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klasické chemoterapie, radioterapie a chirurgické 1écby. Novéjsi moznosti je pouziti tzv.
cilené¢ protinddorové lécby, kterd se zaméfuje s vEétsi specifitou na nadorové buiky.
Komplikaci uspésné protinadorové 1écby je vznik mnohocetné I1ékové rezistence (MDR),
ktera mize byt mimo jiné zpusobena zvysenou expresi efluxnich transportéri. ATP binding
cassette (ABC) transportéry pfedstavuji Sirokou rodinu transmembranovych proteinti, které
vyuzivaji energii ve formé ATP k transportu latek pfes membranu. S MDR jsou spojeny
predevsim ti1 hlavni transportéry: P-glykoprotein (ABCB1), multidrug resistance-associated
protein 1 (ABCC1) a breast cancer resistance protein (ABCG?2). Inhibici transportérii se zvysi
akumulace chemoterapeutickych substratii uvnitt bunék. V této praci jsme zkoumali interakci
Sesti syntetickych nizkomolekularnich latek (alisertib, ensartinib, entrectinib, talazoparib,
tepotinib, vistusertib) s ABC transportéry pomoci akumulacnich studii na Madin-Darby
Canine Kidney II (MDCKII) bunéénych liniich. VétSina latek inhibovala s riznou afinitou
vSechny tfi sledované transportéry. Vysledky akumula¢nich studii lze dale vyuZit pfi

zkoumani moZnosti vzniku farmakokinetickych lékovych interakci a prekonani MDR.



Abstract
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Cancer is the second leading cause of death. Cancer treatment often combines conventional
chemotherapy, radiation therapy and surgery. More recent approach to treatment is the use of
targeted cancer therapy with a greater specificity towards cancer cells. Development of
resistance is a major obstacle in the success of chemotherapy. Multidrug resistance (MDR)
can be acquired through various mechanisms e.g. overexpression of efflux transporters. ATP
binding cassette (ABC) transporters represents a large family of transmembrane proteins that
use ATP to pump molecules across the membrane. The three main ABC proteins related to
MDR are: P-glycoprotein (ABCBI1), multidrug resistance-associated protein 1 (ABCC1) and
breast cancer resistance protein (ABCG2). Use of ABC transporter inhibitors increases the
amount of chemotherapeutical substrates accumulated within the cells. In this study we
evaluated interactions of six synthetic small molecule inhibitors (alisertib, ensartinib,
entrectinib, talazoparib, tepotinib, vistusertib) with ABC transporters measuring intracellular
drug accumulation in Madin-Darby Canine Kidney II (MDCKII) cell lines. Most of the drugs
inhibited all three of the transporters with different affinity. Our results can be possibly further
exploited to overcome resistance to chemotherapeutics or as a valuable background for
understanding of the occurrence of possible drug-drug interactions perpetrated by tested

drugs.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC ATP binding cassette transportéry

ABCBI1 P-glykoprotein

ABCC1 multidrug resistance-associated protein 1
ABCQG?2 breast cancer resistance protein

ALK kinaza anaplastického lymfomu

c-MET receptorova kinaza pro rustovy faktor hepatocyti
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO dimethylsulfoxid

DNR daunorubicin

EMA European Medicines Agency

FBS fetalni bovinni sérum

FDA U.S. Food and Drug Administration

MDCKII Madin-Darby Canine Kidney II bunécna linie
MDR mnohocetna 1ékova rezistence

mTOR mammalian target of rapamycin

MTX mitoxantron

NBD nukleotid vazajici doména

NRTK nereceptorové tyrozinkindzy

NSCLC nemalobunéény karcinom plic

NTRK neutrofinové receptory s tyrozinkinadzovou aktivitou
PARP poly(ADP-rib6za) polymeraza

PBS fosfatovy pufr

ROSI ¢-ROS onkogen 1



RTK receptorové tyrozinkinazy
TKI inhibitor tyrozinkinazy
TMD transmembranova doména

TRK tropomyosinova receptorova kinaza



2. UVOD
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Spojenych statech v roce 2019 na nadorové onemocnéni pres pal milionu lidi. Na prvnim

misté jsou dlouhodobé nadory plic a kolorektalni karcinom (Siegel, Miller a Jemal 2019).

Uspésnou chemoterapeutickou 16¢bu komplikuje vznik mnohoéetné 1ékové rezistence
(MDR). Ta zpisobuje pokles intracelularni koncentrace cytotoxického 1éCiva, ktera je dale
nedostatecna pro efektivni 1é¢bu. Existuje nékolik mechanismii podilejicich se na vzniku
MDR: zvysena exprese lékovych efluxnich transportérii a metabolizujicich enzymi, mutace

cilového mista a zmény v bunécné signalizaci atd. (Choi a Yu 2014).

ATP binding cassette (ABC) transportéry piedstavuji nejvétsi rodinu transmembranovych
proteint. Vazi energii ve form& ATP a vyuZzivaji ji k transportu molekul pies bunétnou
membranu (Dean, Rzhetsky a Allikmets 2001). Pro vznik MDR jsou nejvyznamnég;si P-
glykoprotein (ABCBI1), multidrug resistance-associated protein 1 (ABCCI1) a breast cancer
resistance protein (ABCG2) transportéry. Pouzitim inhibitorit ABC transportéri v kombinaci
s protinddorovymi 1éky (napf. mitoxantron, daunorubicin, etoposid) je mozZné zvysit

akumulaci 1é¢iva uvnitt nadorové buniky (Choi a Yu 2014).

V protinadorové terapii se tradi¢n€ pouziva klasicka chemoterapie, radioterapie a chirurgicka
1écba. V poslednich tfech dekadach se vyviji nové latky, které by pusobily specifictéji na
nadorové bunky. Tzv. cilena protinadorova 1écba zahrnuje syntetické nizkomolekularni latky

a monoklonalni protilatky.

V této prace jsme pomoci akumulacnich studii zkoumali interakce vybranych novych
cilenych nizkomolekularnich 1é¢iv s ABC efluxnimi transportéry (ABCB1, ABCG2 a
ABCC1) za pouziti flow-cytometrické detekce modelovych substrati. Vysledky naznacuji
potencial zkoumanych latek pro ovlivnéni farmakokinetickych vlastnosti substrati ABC

transportérii a prekonani MDR.
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3. TEORETICKACAST

3.1.

ABC transportéry

ABC transportéry jsou primarn¢ aktivni transportéry, které méni energii skladovanou ve

form¢ ATP na pohyb molekul pfes membranu. U eukaryot maji pouze exportni funkci, kdy

transportuji substrat ven z buiiky, zatimco u prokaryot mizeme nalézt importni i exportni

transportéry (Beis 2015). Existuje 48 lidskych ABC transportérii (Tab. 1), které miizeme
rozdé@lit do 7 podrodin A-G (Dean, Rzhetsky a Allikmets 2001).

Tab. 1 Seznam lidskych ABC gent, chromozomalni lokalizace a funkce

Gen Alias Lokalizace  Podrodina Exprese Funkce

ABCALl ABCI 9q31.1 ABCI Ve vsech tkanich Transport cholesterolu na
HDL

ABCA2 ABC2 9q34 ABCI Mozek Lékova rezistence

ABCA3 ABC3 16p13.3 ABCl1 Plice

ABCA4 ABCR 1p22.1-p21 ABCI Fotoreceptory Eflux N-retinylidin-PE

ABCA5S 17q24 ABCI1 Svaly, srdce, varlata

ABCA6 17q24 ABCl1 Jatra

ABCA7 19p13.3 ABCl1 Slezina, brzlik

ABCAS 17q24 ABCl1 Vajecniky

ABCA9 17q24 ABCl1 Srdce

ABCA10 17q24 ABCI1 Svaly, srdce

ABCA12 2q34 ABC1 Zaludek

ABCA13 Tpll-qll ABCI1 Nizka ve vSech tkanich

ABCBI1 PGY1, 7p21 MDR Nadledviny, ledviny, mozek Lékova rezistence

MDR

ABCB2 TAPI 6p21 MDR Vsechny buniky Transport peptidi

ABCB3 TAP2 6p21 MDR Vsechny buniky Transport peptidi

ABCB4 PGY3 7q21.1 MDR Jatra Transport
fosfatidylcholinu

ABCBS Tpl4 MDR Ve vsech tkanich

ABCB6 MTABC3  2q36 MDR Mitochondrie Transport zeleza

ABCB7 ABC7 Xql2-q13 MDR Mitochondrie Transport Fe/S klastra

ABCBS MABCI1 7q36 MDR Mitochondrie

ABCB9 12q24 MDR Srdce, mozek

ABCBI10 MTABC2 1qg42 MDR Mitochondrie

ABCBI1 SPGP 2q24 MDR Jatra Transport zlucovych soli

ABCCl1 MRP1 16p13.1 CF/MRP Plice, varlata, periferni Lékova rezistence

mononukleary

ABCC2 MRP2 10924 CF/MRP Jatra Eflux organickych
aniontl

ABCC3 MRP3 17921.3 CF/MRP Plice, stievo, jatra Lékova rezistence

ABCC4 MRP4 13932 CF/MRP Prostata Transport nukleosidi

11



ABCCS MRP5 3q27 CF/MRP Ve vsech tkanich Transport nukleosidi

ABCC6 MRP6 16p13.1 CF/MRP Ledviny, jatra

CFTR ABCC7 7q31.2 CF/MRP Exokrinni tkan Chloridovy kanal

ABCCS SUR 11p15.1 CF/MRP Slinivka Sulfonylureovy receptor

ABCC9 SUR2 12p12.1 CF/MRP Srdce, svaly

ABCC10  MRP7 6p21 CF/MRP Nizka ve vSech tkanich

ABCCl11 MRPS8 l16qll-q12 CF/MRP Nizka ve vSech tkanich

ABCC12  MRP9 l6qll-q12 CF/MRP Nizka ve vSech tkanich

ABCD1 ALD Xq28 ALD Peroxisomy Regulace transportu

VLCFA

ABCD2 ALDL1 12q11-ql2 ALD Peroxisomy

ABCD3 PXMP1, 1p22-p21 ALD Peroxisomy
PMP70

ABCDA4 PMP69 14924.3 ALD Peroxisomy

ABCE1 OABP, 4q31 OABP Vajecniky, varlata, slezina ~ Oligoadenylat vazajici
RNS41 protein

ABCF1 ABC50 6p21.33 GNC20 Ve vsech tkanich

ABCF2 7q36 GNC20 Ve vsech tkanich

ABCF3 3q25 GNC20 Ve vsech tkanich

ABCG1 White 21g22.3 White Ve vsech tkanich Transport cholesterolu?

ABCG2 MXR, 4q22 White Placenta, stievo Eflux toxind, 1ékova
BCRP rezistence

ABCG4 White2 11g23 White Jatra

ABCG5S White3 2p21 White Jatra, stfevo Transport steroll

ABCGS 2p21 White Jatra, stfevo Transport steroll

Modifikovano podle: Dean, Rzhetsky a Allikmets (2001)

3.1.1. Struktura a funkce ABC lékovych efluxnich transportéra

Typicky ABC transportér je tvoren dvéma odliSnymi doménami, transmembranovou
doménou (TMD) a nukleotid (ATP) vazajici doménou (NBD). Hydrofilni NBD je
lokalizovana v cytoplazmé. Po vazbé a hydrolyze ATP je zdrojem energie pro transport
substratu. Hydrofobni TMD, kterd prochdzi membréanou, tvoii n€kolik transmembranovych
segmentd (a-helixy). VétsSina ABC efluxnich transportért se skladd ze dvou TMD a dvou
NBD. Naproti tomu ABCG2 je pouze polovi¢ni transportér s jednou TMD a jednou NBD,

nicméné pomoci disulfidické vazby tvoii homodimer (Choi a Yu 2014).

Transportni cyklus za¢ind vazbou substratu k transmembranové doméné. Nasleduje vazba
dvou ATP molekul a dimerizace NBD (Obr. 1). Dochédzi ke zméné konformace TMD
z dovnitf sméfujici na sméfujici vné a substrat je uvolnén z buiiky. Po hydrolyze ATP,
uvolnéni ADP a fosfatu a disociaci NBD se obnovi vychozi stav a miize zac¢it novy cyklus

(Wilkens 2015).

12



inward outward
facing 2 ATP facing

Obr. 1 Schématické znadzornéni mechanismu ABC efluxniho transportéru. Dovnitt otevieny
transportér vaze substrat (D) z cytoplazmy nebo vnitini vrstvy cytoplazmatické membrany. Po
vazb¢ dvou molekul ATP nukleotid-vazajici domény (NBD) dimerizuji a transmembranové
domény (TMD) zméni konformaci na smeétujici vné. Nasleduje uvolnéni substratu do

extracelularniho prostoru.

Ptevzato z: Wilkens (2015)

Lidské ABC transportéry se podili na exportu nékolika skupin molekul, véetn¢ cholesterolu,
sterold, lipidd, derivatd retinové kyseliny, Zlu€ové kyseliny, Zeleza, nukleosidli a peptida.
Jejich vyznam je zdiraznén faktem, ze defekty pfislusnych transportérii byly pozorovany u
nékolika genetickych poruch. Piikladem je cysticka fibroza a mutace CFTR, Tangierska
choroba (ABCAIl), Stargardtova nemoc a pigmentovd retinopatie (ABCA4),
adrenoleukodystrofie (ABCDI1) a X-vdzand sideroblastickd anémie (ABCB7). Dalsi
vyznamna skupina transportérii se nachazi v jatrech, placenté a hematoencefalické bariéte,
kde se podili na detoxifikaci hydrofobnich organickych molekul. Patii sem ABCB1, ABCCI
a ABCG?2 transportér (Dean, Rzhetsky a Allikmets 2001; Wilkens 2015).

3.1.2. Role ABC lékovych efluxnich transportéri v mnohocetné 1ékové rezistenci
Hlavnim diivodem selhani chemoterapie je mnohocetna 1€kova rezistence (MDR). Mezi Casté

pficiny patii ztrata pfenaSecovych proteini na povrchu buiiky, mutace v cilovém misté nebo
13



zvySend exprese efluxnich transportérii nadorovymi bunikami. Nejvétsi podil na vzniku
farmakokinetické MDR maji 3 transportéry: ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (Shukla, Chen a
Ambudkar 2012).

ABCB1 (Obr. 2), 170kDa glykoprotein, je hojné¢ exprimovan v apikdlni membrané
epitelidlnich bunck gastrointestindlniho traktu, jater a ledvin a v endotelidlnich buikach
hematoencefalické¢ bariéry. Mezi substraty patfi endogenni slouceniny napi. steroidni
hormony, lipidy, peptidy a malé cytokiny, ale 1 Siroké spektrum léciv (Tab. 2). Fyziologicky
hraje dllezitou roli v ochrané téla pfed xenobiotiky. ABCBI byl prvni ABC efluxni
transportér, u kterého se zjistil vliv na citlivost bun¢k vii¢i chemoterapeutikiim (Shukla, Chen

a Ambudkar 2012; Choi a Yu 2014).

Cytoplasm
NH, (80 NBD
. . COOH
Obr. 2 Struktura ABCBI transportéru
Modifikovano podle: da Fonseca et al. (2016)
Tab. 2 Bézna 1éciva transportovand ABCB1, ABCCI a ABCG2
Transportér Substrat
ABCBI Protinadorova 1é¢iva: doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, kolchicin, aktinomycin D, etoposid,

teniposid. methotrexat. mitomvcin C. paklitaxel. mitoxantron. docetaxel. vinblastin. vinkristin
Antihypertenziva: losartan, celiprolol, reserpin, talinolol, nikardipin

Antiarytmika: dioxin, propafenon, chinidin, verapamil, amiodaron

Antibiotika: erythromycin, rifampicin, levofloxacin, klarithromycin, tetracyklin
Antivirotika: amprenavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir, sachinavir
Antidepresiva: amitryptilin, fluoxetin, paroxetin, sertralin

Imunosupresiva: cyklosporin A, sirolimus, takrolimus, valspodar

Opioidy: metadon, morfin

Hypolipidemika: atorvastatin, lovastatin

Glukokortikoidy: aldosteron, kortizol, dexamethason, methylprednisolon
Antihistaminika: fexofenadin, terfenadin
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Ostatni: progesteron, itrakonazol, fenobarbital, fenytoin, cimetidin
ABCCI1 Protinadorova léciva: doxorubicin, daunorubicin, kolchicin, topotekan, irinotekan, SN-38,
methotrexat, etoposid, teniposid, vinblastin, vinkristin, imatinib, gefitinib
Antibiotika: ciprofloxacin, difloxacin, enrofloxacin, pirarubicin
Antivirotika: indinavir, ritonavir, sachinavir
ABCG2 Protinadorova 1é¢iva: doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, topotekan, irinotekan, SN-38,
methotrexat, etoposid, teniposid, imatinib, gefitinib
Antibiotika: ciprofloxacin, norfloxacin, ofloxacin
Antivirotika: lamivudin, zidovudin
Antihypertenziva: reserpin
Hypolipidemika: cerivastatin, pravastatin, rosuvastatin

Modifikovano podle: Choi a Yu (2014)

ABCC1 (Obr. 3), prvni identifikovany ABC transportér z C podrodiny, je exprimovan
v Siroké Skale tkani véetné ledvin a varlat. Jedna se o 190kDA polypeptid, ktery tvoii 3 TDM
a 2 NBD. Mezi substraty patii, podobné¢ jako u ABCBI1, Siroké mnozstvi chemoterapeutik
(Tab. 2). Taxany, u kterych je potvrzena ABCBI1 zprostiedkovand rezistence, jsou pouze

slabym substratem (Shukla, Chen a Ambudkar 2012; Choi a Yu 2014).

NBD NBD

. . COOH

NH;

Cytoplasm

Obr. 3 Struktura ABCCI transportéru

Modifikovano podle: da Fonseca et al. (2016)

ABCG2 (Obr. 4), 72kDa polovi¢ni transportér, funguje jako homodimer nebo oligodimer.
Hlavné je exprimovan v gastrointestindlnim traktu, jatrech, ledvinach, mozku, endotelu, prsni
tkani, varlatech a placent€. Jedna se o vysokokapacitni transportér, ktery mize prenaset velké
mnozstvi substratli (Tab. 2) v€etné protinadorovych chemoterapeutik, toxint a karcinogenti

z jidla a n€kterych endogennich latek (Shukla, Chen a Ambudkar 2012; Choi a Yu 2014).
15



NF; Cytoplasm

Obr. 4 Struktura ABCG2 transportéru

Modifikovano podle: da Fonseca et al. (2016)

Jednim z feSeni, jak pfekonat MDR spojenou s transportéry, je pouZiti inhibitort ABC
transportérii. Kombinaci inhibitoru s protinddorovymi léky (napf. mitoxantron, daunorubicin,
etoposid) dojde k vyssi akumulaci 1éCiva a senzitizaci nadorové bunky. Existuje nékolik typt
inhibitor. MDR inhibitory prvni generace (napt. verapamil, cyklosporin A) jsou u¢inné latky,
které nebyly vyvinuty specialné k inhibici transportéri a jejich problémem je piitomnost
toxickych nezadoucich tc¢inkt. Druhé generace inhibitori (napf. R-verapamil) byla navrZena,
aby se omezily nezddouci u€inky prvni generace, ale u nékterych latek dochazelo ke vzniku
farmakokinetickych interakci a zvySené systémové expozici protinadorového 1éciva. Treti
generace inhibitortt ma vysokou afinitu k ABC Iékovym transportérim a omezenou schopnost
interakci. Pfekdzkou muze byt pfitomnost dalSich mechanismit MDR v nadorech. Nadory jsou
vysoce heterogenni a distribuce latek z krve do nddorovych bun¢k nemusi byt linearni. Déle
jsou casto ABC transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2 v nadorech exprimovany spole¢né a

inhibice jednoho transportéru mize byt kompenzovana zbyvajicimi (Choi a Yu 2014).

3.2. Malé molekuly v cilené protinadorové 1é¢bé

Cilena protinddorova l1écba se zamétuje na proteiny Ucastnici se tumorigeneze, a umoziuje
tak vetsi specifitu nez klasicka terapie ovliviiujici vSechny rychle se délici buniky. Existuji dva
hlavni typy cilené protinddorové terapie: syntetické nizkomolekularni latky a monoklonalni
protilatky. Syntetické nizkomolekularni latky mohou diky své malé velikosti (< 500 Da)
prochdzet plazmatickou membranou a pulsobit i intracelularné. Blokuji specifické enzymy a

receptory pro rustové faktory podilejici se na regulaci proliferace nadorovych bunék.
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Hlavnim cilem nizkomolekularnich inhibitort jsou receptorové tyrozinkinazy (RTK). Rodina
RTK zahrnuje 58 typd receptorti, které kontroluji zakladni bunécné pochody, jako je
proliferace, apoptéoza a migrace (Yamaoka et al. 2018). Obsahuji extracelularni ligand-
vazajici doménu, transmembranovou cast a cytoplazmatickou doménu s kindzovou aktivitou.
Po vazbé ligandu dochézi k dimerizaci a autofosforylaci tyrozinovych zbytkd v kinazové
doméné, coz dale vede k aktivaci rliznych signalnich kaskdd (Obr. 5). Tyrozinkinidzové

inhibitory (TKI) obvykle kompetitivné inhibuji vazbu ATP (Chaar, Kamta a Ait-Oudhia
2018).

N Dimerized
| ligand

Variable domains composed by
an acidic box or cadherin like- or
cysteine rich- or discoidine like- _ ECD
EGF like- or fibronectin type I

like- or lg- or kringle like- or tj
leucin rich-domains B

Dimerized
sceptor chains

o “Helix transmembrane
domain (20 aa)

o AT
M‘mtmn of the tyrosine

kinase domains

Juxtamembrane
domain (40-80 aa)

Tyrosine kinase
domains

Kinase insert
domain C

Downstream signal
transduction

Obr. 5 Receptorova tyrozinkinaza se skladd z variabilni extracelularni domény (ECD)
v zavislosti na typu kinazy, transmembranové casti (TMD) tvofené a-helixem a intracelularni
domény (ICD) obsahujici oblast s kindzovou aktivitou. Na extracelularni doménu se navaze
ligand a dochdzi k dimerizaci, nésleduje autofosforylace tyrozinovych zbytki a aktivace

signalni kaskady.

Prevzato z: Ségaliny et al. (2015)

Mezi vyznamné cile TKI v protinddorové terapii patii receptor pro epidermalni rhstovy

faktor, kindza anaplastického lymfomu (ALK), receptorovd kinaza pro rastovy faktor
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hepatocytti (c-MET), receptory pro platelet-derived growth factor, vascular endothelial
growth factor, fibroblast growth factor a insulin (Yamaoka et al. 2018).

Do skupiny tyrozinkindz dale patii nereceptorové tyrozinkinazy (NRTK), které se nachazeji
v cytoplazmé a podileji se na transdukci signdlu v reakci na extracelularni podnéty. Mezi
NRTK se tadi Src kindzy, Janusovy kinazy, c-Abl a focal adhesion kinase (Lavanya et al.
2014). Imatinib byl vroce 2001 schvélen jako prvni nizkomolekularni inhibitor k lécbé
chronické myeloidni leukémie, kdy dochazi kreciproké translokaci chromozomu 9 na
chromozom 22. Vznika tzv. Philadelphsky chromozom charakterizovany fiznim genem Ber-

Abl. Cilem imatinibu je Ber-Abl tyrozinkinaza (Cohen et al. 2002).

Cytoplazmatické serin/threonin kindzy nedostavaji tolik pozornosti jako tyrozinkindzy, ale 1
jejich nespravna funkce miize zplisobovat progresi malignit. Hraji dilezitou roli v bunécné
homeostaze pres fosforylaci transkripcnich faktord, regulatori bunééného cyklu a mnozstvi
cytoplazmatickych a nuklearnich efektorti. Syntetické nizkomolekularni inhibitory cili
zejména na mTOR (mammalian target of rapamycin) podilejici se na regulaci bunétné
proliferace a rlstu, Aurora kindzy dulezité pro regulaci mitoézy, cyklin-dependentni kinazy,
proteinkinazu B/Akt kontrolujici apoptozu a rlizné metabolické procesy, proteinkinazu C, Raf
kinazu a dalsi (Lavanya et al. 2014). Nékolik inhibitorii cyklin-dependentnich kinaz bylo
v minulych letech schvaleno pro 1écbu HR+/HER2- néadorii prsu, konkrétné¢ palbociclib,
ribociclib a nejnovéji abemaciclib s piidatnou kindzovou aktivitou, ktery lze pouzit i

v monoterapii (Wang et al. 2020).

Kromé¢ kindzové aktivity se nizkomolekularni inhibitory zaméiuji 1 na dalsi cile. Naptiklad
matrix metaloproteindzy, které degradaci extracelularni matrix napomahaji bunécné migraci a
invazi, proteiny teplotniho Soku pomahajici spravnému sbaleni a transportu onkoproteind pies
bunécnou membranu a dalsi proteiny. Mezi malé molekuly déle patii inhibitory proteazomu,
které zabranuji degradaci proapoptotickych faktorti u nadorovych bunck (Lavanya et al.

2014).

V soucasné dob& se mnoho nizkomolekuldrnich inhibitorti pouziva v kombinaci s tradi¢ni
protinadorovou terapii zahrnujici chemoterapii, radioterapii a chirurgii. Jejich vyhodou je
vétsi  selektivita na nddorové buniky cilenim na specifické molekularni cile, ale i
nizkomolekularni inhibitory maji své limitace. Nékteré inhibitory mohou interagovat se SirSim
spektrem proteintll, coz zvySuje riziko toxicity (Lavanya et al. 2014). VétSina inhibitord ma

kratky plazmaticky poloas a vyZzaduji denni davkovani na rozdil od monoklonalnich
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protilatek podavanych jednou tydné¢ i méné casto. Vyznamnym problémem je vznikajici
rezistence, podkladem mohou byt strukturni zmény v kindzové doméné cilové kindzy
znemoznujici vazbu TKI (pfiklad je uveden na Obr. 6), nddorové bunky mohou misto
inhibované kindzy aktivovat jinou nebo mize dojit k selhani terapie kviili zvysené expresi

efluxnich transportérti (Rubin a Duensing 2006).

i (YL

AARRERH X

P

Obr. 6 TKI rezistence. (a) Schéma aktivované tyrozinkindzy, (b) inhibice aktivované
tyrozinkindzy nizkomolekuldrnim inhibitorem (KI), (c) sekundarni rezistence k TKI na
podkladé mutace, kterd naru$i vazbu mezi inhibitorem a receptorem (ptivodni threonin byl
nahrazen isoleucinem), nové zavedeny delSi postranni fetézec dale stericky brani vazbé
inhibitoru

Ptevzato z: Rubin a Duensing (2006)

3.2.1. Alisertib (MLN8237)
Alisertib (Obr. 7) je selektivni inhibitor Aurora A kinazy s ICso 1,2 nM, ktery vykazuje

Sirokou antiproliferativni aktivitu proti lidskym nadorovym builkkdm, vcetné plicnich,
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prostatickych, ovaridlnich a lymfatickych (Bavetsias a Linardopoulos 2015). Aurora A patii
do rodiny Aurora kindz, které jsou dulezit¢é pro regulaci mitézy, hlavné procesu
chromozomalni segregace. Nadmérnd exprese nebo amplifikace genli Aurora kindz byla
objevena u riznych typt nadort, coz z nich ¢ini vyznamné cile protinadorové terapie (Tang et

al. 2017).

Alisertib je jediny ze zatim testovanych inhibitortit Aurora A kinazy, ktery postoupil do faze
IIT klinického hodnoceni. Ostatni nepokracovaly do dalSich fazi kvili zdvaznym nezddoucim
u¢inkim pii podani u¢inné davky nebo nedostatetné protinddorové aktivité (Tayyar et al.

2017).

Ve fazi III byl alisertib hodnocen u pacientli s relabovanym/refrakternim perifernim T-
lymfomem. Jedna skupina pacientll uzivala 50 mg alisertibu peroralné 2x denn¢ po dobu 7 dni
z 21 denniho cyklu. Druha skupina uzivala podle volby zkousSejiciho intraven6zné gemcitabin,
pralatrexat nebo romidepsin. Alisertib ukazal aktivitu a pfijatelnou tolerabilitu a bezpecnost,
ale neukézal vyS§i ucinnost nez srovnavaci ptipravky. Z tohoto diivodu bylo hodnoceni
piedcasné ukonceno (O’Connor et al. 2019). Alisertib je stale zafazen v celé fad¢é klinickych
studii zaméfenych na jiné onkologické indikace, v€etné nemalobunécného karcinomu plic

(NSCLC).

—0
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Obr. 7 Struktura alisertibu

3.2.2. Ensartinib (X-396)

Ensartinib (Obr. 8) je potentni inhibitor ALK (kin4dza anaplastického lymfomu), ktery lze
potenciondln¢ vyuzit pro lécbu ALK-pozitivniho NSCLC. Chromozomdlni zmény, které
zahrnuji gen kodujici ALK lze nalézt u 3-8 % NSCLC. Prvni ALK inhibitor schvéleny pro
1écbu NSCLC s ALK translokacemi byl crizotinib, ale kvuli ¢astym relapsim z diivodu

ziskané rezistence je tieba vyvinout nové ALK inhibitory (Horn et al. 2018).

Probéhla I/11 taze klinického hodnoceni ensartinibu na pacientech s ALK pozitivnim NSCLC,
kde byl obecné dobie tolerovan a ukézal dostate¢nou klinickou aktivitu. V Cervnu 2016 zacala
studie porovnavajici ensartinib s crizotinibem, kterd v soucasné dob¢ stale probiha (Horn et al.

2018).

NH

/

Obr. 8 Struktura ensartinibu

3.2.3. Entrectinib (NMS-E628, RXDX-101)

Stejné€ jako ensartinib je entrectinib (Obr. 9) inhibitorem ALK, ktery byl vyvinut ve snaze
ptekonat rezistenci vici crizotinibu. Dale se ukazal byt vysoce potentnim inhibitorem tzce
souvisejicich tyrozinkindzovych receptort ROS1 (c-ROS onkogen 1) a TRK (tropomyosinova
receptorova kindza), u nichZz dochdzi k pfestavbé u riznych typl nadort. U 1-2 % NSCLC
dochazi k prestavbé ROS1 genu. Podobné¢ chromozomalni zmény zasahujici geny NTRK
(neutrofinové receptory s tyrozinkindzovou aktivitou), které koduji TRK, lze nalézt u
papilarniho karcinomu §titné zlazy, NSCLC, kolorektalniho karcinomu a dalSich nadort

(Menichincheri et al. 2016).
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V cervnu 2019 v Japonsku byl entrectinib schvalen pro 1é¢bu pokrocilych nebo rekurentnich
solidnich nadorti s pozitivitou fize genit NTRK (Roche 2019). Dale v srpnu byl schvalen
v USA i pro 1écbu ROS1 pozitivniho NSCLC (FDA 2019).

MNH O M

Obr. 9 Struktura entrectinibu

3.2.4. Talazoparib (BMN-673, LT-673, MDV-3800)

Talazoparib (Obr. 10) je inhibitorem enzymu PARP (poly(ADP-rib6za) polymeraza), ktery se
ucastni opravy jednovlaknovych zlomt DNA nahrazovéanim jednotlivych bazi. Inhibice PARP
vede k akumulaci jednovldknovych zlomi a vyusti v poskozeni replikacni vidlice. U
normalnich bunék jsou zlomy opraveny procesem homologni rekombinace, které se ucastni
dva tumor supresorové geny BRCA1 a BRCA2. U nadorovych bun&k pacienti s BRCA
mutacemi homologni rekombinace nefunguje a PARP inhibitory zabranénim nahrazovani

jednotlivych bazi indukuji syntetickou letalitu (Lee, Moon a Kim 2020).

V fijnu 2018 byl talazoparib schvalen v USA pro lé¢bu HER2-negativni rakoviny prsu
s mutaci BRCA. Je déile zkoumdn pro pouziti u pacientd s metastatickym karcinomem
prostaty rezistentnim na kastra¢ni 1écbu, u riznych solidnich nadorti a jako neoadjuvantni
terapie u tzv. triple negative tumort (postradaji hormonalni receptory a receptor pro lidsky

epidermalni rastovy faktor HER-2) (Hoy 2018).
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Obr. 10 Struktura talazoparibu

3.2.5. Tepotinib (EMD 1214063)

Tepotinib (Obr. 11) inhibuje receptorovou tyrozinkindzu c-MET (Wu et al. 2019).
Abnormalni MET expresi 1ze pozorovat u nékolika typti nadorti, napiiklad u NSCLC, nadori
gastrointestinalniho traktu a hepatocelularniho karcinomu. Malé molekuly se ukazaly byt
ucinné a bezpecné v 1é¢bé NSCLC a hepatocelularniho karcinomu, ale neefektivni u pacienti

s nadory gastrointestinalniho traktu (Mo a Liu 2017).

V zéari 2019 udélila U.S. Food and Drug Administration (FDA) tepotinibu, diky slibnym
vysledkiim studie VISION (NCT02864992), statut prilomové terapie pro 1écbu pacientd
s metastatickym NSCLC s mutaci exonu 14 MET (Guo et al. 2019).
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Obr. 11 Struktura tepotinibu

3.2.6. Vistusertib (AZD2014)
Vistusertib (Obr. 12) je vysoce selektivni inhibitor kindzové aktivity mTOR. mTOR se podili
na regulaci bunééného rlstu v reakci na pfitomnost mitogenli, mnozstvi energie a Zivin.

Narozdil od nyni pouZivanych analog rapamycinu, temsirolimu a everolimu, vistusertib
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inhibuje oba proteinové komplexy mTORC1 i mTORC2. To by mohlo umoznit prekonat
moznou rezistenci k témto latkdm zplsobenou upregulaci mTORC2 z diivodu negativni
zpétné vazby kvili inhibici mTORCI1. Vistusertib je nyni zkouman v nékolika klinickych
hodnoceni pro aktivitu proti solidnim tumortim i hematologickym malignitdm (MacDonald et

al. 2019).

Obr. 12 Struktura vistusertibu
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4. CIL PRACE

Cilem této prace je stanovit inhibi¢ni schopnost vybranych syntetickych nizkomolekularnich
latek (alisertib, ensartinib, entrectinib, talozaparib, tepotinib, vistusertib) vi¢i ABC efluxnim
transportérim (ABCB1, ABCC1, ABCG2) pomoci akumulacénich studii s flow-cytometrickou
detekct.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Materialy a metody

5.1.1.

Chemikalie

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

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA)
Fetalni bovinni sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakousko)
Fosfatovy pufr (PBS), Lonza (Walkersville, MD, USA)
Inhibitory ABC transportért
o Kol43, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
o LY335979, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
o MKS571, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Syntetické nizkomolekularni latky
o Alisertib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Entrectinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Ensartinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Talazoparib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Tepotinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Vistusertib, Selleckchem (Houston, TX, USA)
Opti-MEM®, Lonza (Walkersville, MD, USA)
Substraty ABC transportéri
o Daunorubicin (DNR), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
o Mitoxantron (MTX), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

. Pristroje

Pritokovy cytometr, BD FACSCanto II (Allschwil, Svycarsko)

Pritokovy cytometr SONY Spectral cell analyzer SA3800 (San Jose, CA, USA)
Inkubator, SANYO MCO-18AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)

Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Itélie)
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5.1.3. Bunécné linie

Pro experimenty byly pouzity MDCKII (Madin-Darby Canine Kidney II) buriky. Jedna se o
bunécénou linii odvozenou z MDCK bunék, které v roce 1958 izolovali S. H. Madin a N. B.
Darby z ledviny dospé€lého kokr$panéla (Dukes, Whitley a Chalmers 2011). Krom¢ parentnich
MDCKII bunék byly pouzity buiiky se zvySenou expresi efluxnich transportéra MDCKII-
ABCBI1, MDCKII-ABCC1 a MDCKII-ABCG2.

Buiiky byly ziskdny od Dr. Alfreda Schinkela z The Netherlands Cancer Institute - Antoni

van Leeuwenhoek hospital sidlici v Amsterdamu (Nizozemi).

5.1.4. Pasazovani

PasaZzovani probihalo dvakrat tydné pii dostate¢né konfluenci bunck, tj. 70-80 %. Pro
kultivaci bun¢k bylo pouzito Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium s 10% FBS. Médium,
PBS a trypsin se zahteji ve vodni 14zni na teplotu 37 °C. Nejdtive se z lahve odstrani médium
a buiky ptisedlé¢ na dn€ lahve se oplachnou 5 ml PBS. Pfida se 1 ml trypsinu a vlozi se do
inkubatoru na 3-5 min, dokud se builky neodd€li od povrchu. Trypsinizace se ukonci pfidanim
4 ml média. Cast suspenze bunék, jejiz objem se uréi podle vychozi konfluence, se prida do
nové 25 cm? lahve se 7 ml média. Nasledné se buiiky inkubuji pfi teploté 37 °C v atmosféie
5% COz. K experimentu byly vyuzity buniky z 10.-25. pasaze podléhajici pravidelné kontrole

na pritomnost mykoplazmové¢ infekce.

5.1.5. Akumulacni studie s modelovymi substraty

Akumulacni studie spo¢iva v méteni schopnosti transportéru prendset substrat pies bunéénou
membranu proti koncentratnimu gradientu. Pfi pouziti fluorescencniho substratu odréazi
intenzita fluorescence aktivitu ABC transportéru. Bunky exprimujici transportéry vykazuji
niz8i hodnoty fluorescence nez builky parentni, protoze dochédzi ve zvysené mire k efluxu
substratu z bunky. V pfitomnosti inhibitoru se substrat akumuluje v buiice s transportérem

ucinngji a hodnoty fluorescence jsou pak podobné parentnim bunikam.

Buiiky se nasadi na 12jamkovou desti¢ku v po¢tu 220 000/jamku/1 ml pro MDKCII-parentni,
150 000/jamku/1 ml pro MDKCII-ABCB1, 220 000/jamku/1 ml pro MDKCII-ABCCI a 250
000/jamku/1 ml pro MDKCII-ABCG2. Desti¢ka se kultivuje 24 hodin do 70-80% konfluence

v inkubdtoru pii 37 °C v atmosféte 5% COa.

Dalsi den se odstrani médium a buriky se oplachnou 0,5 ml PBS ptedehtatého ve vodni lazni

na 37 °C. Poté se do jamek ptida 500 pl roztoku nizkomolekularniho inhibitoru (0,1, 1, 5, 10,
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25 a 50 uM) ptipravené¢ho postupnym fedénim v médiu Opti-MEM. V dalSich jamkach se
navic nachézi samotné Opti-MEM pro neovlivnénou kontrolu a pozadi, modelovy inhibitor
s findlni koncentraci 1 uM pro Ko143 (ABCG2) a LY335979 (ABCB1), 50 uM pro MK571
(ABCC1). Po 10min preinkubaci v inkubatoru se ptidaji modelové substraty DNR (finalni
koncentrace 2 uM) pro ABCB1 a ABCC1 buitkky nebo MTX (1 uM) v ptipadé ABCG2
buné¢k. Nasleduje 1h inkubace (37 °C, 5% CO»).

Po skonceni inkubace se s buitkami pracuje na ledu. Odstrani se latky a buiiky se oplachnou
ledovym PBS v objemu 0,5 ml. Pfida se 50 pl ledového trypsinu bez fenolové Cervené a po
skonceni trypsinizace se bunky resuspenduji ve 450 pul ledového PBS s 2 % FBS. Vzorky se
umisti do Eppendorf zkumavek a zméfi se intenzita fluorescence pomoci pritokového
cytometru. U daunorubicinu dochédzi k emisi zafeni o vlnové délce 585 nm pii excitacni
vlnové délce 488 nm. Pro mitoxantron je excitacni vlnova délka 640 nm a je emitovano zateni

o vlnové délce 675 nm.

5.1.6. Statisticka analyza

Fluorescencni data jsou prezentovdna ve form¢é ndsobku akumulace vi¢i akumulaci
neovlivnéné kontroly. Nespecifické efekty ovlivitujici akumulaci byly eliminovany vztazenim
hodnot z bunék transdukovanych na hodnoty z bun¢k parentnich. Ve vyslednych grafech jsou
tak zobrazeny poméry néasobki akumulace z bun¢k exprimujicich ku nasobku z parentnich
bun¢k (vzdy jsou ksobé vztazeny data zpfislusného koncentracniho bodu). Ze
ziskanych vysledkti byly pomoci GraphPadPrism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) ziskany hodnoty koncentraci zplisobujicich 50% inhibici (ICso). Prezentovana data jsou
prumérem = SD tii méfeni. Pomoci one-way ANOVA a nésledné Dunnetovym testem byla
stanovend statistickd vyznamnost rozdilu mezi akumulacemi pro jednotlivé koncentrace
testovanych nizkomolekuldrnich inhibitorti. Statisticky vyznamné hodnoty jsou oznacené

nasledovné: p < 0,05 (*), p<0,01 (**)ap<0,001 (***).
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici ¢asti jsou uvedené vysledky akumulace modelovych substrati po osetfeni
stoupajicimi koncentracemi testovanych nizkomolekularnich inhibitori. Métfeni probihalo
nejdiive pomoci prutokového cytometru BD FACSCanto II pro alisertib, ensartinib a
tepotinib a pozdé€ji se pokracovalo se SONY Spectral cell analyzer SA3800 pro zbyvajici
latky. Vyslednd intenzita fluorescence odrazi akumulaci fluorescencnich substrath
(daunorubicin a mitoxantron) uvnitf buiiky. Inhibici ABC transportéru se omezi eflux

substratu a akumulace se zvysi.

Nizkomolekularni inhibitory mohou byt v zdvislosti na koncentraci a afinit¢ substraty i
inhibitory ABC lékovych transportérii. Jejich schopnost modifikovat aktivitu transportért
muze ovlivnit farmakokinetické vlastnosti substrati  ABC transportérti (coz vede
k farmakokinetickym 1ékovym interakcim) ¢i pomoci piekonat mnohocetnou Iékovou
rezistenci u nadorovych bunék, kde casto muiZeme zjistit zvySenou expresi efluxnich

transportért.

6.1. Alisertib

Alisertib je selektivni inhibitor Aurora A kinazy, ktery vykazuje Sirokou antiproliferativni
aktivitu proti lidskym nadorovym buiikam. Inhibice Aurora A kinazy zpiisobi poruchu tvorby
mitotického vieténka, coz vede k apoptoze (Bavetsias a Linardopoulos 2015). Alisertib je
zatim jediny z této skupiny, ktery postoupil do faze III klinického hodnoceni (Tayyar et al.
2017).

Sampson et al. (2019) poprvé uvadi, ze alisertib je silnym inhibitorem ABCCI transportéru.
Co se ty¢e ABCBI1 a ABCG2 transportéru, Michaelis et al. (2014) dokézali, Ze alisertib neni
substraitem ABCBI transportéru a ani exprese ABCG2 transportéru neovlivituje jeho ucinek
(Michaelis et al. 2015). Informace k pfipadné inhibici téchto transportérli nejsou zatim

k dispozici.

Z naseho experimentu je patrna zvySend akumulace DNR u MDCKII-ABCC1 bun¢k (Obr.
13B) a tedy inhibice ABCCI1 transportéru (ICso= 4,46 uM). To se shoduje s vysledky
Sampson et al. (2019), které uvadi zvySenou akumulaci modelového substratu doxorubicinu
po oSetieni 10uM alisertibem. Alisertib v tomto piipadé dosahl 64,1% efektu inhibice
v porovnani s MK571. V MDCKII-ABCB1 bunécné linii (Obr. 13A) doslo k signifikantnimu
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zvyseni akumulace modelového substratu az pii vyssi koncentraci alisertibu (25 pM), hodnota
ICso €inila 28,4 uM. U MDCKII-ABCG2 (Obr. 13C) doslo k mirnému zvySeni akumulace
MTX po ptidani alisertibu, ktery je tak pouze slabym inhibitorem ABCG?2 transportéru.

S ohledem na cmax alisertibu o hodnoté 2,91 uM (Falchook et al. 2014), namétené po 7 dnech
podavani davky 50 mg dvakrat denné, mizeme vydedukovat, Ze pouze inhibice ABCCI1 a
ABCBI1 by mohla byt potencialné klinicky relevantni. Dle guidelinti European Medicines
Agency (EMA) (2012) a U.S. Food and Drug Administration (FDA) (2020) lze potencialni

klinickou relevanci o¢ekavat v ptipadech, kdy hodnota 1Cso nepiekroci desetinasobek hodnoty
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Obr. 13 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunécné linie transdukované
lidskym transportérem (A) ABCBI1, (B) ABCCI a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
koncentraci alisertibu nebo modelovym inhibitorim (Ko143, LY335979, MK571). Vysledné

hodnoty jsou primérem = SD tfi méfeni.
6.2. Ensartinib

Ensartinib je potentni inhibitor ALK v soucasné dob¢ ve fazi III klinického hodnoceni pro

lécbu ALK pozitivniho NSCLC.

Zatim nejsou dostupné zadné informace o interakci ensartinibu s ABC transportéry.
Ensartinib signifikantn¢ inhiboval vSechny tfi transportéry s riznou ucinnosti. Nejsilnéjsi byla
inhibice ABCBI1 transportéru s ICso = 4,38 uM (Obr. 14A). Inhibice ABCG2 transportéru
byla slabsi s ICso = 23,45 uM (Obr. 14C). Doslo k pouze mirné inhibici ABCCI transportéru,
o ¢emz vypovida nejvyssi ICso = 48,04 uM (Obr. 14B).

Dostupna cmax ensartinibu je 0,56 pM nala¢no pii doporucené dévce 225 mg (Horn et al.
2018). S ohledem na pravidlo, jez bylo zminéno v pfedchozi kapitole, by potencidlné klinicky

relevantni méla byt pouze inhibice ABCB1 transportéru.
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Obr. 14 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunééné linie transdukované

lidskym transportérem (A) ABCBI, (B) ABCC1 a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
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koncentraci ensartinibu nebo modelovym inhibitorim (Kol43, LY335979, MKS571).

Vysledné hodnoty jsou primérem = SD tii méfenti.
6.3. Entrectinib

Entrectinib je inhibitorem ALK, ROS1 a TRK, fuze jejichz geni lze nalézt u vice nez 40
druhii tumorti (Al-Salama a Keam 2019).

Podrobné informace k interakcim entrectinibu s ABC efluxnimi transportéry zatim nejsou
znamy. Z naSich vysledkl je patrné, ze entrectinib signifikantné inhiboval ABCB1 a ABCC1
transportér. ABCB1 s ICso = 6,54 uM (Obr. 15A). O néco slabsi byla inhibice ABCCI1
transportéru s ICso = 16,7 uM (Obr. 15B). Afinita k ABCG?2 transportéru byla nejslabsi s ICsg
=49,5 uM (Obr. 15C). Ve vsech ptipadech byla i pii nejvyssi koncentraci testovaného 1é¢iva

inhibice slabsi nez u pouZzitého modelového inhibitoru.

cmax Ve steady-state je 2,5 uM pii davkovani jednou denné¢ 600 mg (Drilon et al. 2017).
Vezmeme-li v iivahu tuto hodnotu, pak mozny dopad ziskanych vysledkl 1ze v redlnych in

vivo podminkéch ocekavat pouze u transportérit ABCB1 a ABCCI.
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Obr. 15 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunééné linie transdukované
lidskym transportérem (A) ABCBI, (B) ABCCIl a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
koncentraci entrectinibu nebo modelovym inhibitorim (Kol43, LY335979, MKS571).

Vysledné hodnoty jsou primérem + SD tfi méfeni.
6.4. Talazoparib

Talazoparib je inhibitorem enzymu PARP, toto IéCivo se pouZiva v indikaci HER2-negativni
rakoviny prsu s mutaci BRCA a je dale zkoumano pro pouziti u dalSich typti nadorii (Hoy

2018).

Zatim nejsou dostupné detailni informace o inhibici ABC transportérti. Talazoparib je

substraitem ABCB1 a ABCG?2 transportéru (Talzenna SPC).

34



Z vysledkii naseho pokusu je patrné, ze talazoparib je pouze slabym inhibitorem.
Signifikantné zvysil akumulaci DNR u MDCKII-ABCC1 bunééné linie (Obr. 16B) s ICso =
40,0 uM. U MDCKII-ABCG2 (Obr. 16C) doSlo k mirnému zvySeni akumulace MTX

s odpovidajici ICso > 50,0 uM. VSechny zkoumané koncentrace maji velmi podobny efekt,

ptiblizn€ 12% inhibicni schopnost ve srovnani s Kol43. Na Obr. 16A vidime, ze akumulace

vsech zkouSenych koncentraci u MDCKII-ABCBI1 bunééné linie byla podobna kontrole a

talazoparib neinhiboval ABCBI transportér.

Pokud vezmeme v ivahu minimalni urovenl interakci s testovanymi transportéry a navic

velmi nizkou hodnotu cmax (15,8 nM) pii doporuceném davkovani 1,0 mg denné (Elmeliegy et

al. 2019), nelze ocekavat, Ze by talazoparib vykazoval potencial pro to stat se pachatelem

1ékovych interakci ¢i modulatorem farmakokinetické rezistence zprosttedkované transportéry.

A

1 ICso > 50.0 uM

w
n

W
=]

relative daunorubicin accumulation
- - N N
e & o &

o
(%]
1

MDCKII-ABCB1

1 IC5 = 40 uM

(95% CI: 34.5 to 46.7 pM)

e
=)

MDCKII-ABCC1

[] control
[]1.0uM
[ 5.0 um
B 10 pm

M 25 pm
M 50 um
M Lv335079

[] control
[]1.0pM
[ 5.0pum
[ 10 pm
B 25 uM
M 50 um
W vks71

35



149 15, > 50.0 pM
c
121
2104 [] control
g []1.0uM
o 81 ] 5.0 um
£g E 10 pm
§ W 25 um
2 4 Il 50 um
2 T M ko143
3 21
o ]
0 T T T
MDCKII-ABCG2

Obr. 16 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunécné linie transdukované
lidskym transportérem (A) ABCBI1, (B) ABCCI a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
koncentraci talazoparibu nebo modelovym inhibitorim (Kol43, LY335979, MKS571).

Vysledné hodnoty jsou primérem = SD tfi méfeni.
6.5. Tepotinib

Tepotinib inhibuje receptorovou tyrozinkinazu c-MET. Jeho potencialni vyuziti spociva
v 1écbé NSCLC a hepatocelularniho karcinomu, u kterych lze pozorovat abnormalni expresi

MET (Wu et al. 2019).

Tepotinib se ukdzal byt potentnim inhibitorem ABCBI transportéru (Wu et al. 2019), jak je
patrné 1 z naSich vysledkt (Obr. 17A). Doslo k signifikantnimu zvySeni akumulace DNR s
ICso = 2,43 uM. Wu et al. pouzili netoxické koncentrace tepotinibu, 0,3 a 0,03 uM a popsali
zvySenou intracelularni akumulaci substratu v rezistentnich bunikach diky inhibici ABCB1
transportéru. Tepotinib by mohl byt vyuZzit s dalSimi substraity ABCBI1 transportéru k

piekonani mnohocetné 1€kové rezistence.

Podobnym experimentem Wu et al. (2019) vyloucili inhibi¢ni efekt na ABCC1 a ABCG2
transportér. U naSeho pokusu doSlo ke statisticky vyznamnému zvySeni akumulace
modelovych substrati u MDCKII-ABCCI (Obr. 17B) a ABCG2 (Obr. 17C) bunééné linie az
pti vyssich koncentracich, coz se odrazilo i v hodnotach ICso (ICso = 23,3 uM pro ABCCl1
transportér a ICso = 42,4 uM pro ABCG2 transportér).

Na zaklad€ cmax = 2,03 uM, zjisténé pii davkovani 500 mg 14. den cyklu (NCT01014936),

1ze ocekavat klinickou relevanci inhibi¢niho efektu pouze pro ABCBI transportér.
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Obr. 17 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunécné linie transdukované
lidskym transportérem (A) ABCBI, (B) ABCC1 a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
koncentraci tepotinibu nebo modelovym inhibitorim (Ko143, LY335979, MK571). Vysledné

hodnoty jsou primérem = SD tii méfeni.
6.6. Vistusertib
Vistusertib je dualni mTOR inhibitor.

Milosevic¢ et al. (2018) zkoumali potencial vistusertibu pfekonat rezistenci u bunék s vysokou
expresi ABC transportérii. Vistusertib zvysil citlivost bunék vici paklitaxelu, ale spise jako
vysledek indukce autofagie nez bunééné smrti. O afinité¢ vistusertibu k ABC transportérim
zatim nejsou dostupné informace. V naSich pokusech se vistusertib ukazal byt silnym
inhibitorem zejména ABCG2 (Obr. 18C) transportéru dosahujici hodnoty ICso = 2,93 uM. S
niz$i aktivitou inhiboval ABCB1 (Obr. 18A) a ABCCI (Obr. 18B) transportér.

V klinickych studiich faze II byla zjisténa hodnota cmax = 3,60 uM ve steady-state pii
doporu¢eném davkovani 50 mg dvakrat denné (Basu et al. 2015). Z toho vyplyva, ze zjisténa
interakce ma potencialni Sanci projevit se v klinickych podminkach pro vSechny tfi
transportéry, coz z vistusertibu ¢ini latku s enormnim potencidlem pro to stat se pachatelem

farmakokinetickych interakci a zaroven potentnim modulatorem MDR.
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Obr. 18 Akumulace daunorubicinu a mitoxantronu u MDCKII bunééné linie transdukované
lidskym transportérem (A) ABCBI1, (B) ABCCI a (C) ABCG2 po vystaveni stoupajici
koncentraci vistusertibu nebo modelovym inhibitorim (Kol43, LY335979, MKS571).

Vysledné hodnoty jsou primérem + SD tfi méfeni.
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7. ZAVER

V této praci jsme stanovovali inhibi¢ni schopnost vybranych nizkomolekularnich inhibitort
(alisertib, ensartinib, entrectinib, talozaparib, tepotinib, vistusertib) na ABC efluxni
transportéry. Experimenty probihaly pomoci flow-cytometrickych akumulacnich studii u

MDCKII bunék exprimujicich transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2 a u parentnich bun¢k.

Sledované syntetické nizkomolekuldrni latky cilily nejcastéji na ABCBI1 transportér. Mezi
nejsilngj§i inhibitory patii tepotinib s ICso = 2,43 uM, ensartinib (ICso = 4,38 uM) a
entrectinib (ICso = 6,54 uM). ABCCI1 transportér potentné inhiboval alisertib s ICso= 4,46 uM
a ABCQG2 transportér vistusertib s ICso = 2,93 uM. VétSina latek inhibovala s riznou afinitou
vSechny tfi sledované transportéry, u fady z téchto interakci vSak nelze ocekévat klinickou
relevanci. Inhibice vice transportéri najednou pozorovana v piipadé nékterych testovanych
latek muze byt pfi modulaci MDR velmi vyhodné kvili riziku kompenzace funkce jednoho

transportéru ostatnimi.

Vysledky této prace tvori cennou platformu pro dalsi vyzkum, ktery se bude zamétovat na
vyuziti zjisténych interakci pro prekonani MDR u cytostatickych 1é¢iv, kterd jsou substraty

sledovanych transportért.
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