraci substratu, ale se

stabilni koncentraci testovaného inhibitoru.

V pfipadé studii vzniku rezistence se sledovala cytotoxicita naSich
zkoumanych inhibitor(i. Kultivace probihaly s proménlivou koncentraci inhibitort
na liniich MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a MDCKII-par.
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Obr. 14: Desti¢ka s bunkami po provedeni metody XTT. Na desti¢ce jsou vidét
rdzné odstiny vzniklého oranzového formazanu. Cim tmavsi jamka, tim vice
formazanu vzniklo, tj. tim vice se v jamce nachazi zivych bunék. Koncentrace
zkoumané latky klesala po fadcich dolt. Kazdé tfi sloupce desticky kultivovany
pod vlivem jiné latky. Vpravo pak k vidéni kontroly: ve sloupci 11 je pozitivni
kontrola (buriky inkubované jen se zivnym médiem), ve sloupci 12 poté negativni
kontrola (buriky vystavené 40% DMSO).

5.2.3 Statisticka analyza dat

Naméfena data byla zpracovana a vyhodnocena v programu GraphPad
Prism 7. (GraphPad Software, Inc., San Diego, California USA).

Statisticka vyznamnost vyslednych dat byla stanovena one-way ANOVA

testem s Dunnettovym srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.
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6 Vysledky

6.1 Inhibice ABC efluxnich transportérut

Cilem bylo zjistit, jestli nami vybrané inhibitory CDK kobimetinib a
dabrafenib jsou schopné inhibovat ABC efluxni transportéry ABCB1 a ABCG2.

K témto experimentim byla pouzita metoda akumulaéni efluxni studie (viz 5.2.1).

Nejprve jsme nase inhibitory otestovali na bunééné linii MDCKII-par. To
slouzilo k potvrzeni, ze u téchto linii nedochazi ke zménam transportu pouzitého
substratu v pfitomnosti naSich testovanych latek vlivem endogennich
transportért (jinych nez ABCB1 a ABCG2) a nedojde tak ke zkresleni vysledku
dalSich pokusu. Tento vliv endogenniho transportu nebyl u parentnich bunék
pozorovan (akumulace barviva byla maximalni a totoZzna v pfipadé kontroly, kde
byly buiky bez vlivu inhibitoru, i v pfipadé pfidani testované latky k burikam) jak
pfi pouziti kobimetinibu (obr. 15a), tak dabrafenibu (obr. 15b).

2.0- Obr. 15a
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Obr. 15a, 15b: Akumulace Hoechst 33342 u MDCKIl-par bunéc¢né linie. P¥i
pouziti kobimetinibu (obr. 15a) a dabrafenibu (obr. 15b). Jako pozitivni kontrola
byl pouZit modelovy inhibitor LY335979 a KO143. Negativni kontrola byla bez
pridaného inhibitoru (k ni byly vysledky relativizovany, tato kontrola se rovna
100% akumulaci Hoechst 33342). Data jsou vyjadifena jako primérna hodnota
+ smérodatné odchylky vzdy nejméné ze tfi pokusu provedenych v triplikatech.
Statisticka vyznamnost byla stanovena one-way ANOVA testem s Dunnettovym

srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.

Pak probéhly pokusy na bunécné linii MDCKII-ABCB1, ktera exprimuje
transportér ABCB1. Z vysledku pfi pouziti kobimetinibu (obr. 16) jsme zjistili, Zze
tento ma schopnost inhibice ABCB1 transportért, ktera se zvySuje s jeho
pouzitou koncentraci. Pfi koncentraci 50 uM je mira inhibice transportért vyssi
nez 80 % (vztazeno k pozitivni 100% kontrole, coz bylo pouZziti modelovych

inhibitort, v pfipadé buné&cnych linii exprimujicich ABCB1 se jednalo o
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LY335979). Hodnota ECso (koncentrace, ktera zpusobila 50% inhibici
transportérll) zde byla 7,84 uM.
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Obr. 16: Inhibice ABCB1 transportéri kobimetinibem u MDCKII-ABCB1
bunééné linie. Jako pozitivni kontrola (100% inhibice) byl pouzit modelovy
inhibitor LY335979. Negativni kontrola byla bez pfidaného inhibitoru. Data jsou
vyjadifena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy nejméné ze tfi
pokusU provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla stanovena one-

way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.

V pfipadé dabrafenibu u MDCKII-ABCB1 bunécnych linii (obr. 17) se
ukazalo, ze také on zde ma inhibi¢ni vlastnosti, i kdyZz v mensSi mife nez
kobimetinib. V nizSich koncentracich se mira inhibice pohybovala pouze pod
20 % vzhledem ke kontrolnimu inhibitoru LY335979. Mira inhibice pfi koncentraci
25 uM stoupla, az se dostala pfiblizné na 80 % pfi nasi nejvy$si koncentraci

50 uM. Zde je pak mira inhibice dabrafenibu na ABCB1 transportér u MDCKII-
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ABCB1 bunék srovnatelna s mirou inhibice kobimetinibem ve stejné koncentraci.
Hodnota ECso byla 25,12 yM.
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Obr. 17: Inhibice ABCB1 transportéri dabrafenibem u MDCKII-ABCB1
bunééné linie. Jako pozitivni kontrola (100% inhibice) byl pouzit modelovy
inhibitor LY335979. Negativni kontrola byla bez pfidaného inhibitoru. Data jsou
vyjadfena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy nejméné ze ffi
pokusU provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla stanovena one-

way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.

Kobimetinib jsme otestovali i na MDCKII-ABCG2 bunéénych liniich
(obr. 18), jez exprimuji ABCG2 transportér. Kobimetinib ukazal, Ze je schopen
inhibovat i tento transportér. V nizSich koncentracich je mira jeho inhibice nizsi
nez pfi srovnani jeho inhibice ABCB1 transportéru u MDCKII-ABCB1 bunék.
V koncentraci 50 uM je mira inhibice obou transportéri pfiblizné stejna

(vzhledem k pouzitym kontrolnim inhibitordm, kdy u MDCKII-ABCG2 bunék byl
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pouzit inhibitor KO143 a v pfipadé MDCKII-ABCB1 inhibitor LY335979). ECso
byla 17,87 pM.
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Obr. 18: Inhibice ABCG2 transportérti kobimetinibem u MDCKII-ABCG2
bunééné linie. Jako pozitivni kontrola (100% inhibice) byl pouzit modelovy
inhibitor KO143. Negativni kontrola byla bez pfidaného inhibitoru. Data jsou
vyjadiena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy nejméné ze ffi
pokusU provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla stanovena one-

way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.

| dabrafenib jsme otestovali na MDCKII-ABCG2 bunéénych liniich
(obr. 19). Mira inhibice ABCG2 transportért je pfi srovnani s kobimetinibem
v nizkych koncentracich podobna. Ve vy$Sich je schopnost dabrafenibu inhibovat
ABCG2 transportéry u MDCKII-ABCG2 bunék az o 20 % vyS$Si. Pfi koncentraci
dabrafenibu 50 pM je mira inhibice srovnatelna s modelovym inhibitorem KO143.

Pokud srovname vliv dabrafenibu na ABCB1 transportéry u MDCKII-ABCB1
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bunék a na ABCG2 transportéry u MDCKII-ABCG2 bunék, tak ma dabrafenib
schopnost efektivnéji inhibovat ABCG2 transportéry, pficemz hodnota ECso byla
12,42 pM.
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Obr. 19: Inhibice ABCG2 transportérti dabrafenibem u MDCKII-ABCG2
bunééné linie. Jako pozitivni kontrola (100% inhibice) byl pouzit modelovy
inhibitor Ko143. Negativni kontrola byla bez pfidaného inhibitoru. Data jsou
vyjadfena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy nejméné ze tFi
pokusU provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla stanovena one-

way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem *P < 0,05, ***P < 0,001.

6.2 Prekonani mnohocetné Iékové rezistence

Zjistili jsme, Ze kobimetinib a dabrafenib jsou schopny inhibovat ABCB1 a
ABCG2 efluxni transportéry u MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 bunék (viz 6.1).

Nasim dalSim cilem bylo zjistit, jestli tyto latky, diky schopnosti inhibice vySe
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zminénych transportérl, mohou zvratit bunéénou rezistenci na substrat ABC
transportért (pro ABCB1 jsme pouzili jeho substrat daunorubicin a pro ABCG2
mitoxantron). O¢ekavanym principem zde bylo to, Ze uvedené CDKi (kobimetinib
a mitoxantron) inhibuji funkci efluxnich transportérd. Diky tomu pak |éCivo, které
je substratem téchto transportért, zastava uvniti buriky, takze se zvysi uc€inek
protinadorové |éCby (obr. 20a, 20b, 20c). K pokusim byla pouZita metoda
proliferaCni studie (viz 5.2.2). K bunikam jsme pfidavali stabilni koncentraci CDKi,

ktera je u kazdého vysledku uvedena, a rozdilné koncentrace substratu.
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Obr. 20a: Bunka s exprimovanymi transportéry. Obrazek znazornuje buriku
exprimujici na povrchu efluxni transportéry ABCB1 a ABCG2. Modré puntiky
zobrazuji IéCivo, které je substratem efluxnich transportért, ale zatim zUstava

uvnitf bunky.
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Obr. 20b: Aktivita efluxnich transportéru. Burika diky aktivité svych efluxnich
transportért aktivné prenasi IéCivo ven z buriky. Uvnitf buriky je tak jeho nizka

koncentrace a jeho ucinnost se snizuje. Efluxni transportéry tak vytvari MDR.

cobimetinib
dabrafenib

Obr. 20c: Zvrat rezistence inhibici funkce efluxnich transportéri. Po
zablokovani aktivity efluxnich transportéra zGstava IéCivo uvnitf buriky. ZvySuje
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se tak jeho ucinek oproti situaci, kdy je aktivitou efluxnich transportéri pfenaseno

ven z bunky.

Nejprve jsme provedli experimenty s daunorubicinem na MDCKII-ABCB1
a MDCKII-par bunécénych liniich (obr. 21). Prolifera¢ni kfivka vlivu samotného
daunorubicinu na parentni linie nam ukazuje jeho cytotoxicitu na MDCKII buriky
bez ovlivnéni efluxnim transportem. Naproti tomu kfivka samotného
daunorubicinu u MDCKII-ABCB1 bunék nam ukazuje, Ze jeho ICso je zde
v porovnani s parentni linii vy$si (tab. 3) a je zde mozné pozorovat, ze na tento
stav ma vliv funkce ABCB1 efluxniho transportéru, jehoz je daunorubicin
substratem. Nasim cilem tedy bylo zainhibovat tento transportér tak, aby se
hodnota ICs0 daunorubicinu sniZila (a jeho cytotoxicita se tak zvysila). A to pokud

MOoZno az na uroven parentni linie.

Z vysledku vidime, Ze ICso se nam povedlo snizit ve vSech pfipadech. Uz
koncentrace kobimetinibu 2,5 uM snizila vliv ABCB1 transportéru na eflux jeho
substratu daunorubicinu. Pf¥iblizné v poloviné cesty mezi MDCKII-ABCB1 a
MDCKII-par bufkami jsou kombinace daunorubicinu s kobimetinibem 5 uM a
dabrafenibem 25 yM. A posledni véc, kterou nam tento experiment ukazal, bylo,
Ze pfi inhibici transportérd 10 pM kobimetinibem je proliferaéni kfivka
daunorubicinu v podstaté totozna s tou v pfipadé parentnich linii. Odpovida tomu

i hodnota ICso.
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Tab. 3: Hodnoty ICso proliferaénich kfivek MDCKII-ABCB1 s inhibitorem

ABCB1 a jeho substratem (daunorubicin).

ICs0 (M) ‘
DNR MDCKII-ABCB1 7,606
DNR MDCKIl-par 0,6925 ***
DNR + Kobimetinib 2,5 yM 4,068 ***
DNR + Kobimetinib 5 yM 1,829 ***
DNR + Kobimetinib 10 uM 0,6642 ***
DNR + Dabrafenib 25 yM 2,739 ***

Data jsou vyjadiena jako prumérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy
nejméné ze tfi pokusl provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla
stanovena one-way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem
*P < 0,05, ***P < 0,001.
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Obr. 21: Proliferaéni kfivky MDCKII-ABCB1 s inhibitorem ABCB1 a jeho
substratem (daunorubicin). Data jsou vyjadiena jako priumérna hodnota

+ smérodatné odchylky vzdy nejméné ze tii pokusl provedenych v triplikatech.

Podobné jsme postupovali i pfi pouziti mitoxantronu jako substratu ABCG2
transportéru u MDCKII-ABCG2 bunék (obr. 22). Prolifera¢ni kfivky pfi aplikaci
samotného mitoxantronu na MDCKII-par a MDCKII-ABCG2 nam opét slouzi jako
srovnani. Vidime zde, Ze 1Cso u exprimuijici linie je vy8Si nez u parentni (tab. 4),
a podobné jako pfi aplikaci daunorubicinu pozorujeme vliv ABCG2 transportéru

na vznik MDR.
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Pokusy inhibovat ABCG2 transportér probéhly s jeho inhibitorem
dabrafenibem. A to konkrétné v koncentracich 10 uM a 25 uM. U obou je na
proliferacni kfivce i na hodnoté I1Cso vidét jeji snizeni. Potvrzuje se zde tak nase
hypotéza, Ze zablokujeme transportér a jeho substrat tak zlstane v burice.

Vyraznéji tento efekt miZzeme pozorovat u dabrafenibu v koncentraci 25 pM.

Tab. 4: Hodnoty ICso proliferaénich kifivek MDCKII-ABCG2 s inhibitorem

ABCG2 a jeho substratem (mitoxantron).

MIT MDCKII-ABCG2 4,378
MIT MDCKIl-par 0,8290 ***
MIT + Dabrafenib 10 pM 2,221
MIT + Dabrafenib 25 pM 1,098 ***

Data jsou vyjadiena jako prumérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy
nejméné ze tfi pokusu provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla
stanovena one-way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem
*P < 0,05, ***P < 0,001.
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Obr. 22: Proliferaéni kifivky MDCKII-ABCG2 s inhibitorem ABCG2 a jeho
substratem (mitoxantron). Data jsou vyjadfena jako primérna hodnota

1 smérodatné odchylky vZdy nejméné ze tfi pokusu provedenych v triplikatech.

6.3 Studium vzniku rezistence skrze ABC transportéry

Cilem bylo zjistit, jestli ABC efluxni transportéry ABCB1 a ABCG2 mohou
hrat roli pfi vzniku buné&cné rezistence na nami pouzité CDKi kobimetinib a
dabrafenib. Tzn., jestli tyto transportéry svou aktivitou mohou snizovat uc€inek
podaného CDKi jeho aktivnim transportem ven z buriky (viz obr. 20a, 20b).

K témto experimentim jsme pouzili metodu proliferani studie (viz 5.2.2).

Nejprve jsme inhibitory v riznych koncentracich vyzkous$eli na MDCKII-
par liniich, abychom zjistili, jaky vliv tyto inhibitory maji na neexprimujici buriky.
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Z vysledkl jsme stanovili proliferacni kfivky, kde je zobrazena zavislost bunééné
viability na koncentraci pouzitého inhibitoru. Z této kfivky pak byla odectena
hodnota 1Cso, coz je inhibi¢ni koncentrace latky, ktera zplsobi 50% snizeni

proliferace bunék.

Hodnota ICso0 ziskana z experimentl s parentnimi liniemi pak byla pouzita
ke srovnani s liniemi exprimujicimi, jako hodnota kontrolni. Pokud by ICso
exprimujici linie byla vy$Si nez ICso parentni, muze zde hrat roli MDR navozena

aktivitou efluxnich transportéru.

Proliferacni kfivka (obr. 23) pfi pouziti kobimetinibu u MDCKII-par
linii ukazala, ze hodnota ICso byla 8,225 uM (tab. 5). Kobimetinib jsme dale
zkouSeli na MDCKII-ABCB1 bunécnych liniich exprimujicich ABCB1 efluxni
transportér. Hodnota ICso zde byla 10,45 uM. Proliferacni kfivka kobimetinibu u
MDCKII-ABCG?2 linii ukazala, Ze ICso je v tomto pfipadé 10,30 uM. Tato hodnota
je stejné jako u MDCKII-ABCB1 bunék vysSi nez u parentni linie, i kdyZ ne o
néjakou vyraznou hodnotu. Mizeme vsak fici, Zze by zde mohla hrat roli MDR
navozena aktivitou ABCB1 a ABCG2 transportéru. Bylo by vSak tfeba provést
dalSi experimenty, aby se zjistila vyznamnost tohoto vysledku, jelikoz se jedna o

velice blizké hodnoty ICso.

Tab. 5: Hodnoty ICso proliferaénich krivek kobimetinibu u MDCKII bunék.

I

MDCKIl-par 8,225
MDCKII-ABCB1 10,45
MDCKII-ABCG2 10,30

Data jsou vyjadiena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy
nejméné ze tfi pokusl provedenych v triplikatech. Statisticka vyznamnost byla
stanovena one-way ANOVA testem s Dunnettovym srovnavacim testem
*P < 0,05, ***P < 0,001.
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Obr. 23: Zavislost bunécéné viability na koncentraci kobimetinibu u MDCKII
bunék. Data jsou vyjadiena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy

nejméné ze tfi pokusl provedenych v triplikatech.

Dabrafenib u MDCKII-par linii naopak v nami pouzitych koncentracich
nevykazoval Zadnou antiproliferaéni aktivitu (obr. 24). Viabilita bunék se
pohybovala kolem 100 % (v porovnani s pozitivni kontrolou, kdy buriky byly

kultivovany v Cistém DMEM).

Hodnota 1Cso dabrafenibu u MDCKII-ABCB1 bunék byla 55,42 uM.
V experimentech jsme jako nejvy$Si koncentraci dabrafenibu pouzili 50 uM.
Zjisténa ICso je tedy vypocitana z pfedpokladaného pribéhu proliferacni kFivky.
Muzeme vSak fici, ze, stejné jako u parentni linie, nevykazoval dabrafenib ani

zde antiproliferacni aktivitu.
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U MDCKII-ABCG2 bunék dabrafenib opét, jako ve vSech pfedchozich
pfipadech, nevykazoval antiproliferacni aktivitu u nami pouzitych koncentraci.

Bunécna viabilita se pohybovala kolem 100 %.

150-

100+
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50+

eécha via

Bun

1 10 100
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-+ MDCKII-ABCB1
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Obr. 24: Zavislost bunécéné viability na koncentraci dabrafenibu u MDCKII
bunék. Data jsou vyjadiena jako primérna hodnota + smérodatné odchylky vzdy

nejméné ze tfi pokusl provedenych v triplikatech.
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7 Diskuze

Jiz léta je znamo, Zze ABC efluxni transportéry jsou jednim z dllezitych
obrannych mechanismu nadorovych bunék a podileji se tak u nich na vzniku
MDR. (Ferreira et al., 2017) Timto snizuji uCinek podaného cytostatika a

zpUsobuji tak selhavani ucinnosti protinadorové Iécby. (Baguley, 2010)

Je tedy logickym krokem snazit se témto situacim predchazet. At uz
z hlediska vysSi ucinnosti IéCby, nizSimu zatézovani pacienta protinadorovymi
chemoterapeutiky €i z ekonomického hlediska. Proto se vyzkumy zaméfily na
hledani moznosti blokaci téchto transportérd. Jednou z moznych cest je podani
jiné latky, ktera se bude chovat jako modulator téchto transportéra, zablokuje je,

a zvysi tak uvnitf bunky koncentraci IéCiva, jez je substratem téchto transportéru.

Studie odhalily nékolik generaci slibnych inhibitor ABC efluxnich
transportért. VSechny mély in vitro uspokojivé modulaéni schopnosti, avdak pfi
klinickém pouziti u pacientl se ukazalo, Zze maji zavazné nezadouci U€inky. (Sun
et al., 2012) Pfi podani s cytostatiky napfiklad nastavaly lékoveé interakce
vzajemnym uvolfovanim léCiv z plazmatickych proteind ¢i ovliviiovanim
metabolismu pres cytochrom P450. Dale se zjistilo, Ze modulacni koncentrace
byly pro pacienty pfilis toxické, a ze celkovy pomér risk/benefit pfevazoval na
strané nezadoucich u€inkd. (Shukla, Ohnuma and Ambudkar, 2011; Sun et al.,
2012)

Hledani takovychto modulator( tedy dale pokracuje. Vyzkumy se zaméfily
i na jiz znamé latky, které se pouZzivaji v protinadorové terapii. Vyhodou by zde
byl jejich dvojity u€inek. Za prvé jejich samostatna protinadorova aktivita a za
druhé jejich modulacni schopnosti vici ABC transportériim. Zjistilo se, Ze nékteré
latky ze skupiny inhibitord cyklin-dependentnich kinaz takovéto modulacni
schopnosti maji (jako svuj vedlejsi ucinek). (An et al., 2009; Cihalova et al., 2013,
2015; Cihalova, Staud and Ceckova, 2015; Sorf et al., 2018)

Tato prace se v navaznosti na vySe citované zameéfila na proteinkinazove
inhibitory, a to na kobimetinib a dabrafenib. Ukazalo se, Ze tyto latky nejen dokazi
inhibovat ABCB1 a ABCG2 transportéry u MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2
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bunék, ale také jsou schopny je modulovat a zvratit tak MDR na substraty téchto
transportérti. Podobné vlastnosti se prokazaly i u strukturné podobnych latek.
Trametinib je podobny kobimetinibu. Ma stejny mechanismus ucinku a indikaci.
Pouziva se v kombinaci s dabrafenibem. (S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)
Ukazalo se, ze trametinib, stejné jako kobimetinib v naSi praci, inhibuje a
moduluje ABCB1 transportéry. (Qiu et al., 2015)

Vemurafenib je zase strukturné pfibuzny dabrafenibu a také ma stejny
mechanismus ucinku a indikaci. (S. Kim et al., 2016; Wishart et al., 2017)
Podobné jako dabrafenib, je modulatorem ABCB1 a ABCG2 transportéru.
(Vispute et al., 2013)

Vzhledem k tomu, Ze pfi terapeutickém pouziti kobimetinibu, dabrafenibu,
trametinibu a vemurafenibu na né nadorové buriky vykazuji rezistenci (proto se
také ke zvySeni ucinnosti podavaji v kombinaci) (Menzies and Long, 2014; Tran
et al., 2016), je otazka, jestli tato rezistence také nevznika pravé aktivitou ABCB1
a ABCG2 transportéru. Nase prace ukazala, Ze tyto transportéry nemaiji vliv na
vznik rezistence na kobimetinib u MDCKII bunék. U strukturné podobného

trametinibu nejsou k dispozici podobna data.

MDCKII linie zase podle naSich zjisténi nevykazovaly na dabrafenib
Zzadnou antiproliferacni aktivitu. Podle studii na jinych bunéénych liniich za pouziti
jiné metodiky nevykazovaly ABCB1 ani ABCG2 vliv na vznik rezistence na
strukturné podobny vemurafenib. OvSem u lidskych melanomovych bunécénych
liniit A375 byl prokazan vliv ABCG2 transportéri na vznik rezistence na
vemurafenib. (Wu et al., 2013)

Tyto poznatky by mohly byt vyuzity v protinadorové l€Cbé, ktera zahrnuje
pouziti kobimetinibu nebo dabrafenibu. Bylo by vSak tfeba dalSich studii
k potvrzeni naSich zjisténi in vivo. V tomto pfipadé stanovuje mezinarodni
transportérové konsorcium (ITC, International Transporter Consortium)
podminky, kdy je smérodatné provadét takovéto pokusy. Uvadi, ze hodnota ICso
dosazena in vitro musi byt alespori 10x vétSi nez hodnota cmax (maximalni stabilni
dosazitelna koncentrace pfi bézném davkovani) latky v plazmé. (Giacomini et al.,
2010)
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Plazmatickd cmax kobimetinibu byla v klinickych studiich zméfena na
0,514 uM (RESEARCH, 2014), naSe nejnizsi inhibi¢ni ICso, ktera modulovala
citlivost MDCKII-ABCB1 bunék, byla 2,5 uM. To neodpovida podminkam ITC pro
studie in vivo, takZze bychom museli pouzit koncentraci vyssi, avSak Zadna z nich

v plazmé sama dosazitelna neni.

Pro dabrafenib byla studiemi cmax stanovena na 1,551 yM (Waddell and
Solimando, 2013), naSe efektivni ICso s modulaénimi schopnostmi byla 25 yM
pro ABCB1 a 10 uM pro ABCB2. Hodnota pro ABCB1 splfiuje podminku ITC pro
oveéreni jejich schopnosti in vivo, kdezto u ABCG2 by bylo nutné také pouzit

koncentraci vyssi.

Takovéto studie nicméné zatim nebyly provedeny, ale na zakladé nasich
vysledkd by bylo vhodné ovéfit, zda ma modulaéni schopnost obou latek,
dabrafenibu i kobimetinibu, vac&i transportérim ABCB1 a ABCG2 relevanci téz in
vivo a mlze se v klinickych podminkach podilet na pfekonani Iékové rezistence

melanomovych bunék.
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8 Zaveér

Inhibitory proteinkinaz kobimetinib a dabrafenib jsou moderni latky, které se
v praxi pouzivaji k léCbé metastazujiciho melanomu s mutaci BRAF V600E.
Kobimetinib byl spolu s vemurafenibem v kombinacni terapii schvalen FDA

v roce 2015, dabrafenib v kombinaci s trametinibem v roce 2014.

Zjistili jsme, ze tyto latky maji, podobné jako jiné inhibitory proteinkinaz,
schopnost inhibovat ABC efluxni transportéry, konkrétné ABCB1 a ABCG2.

Vv s

ABCG2 transportéru.

Na zakladé tohoto zjisténi jsme vyslovili hypotézu, ze by tyto latky mohly
zablokovat funkci efluxnich transportérd ABCB1 a ABCG2 a nepfimo tak zvysSit
koncentraci protinadorového IéCiva, které je substratem téchto transportért (jako
modelovy substrat ABCB1 jsme pouzili daunorubicin, modelovy substrat ABCG2
byl mitoxantron), a pfekonat tak ABC transportéry navozenou MDR na tyto

substraty.

Ukazalo se, Ze jak kobimetinib, tak dabrafenib maji schopnost tuto rezistenci
zvratit v porovnani s podanim samotného inhibitoru k exprimujicim burikam.
Kobimetinib v koncentraci 10 uM je dokonce schopen inhibici ABCB1
transportéru snizit hodnotu ICso dabrafenibu u MDCKII-ABCB1 bunék na uroven

parentnich bunék.

Nase vysledky u posledniho vytyCeného cile také ukazaly, ze ABCB1 ani
ABCG2 transportéry nehraji roli ve vzniku MDR na kobimetinib u MDCKII
bunécnych linii. A také, Ze vSechny testované bunécné linie vykazovaly vysokou
necitlivost k dabrafenibu, a to bez ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost
transportérl. V nami pouzitych koncentracich jsme nepozorovali zadny

antiproliferativni efekt. Hodnota ICso je tedy zfejmé vySSi nez 50 pM.
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