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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Studentka: Jilia Juréakova

Skolitel’: RNDr. Jakub Hofman PhD.

Nazov diplomovej prace: Stanovenie inhibicného vplyvu vybranych cielenych

protinadorovych lieciv na aktivitu ABC liekovych efluxnych transportérov.

Rakovina plic patri medzi najcastejSiu pri¢inu smrti v rdmci onkologickych chorob.
Nemalobune¢ny karcindm pluc (NSCLC) predstavuje asi 85% vSetkého karcinomu
pluc ajeho hlavné podtypy zahfiiaji adenokarcindém a spinocelularny karciném.
V lie€be sa okrem chirurgie, radioterapie a chemoterapie najnovsie uplatiiuje pouZzitie
cielenych nizkomolekuldrnych latok, ktoré s vySSou Specifitou cielia na nadorové
bunky. Medzi dva hlavné dovody timrtia pacientov s rakovinou patri tvorba metastaz
a vznik mnohopocetnej liekovej rezistencie (MDR). T4 moZe byt mimo iné spdsobena
nadmernou expresiou efluxnych transportérov. ATP-binding cassette (ABC)
transportéry predstavuji skupiny transmembranovych pump, ktoré vyuzivaju energiu vo
forme ATP na prenos Sirokej Skaly substratov. S MDR st spojené najméa P-glykoprotein
(ABCB1), breast cancer-resistance protein (ABCG2) a multidrug resistance-associated
protein 1 (ABCC1). Inhibiciou tychto transportérov sa zvySuje mnozstvo cytostatického
substratu vo vnutri bunky aje mozné tak MDR modulovat. NaSim cielom bolo
preskimat’ inhibi€n aktivitu Styroch vybranych nizkomolekularnych inhibitorov
(carfilzomib, encorafenib, enasidenib, sonidegib) vo¢i ABC liekovym transportérom na
MDCKII bunkovych linidch. Porovnanim akumula¢nych Stidii s necytostatickymi
a s cytostatickymi modelovymi substratmi sme potvrdili inhibi¢ny efekt sonidegibu
a enasidenibu. Flow-cytometrickou analyzou sme dokazali inhibiciu sonidegibu aj
v primarnej bunkovej kulture, ktord bola ziskana zbiopsie nadorov plucneho
nemalobune¢ného karcinomu. Vysledky tejto prace moédzu sluzit’ ako dolezity zdroj
informécii pri d’alSom Stidiu farmakokinetickych liekovych interakcii a modulacii

MDR.



Abstract
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Title of diploma thesis: The assessment of inhibitory effects of selected targeted

anticancer drugs on the activity of ABC drug eflux trasporters.

Lung cancer is the leading cause of death within oncological diseases. Non-small cell
lung carcinoma (NSCLC) accounts for about 85% of all lung cancer, and its major
subtypes include adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. In addition to surgery,
radiotherapy and chemotherapy, the use of targeted low-molecular substances, which
target tumor cells with higher specificity, has recently been used in treatment. The two
main causes of death in cancer patients are the formation of metastases and the
development of multidrug resistance (MDR). This may also be caused by
overexpression of the efflux transporters. ATP-binding cassette (ABC) transporters are
groups of transmembrane pumps that use energy in the form of ATP to transfer a wide
range of substrates. In particular, P-glycoprotein (ABCBI1), breast cancer-resistance
protein (ABCG2) and multidrug resistance-associated protein 1 (ABCC1) are associated
with MDR. Inhibition of these transporters increases the amount of cytostatic substrate
within the cell and can thus modulate MDR. Our aim was to investigate the inhibitory
activity of four selected low molecular weight inhibitors (carfilzomib, encorafenib,
enasidenib, sonidegib) against ABC drug transporters on MDCKII cell lines. By
comparing accumulation studies with non-cytostatic and cytostatic model substrates, we
confirmed the inhibitory effect of sonidegib and enasidenib. Flow-cytometric analysis
also showed the inhibition of sonidegib in primary cell culture, which was obtained
from biopsies of non-small cell lung cancer tumors. The results of this work may serve
as an important source of information in the further study of pharmacokinetic drug

interactions and MDR modulation.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

ABC ATP binding cassete transporter

ABCBI P-glykoprotein, MDR1

aBCC advanced basal-cell carcinoma

ABCCI1 multidrug resistance-associated protein, MRP1
ABCG?2 breast cancer resistance protein, BCRP
aKG alfa-ketoglutarat

AML akutna myeloidna leukémia

ATP adenozintrifosfat

DAU daunorubicin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

FBS fetalne bovinné sérum

FDA U.S. Food and Drug Administration

FTC fumitremorgin C

IDH2 izocitrat dehydrogenaza 2

MDCKII Madin-Darby Canine Kidney II (bunkova linia)
MDR mnohopocetna liekova rezistencia

MTT methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid
MTX mitoxantron

NDB nukleotid viazuca doména

nonRTKs nonreceptorové tyrozinkinazy
NSCLC nemalobune¢ny pl'icny karcindm

PBS fosfatovy pufer



PI inhibitor proteazému

R-2-HG R-2-hydroxyglutamat
RTKs receptorové tyrozinkinazy
Smo smoothened receptor

TKIs tyrozinkindzové inhibitory

TMD transmembranova doména



2. UVOD

Rakovina patri celosvetovo medzi druhu najcastejSiu priinu smrti a jej vyskyt sa
neustdle zvySuje. Okrem chirurgie aradioterapie patri lieCba cytostatikami
k Standardnym terapeutickym moznostiam. V sucasnosti je pri chemoterapeutickej
liecbe zavaznym problémom vznik mnohopocetnej liekove] rezistencie. Existuje
niekol’ko spdsobov ako sa bunky mozu stat’ rezistentnymi stcasne na viac lieCiv,
vratane inaktivacie lie¢iv, zvySenych mechanizmov opravy DNA, aktivacie
antiapoptickych drah a zvySeného odtoku lieciva z intracelularneho priestoru bunky

(Lusvarghi et al, 2020).

Posledné tri desatroCia sposobili rozmach Stidie dokumentujice prinos niektorych ABC
transportérov, najmd ABCBI1, ABCC1 a ABCG2 k MDR. Tieto transportéry pdsobia
ako bunkové membranové pumpy, ktoré st schopné vytlacovat’ lie¢iva z rakovinovych
buniek a v dosledku toho je nadmernd expresia tychto transportérov Siroko spojena
s nepriaznivymi vysledkami u pacientov v mnohych réznych nadoroch (Pasello et al.,

2020).

Vtejto praci sme skumali interakéné vzt'ahy vybranych novych cielenych
nizkomolekuldrnych lieciv s ABC efluxnymi transportérmi porovnanim dvoch
odliSnych metod, kinetickej a flow-cytometrickej detekcie modelovych substratov.
Kombinécia inhibitorov ABC transportérov s protinddorovymi lie€ivami zvySuje
akumulaciu cytostatika vo vnutri nddorovej bunky. Po dokazani inhibicie u sonidegibu
sme pokracovali vo flow-cytometrickej analyze aj v primarnych kultarach plicneho
nemalobunecného karcindmu. Vysledky naSej prace naznacuju potencial testovanych
latok ovlyvnit farmakokinetické¢ vlastnosti cytostatickych substratov voci ABC

liekovym transportérom a modulovat MDR.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. ABC efluxné transportéry
ATP-binding cassette (ABC) transportéry st vel'kd nadrodina membranovych proteinov
s r6znymi funkciami, ktoré existuju takmer vo vSetkych organizmoch. Existuje sedem
podskupin klasifikovanych ako ABC transportéry (ABCA az ABCG), ktoré su
exprimované v normalnych aj malignych bunkdch. ABC systémy spajaju energiu
hydrolyzy ATP s pdsobivo Sirokou skalou zékladnych biologickych javov, ktoré
zahfnaju nielen transmembranovy (TM) transport, pre ktory st najznamejsie, ale tiez
niekol’ko procesov primarne suvisiacich s transportom, no sekunddrne ovplyvilujice
napriklad prediZenie translacie &i opravu DNA. ABC transportéry si zasluzia velku
pozornost’, pretoze sa mimo iné¢ podielaji na vzniku zdvaznych dedicnych chordb
¢loveka. Boli prvykrat objavené a podrobne charakterizované u prokaryotov uz v 70.

rokoch minulého storocia (Davidson et al., 2008, Gu et al., 2019, Leonard et al., 2003).

3.1.1. Struktira, lokalizicia a fyziologicka funkcia ABC efluxnych
liekovych transportérov

ABC efluxné liekové transportéry maji niekol’ko funkcii. Niektoré funguju ako priame
pumpy na import zZivin alebo na export toxinov a inych molekal, iné obracaju
amfipatické lipidy z jednej membranovej strany na druht, uniektorych je ¢lenom
chloridovy kandl riadeny ATP a dalSie reguluju draslikové kandly. Cicavéie ABC
transportéry st zapojené do bunkového exportu niekol’kych skupin molekul, vratane
cholesterolu a sterolov, lipidov, derivatov kyseliny retinovej, ZI¢ovej kyseliny, zeleza,
nukleozidov a peptidov. Podstatnu povahu tychto funkcii zdorazituje skutocnost’, ze
chyby v prislusnych transportéroch boli pozorované u mnohych genetickych stavov,
vratane roznych chordb. Dal§ia vyznamna skupina udskych ABC transportérov sa
nachadza v peceni, placente a hematoencefalickej bariére, kde sa podielaju na
detoxikacii hydrofobnych organickych molekul. Napriek svojej velkej funkcnej
rozmanitosti vo svojom jadre zdielaji vSetky rovnaka doménovu architekturu a
predpoklada sa, Ze zasadne zdielaju taktieZ podobny mechanizmus striedavého pristupu
substratov (Procko et al., 2009, Wilkens 2015). Schématické zndzornenie lokalizacie
subcelularnych ABC transportérov a exportovanych endogénnych substratov je

znazornené na Obr. 1.
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Obr. 1 Lokalizacia subcelularnych ABC transportérov a endogénne substrdaty nimi
exportované. Sipky predstavujii smer transportu na plazmatickej membrane. AB: p-
amyloid; Cer: ceramid; Chol: cholesterol; GlcCer: glucosyl ceramid; GSH. glutathion;
GSSH: glutathion disulfid; LTC4: leukotrien C4,; LPI: lysofosfatidylinositol; N-ret-PE:
N-retinylid fosfatidylethanolamin; PAF': dosticky aktivujuci faktor, PC: fosfatidylcholin,
PE:  fosfatidylethanolamin, PG: fosfatidylglycerol;, PGs: prostaglandiny, PS:
fosfatidylserin; SM: sfingomyelin; S1P: sfingosin-1-fosfat

Prevzaté z: Pasello et al., 2020

Vo vicsine pripadov funguju ABC transportéry ako pumpy pohanané ATP a

pozostavaji z dvoch hydrofobnych transmembranovych domén (TMD), ktoré tvoria
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pory preklenujice membranu, a dvoch cytosolickych domén, ktoré sa oznacuju ako
domény viazuce nukleotidy (NDB) (Kang et al., 2011). Tieto NDB domény obsahuju tri
vysoko konzervované motivy potrebné na vizbu a hydrolyzu nukleotidov: Walkerovo
miesto A a Walkerovo miesto B, ktoré sa nachadzaju v jadre kazety a podpisova
sekvenciu LSGGQ, ktoré lezi viac smerom k periférii kazety v helikdlnej subdoméne
(Moody et al., 2002). Zékladna jednotka ABC transportéra sa skladd zo Styroch domén,
dvoch NDB a dvoch TMD. Dve NDB sa viazu a hydrolyzuja ATP (¢im poskytuju
hnaciu silu pre transport), zatial' ¢o TMD sa podiel’aji na rozpoznavani a translokacii
substratu cez lipidova membranu (Vasiliou et al., 2009). Prokaryotické ABC
transportéry sa skladaji zo samostatnej proteinovej podjednotky (dve TMD a dve
NDB). Dve TMD a NDB mézu byt identické (homodimérne) alebo rdzne proteiny
(heterodimérne). Eukaryotické exportéry s obvykle zlozené bud zjedného
polypeptidového retazca obsahujuceho vsSetky domény alebo zdiméru dvoch

polypeptidov, z ktorych kazdy obsahuje TMD a NDB (Ter Beek et al., 2014).

Az na niekol’ko vynimiek musia ABC transportéry pumpovat’ substraty proti
chemickému gradientu, ¢o je proces, ktory si ako hybnt silu vyZaduje hydrolyzu ATP.
Za fyziologickych podmienok pracuju ABC transportéry jednym smerom (bud’
importom alebo exportom) (Wilkens, 2015). Transport je sprostredkovany striedavym
mechanizmom (Obr. 2), pohybom TMD uzatvarajucim substrat-viazucu dutinu na
jednej strane membrany a jej otvorenim na druhej strane membrany. Tento pohyb TMD
je spojeny s asociaciou a disociaciou NDB. Bez nukleotidu sut NDB oddelené alebo
otvorené, ale ked’ sa ATP naviaZze na obidve NDB, uzavrl sa a vytvoria pevny dimér s
dvoma aktivnymi miestami ATPazy na rozhrani. Spojovaci helix z TMD zapada do
drazky na NDB a privézuje kazdt TMD k jednému z NDB, takZe otvéranie/disocidcia a
zatvaranie/zdruzovanie NDB vedie k siasnému pohybu transmembranovych helixov.
Ked si NDB otvorené, dutina viazuca substrat tvorenda TMD smeruje dovnutra k
cytosolickym NDB. Ked’ si NDB viazané na ATP a uzavreté, dutina viazuca substrat
smeruje von. Cyklus vdzby, hydrolyzy a uvolfiovania produktu hydrolyzy ATP moéze

preto spdsobit’ vel'ké konformacéné zmeny (Procko et al., 2009).
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Obr. 2 Mechanizmus typického ABC transportéra. ATP zavislé uzavretie/dimerizdcia
cytosolickych NDB poskytuje silovy zdvih, ktory transformuje TMD z konformdcie

smerom dovnutra smerom Von.
Prevzaté z: Procko et al., 2009

3.1.2. Funkcia ABC liekovych efluxnych transportérov v mnohopocetnej
liekovej rezistencii

Rezistencia na chemoterapeutické lieciva je hlavnym problémom v liecbe rakoviny. Po

vystaveni cytotoxickym latkam pouzivanym pri lie¢be rakoviny sa v rakovinovych

bunkach cicavcov mdze vytvorit' fenotyp MDR (rezistencia voc¢i viacerym liekom).

Vytvorena rezistencia chrani bunky nielen pred lieCivom pouZivanym pri chemoterapii,

ale aj pred celym radom Strukturdlne a funkcne nestvisiacich toxickych latok. Je

zrejmé, Ze to vazne podkopava uspech d’alSich liekovych terapii (Lubelski et al., 2007).

Chemoterapeutické lieky bezne vstupuji do bunky cez plazmaticki membranu
pasivnou difuziou a Struktira tejto membrany je pravdepodobne pri¢inou zniZenej
akumuldacie lie¢iva v MDR. U pacientov s rakovinou, ktori nereagujii na chemoterapiu,
je MDR zvycajne sprostredkovanid nadmernou expresiou réznych ATP-dependentnych
efluxnych pump umiestnenych na cytoplazmatickej strane membrany, ¢o spdsobuje
zvyseny eflux lieCiva z rezistentnej bunky. V niekolkych stadidch vyuzivajucich Siroku
Skalu néadorovych bunkovych linii alieCiv bolo zistené, Ze bunecny transport
prostrednictvom ABC proteinovych transportérov je zahrnuty v penetracii lieiv cez

bune¢ni. membranu a intraceluldrnej akumulécii. Je zname, ze transportovat
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protinadorové lieciva je schopné 19 ¢lenov ABC transportérov, pricom transport veduci
k MDR aj za in vivo podmienok prebieha len u ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (Li et al.,
2012).

K preukdzaniu ucasti ABC transportéra na rezistencii na protirakovinové lieky a jej
prekonaniu musia byt splnené nasledujuce kritéria: (1) Rakovinové bunky musia
exprimovat’ transportér na hladinach, ktoré in vitro preukazali rezistenciu na dané lieky
alebo liegiva. (2) Uroveii expresie transportéra by mala predpovedat’ stupen lickovej
rezistencie. (3) V priebehu klinickej liecby by mal vyvoj rezistencie na lieky byt
paralelny so zvySenou expresiou transportéra. (4) Latky, ktoré inhibuji funkciu
transportérov, v pripadoch, ked’ je transportér exprimovany a je zndme, zZe posobia iné
mechanizmy rezistencie, by mali rezistenciu zvratit. (5) Pouzitie transportérovych

inhibitorov ako sucast’ chemoterapie by malo priniest’ vyhodu prezitia (Wu & Fu, 2018).

Rodina membranovych transportnych ABC proteinov zahfiia najznamejsie mediatory
rezistencie na protirakovinové lieky. Fenotyp MDR je spojeny so zvySenym odtokom
lieciva z buniek sprostredkovanym energeticky zavislym mechanizmom. Najmd MDR
pumpy ABCBI1, ABCC1 a ABCQG2 aktivne vytlacaji mnoho druhov lie€iv z
rakovinovych buniek, ¢o tymto bunkdm dédva odolnost’. VSeobecnejsie povedaneé, ABC
transportéry sa vyvinuli ako vyznamny detoxika¢ny mechanizmus a st schopné svojou
aktivitou poskytovat’ ochranu citlivym tkanivdm organizmu voci pdsobeniu xenobiotik
(Szakdcz et al., 2004, Tsuruo et al., 2003). Vo fyziologickych tkanivach je toto

vyhodou, v nadorovych bunkach naopak tento jav sposobuje komplikécie.

3.1.2.1. P-glykoprotein
P-glykoprotein (ABCB1; Obr. 3), kodovany génom MDRI, je membranovy ABC
transportér posobiaci ako efluxnd pumpa lieciv. Tento membranovy protein bol
spociatku charakterizovany ako nadmerne exprimovany v nadorovych bunkach, ktoré
vykazovali viacndsobne vyS§iu uroven rezistencie na Siroku Skalu Struktirne
nesuvisiacich protirakovinovych liekov (Jouan et al., 2016). Transportér P-glykoprotein
je exprimovany v €revach, pe€eni, oblickach a hematoencefalickej bariére a ovplyviiuje
biologickt dostupnost’, farmakokinetiku a nepriamo aj ucinnost’ liekov. Zabrafuje
hromadeniu toxickych latok a vystaveniu ich posobeniu tkanivam (Leonard et al., 2003,

Szewczyk et al., 2015).
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Obr. 3 Struktira ABCBI (MDRI) transportéra. ABCBI obsahuje 12
transmembranovych helixov a dve NDB domény.

Prevzaté z: Scotto, 2003

ABCBI je schopny viazat’ a vytlatovat’ z buniek mnoZstvo chemicky, Struktirne a
farmaceuticky odliSnych zlafenin (Tab. 1), vratane lie¢iv pouzivanych ako
protirakovinové chemoterapeutikd, imunosupresiva, pri liecbe infekcie, alergie,
hypertenzie a arytmie; viac ako tisic zlucenin bolo opisanych ako substraity ABCBI

(Genovese et al., 2017).

Expresia P-glykoproteinu je vyznamne zvySend v nadoroch rezistentnych na lieky a
odcCerpava rozne protirakovinoveé lieky, ako su antracykliny, alkaloidy z rodu Vinca,
epipodofylotoxiny a taxany a d’alSie lieky vratane digoxinu, inhibitorov HIV proteéz,
statinov a xenobiotik. Expresia P-glykoproteinu v rakovinovych bunkach teda udel'uje
MDR k tymto protirakovinovym liekom (Katayama et al., 2014). Mnoho S§tudii
preukazalo vysoku expresiu ABCBI1 v nadoroch hrubého Creva, obliciek, vaje¢nikov,
nadoblic¢iek a v hepatocelularnych nadoroch. TaktieZ pri akatnej myologénnej leukémii,
rakovine prsnika, alebo osteosarkome sa zistila priama stvislost medzi hladinami
expresie ABCBI, rezistenciou na lieky a zlou prognézou (Genovese et al., 2017,

Leonard et al., 2003).
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Protirakovinové lie¢iva
Doxorubicin
Daunorubicin
Vinblastin
Vinkristin
Aktinomycin D
Paklitaxel
Teniposid
Etoposid

Imunosupresivne lie¢iva
Cyklosporin A
FK506

Lieciva znizujtice hladinu lipidov
Lovastatin

Antihistaminové lieciva
Terfenadin

Steroidy
Aldosteron
Hydrokortizon
Kortizol
Kortikosteron
Dexametazon

Inhibitory HIV proteazy
Amprenavir
Indinavir
Nelfinavir
Ritonavir
Saquinavir

Kardiélne lieciva
Digoxin
Quinidin

Antiemetické lieciva
Ondasetron

Antidiaroické lieciva
Loperamid

Lieciva proti zachvate dny
Kolchicin

Antibiotika
Erytromycin

Antituberkulotické lieciva
Rifampin

Fluorescencné latky
Rhodamin-123

Tab. 1 Vybrany zoznam lieciv a latok, ktoré su extrudované ABCBI.

Prevzaté z: Lugmani, 2005

Inhibicia transportu ABCBI1 je jednou z najStudovanejSich klinickych stratégii

posobiacich proti MDR s cielom interferovat’ s chemoterapeutickym efluxom lieciv,

¢im sa zvySuje ich akumuladcia a tym aj cytotoxicky UCinok na rakovinové bunky

(Genovese et al., 2017).

3.1.2.2. Multidrug resistance-associated protein 1

Multidrug resistance-associated protein 1 (ABCC1) (Obr. 4) bol klonovany z bunkove;j

linie T'udského pltcneho karcindbmu v roku 1992. Na amino konci mé umiestenych

d’al§ich pat transmembranovych segmentov, ktoré su pripojené k jadru podobnému

ABCBI linkerovou oblast'ou (Leonard et al., 2003).
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MRP1

Obr. 4 Struktiira ABCCI (MRPI) transportéra. ABCCI je podobny ABCBI, ale
obsahuje dalsich pdt transmembranovych helixov na N-konci.

Prevzaté z: Scotto, 2003

ABCCI je exprimovany vo vicSine tkaniv v tele s relativne vysokymi hladinami v
plucach, semennikoch, oblickach, kostrovom svalstve a periférnych krvnych
mononukledrnych bunkéch, zatial’ o relativne nizke hladiny sa nachadzaji v peceni. Vo
vacsine tkaniv (s moznou vynimkou mozgovych endotelovych buniek) je ABCCI1
lokalizovany na bazolateralny bunkovy povrch, ¢o v urcitych tkanivach vedie k odtoku

jeho substratov do krvi (Leslie et al., 2005).

Tento transportér moze transportovat’ velké spektrum substratov od protirakovinovych
lickov po fluorescenéné farbiva. Sirokd 8kala protirakovinovych liekov vratane
antracyklinov, epipodofylotoxinov, Vinca alkaloidov, kamptotecinov, metotrexatu a
mitoxantronu st znamymi substratmi ABCC1, a preto nadmerna expresia ABCC1 vedie

pri chemoterapii k rezistencii (Yin & Zhang, 2011).

ABCCI1 tieZ nepriamo ovplyviiuje Gc¢innost’ (a toxicitu) liekov pouzivanych na liecbu
nezhubnych chordb a na transport antibiotik, opiatov, antivirusovych latok, citalopramu

¢i statinov (Cole, 2014).

3.1.2.3. Breast cancer resistance protein
Pred dvoma desatrociami bol transportér breast cancer resistance protein (ABCG2)
(Obr. 5) objaveny v rakovinovych bunkach rezistentnych na lieky a v I'udskej placente.
ABCG?2 je atypicky, takzvany polovicny transportér. Biochemické dokazy naznacuju,
ze tento polovicny transportér vytvara homodimér alebo pripadne homotetramér, aby

zabezpecil eflux lieCiv a inych latok z bunky (Leslie et al., 2005, Toyoda et al., 2019).
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Obr. 5 Struktiora ABCG2 (BCRP) transportéra. ABCG2 je ,, polotransportér s jednou
NDB umiestnenou na N-konci.

Prevzaté z: Scotto, 2003

Nadmerna expresia ABCG2 mdze spdsobit’, Zze rakovinové bunky su rezistentné voci
chemoterapeutickym latkam, ako substritom ABCG2, medzi ktoré patri mitoxantron,
doxorubicin, daunorubicin, SN-38 a niekol'ko TKIs (Toyoda et al., 2019). Tato
overexpresia bola zaznamend najmd pri akltnej a chronickej forme myeloidnej
leukémie, ale aj v mnohych solidnych naddoroch. Korelacia medzi expresiou ABCG2 a
klinickymi vysledkami sa primarne hodnotila u rakoviny prsnika a nemalobune¢ného

karcinomu pl'ac (Mao & Unadkat, 2015).

Substraty ABCG2 zahfnaju Sirokt Skalu chemoterapeutik, ako je mitoxantron, derivaty
kamptotecinu, flavopiridol a metotrexat. Je pozoruhodné, Ze niekolko TKIs, ako
napriklad imatinib, gefitinib a nilotinib, st substratmi ABCG2. Substraty ABCG2 su
tiez rozne fotosenzibilizatory vratane feoforbidu A, protoporfyrinu IX a pribuznych
zlucCenin, ¢o naznaCuje, ze ABCG2 je moznou pri¢inou bunkovej rezistencie na

fotodynamicku terapiu (Mao & Unadkat, 2015).

Bolo identifikované velké mnoZstvo inhibitorov ABCG2 s roznymi chemickymi
Struktirami. Mnohé ABCBI inhibitory st taktieZz potentnymi inhibitormi ABCG?2.
TKIs, ako je imatinib, nilotinib a apatinib, a inhibitory inych kinaz, ako je inhibitor
serin/treoninovej Polo-like kindzy 1 BI2536, st tiez silnymi dualnymi inhibitormi
ABCB1/ABCG2. Prvym uvedenym inhibitorom Specifickym pre ABCG2 bol
fumitremorgin C (FTC), mykotoxin produkovany Aspergillus fumigatus. Kol43 bol

identifikovany ako vysoko ucinny inhibitor ABCG2 in vivo, pretoze bol menej
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neurotoxicky ako nativny FTC a nebol zjavne toxicky pre mysi. FTC a Kol43 sa
povazuju za ATP-kompetitivne inhibitory, pretoze inhibuju ATPazovu aktivitu ABCG2.
Dal§imi inhibitormi st ABCG2 substraty, ktoré mozu pdsobit ako kompetitivne

inhibitory (Mao & Unadkat, 2015, Toyoda et al., 2019).

3.2. Malé molekuly v cielenej protinadorovej liecbe
Napriek vyznamnému pokroku v medicine zostdva vi¢Sina nadorov nevylieciteInych a
rakovina je druhou hlavnou pri¢inou smrti na celom svete. Suc¢asné chemoterapeutické
stratégie maju vyznamné obmedzenia a existuje velky zdujem o hladanie novych
terapii, ktoré st schopné Specifického zamerania na rakovinové bunky (Dalle Vedove et
al., 2018). Koncom 19. storocia bakteriolég Paul Ehrlich vytvoril koncept ,,magickej
gulky“, konkrétne syntetizovaného lieku, ktory by sa zameral na konkrétny
mikroorganizmus bez poskodenia inych buniek v organizme. V stcasnej dobe tento
koncept vyustil do vyvoja celej skdly vykonnych molekuldrnych terapeutik. Klinicky
uspech podavania cielenych liekov zavisi najmi na konkrétnom cieli a ceste podania.
Pri liecbe rakoviny bolo objavenych mnozstvo cielovych funkcii, ako napriklad
protilatky rozpoznéavajice nadorovy antigén, ligandy pre receptory, atd’. (Tan et al.,
2017). Cielené latky, ktoré inhibuju Specifické molekuly zapojené do rastu nadorovych
buniek, st z farmakologického pohladu klasifikované podla miesta ucCinku a
mechanizmu UCinku (Sekine & Takiguchi, 2013). Vzhladom na to, Ze cielené
nizkomolekulérne latky maju tendenciu mat’ cytostaticky mechanizmus pdsobenia a
vykazuju skor anti-rastové a anti-metastatické ucinky, nez cytotoxické, nasli Siroké

pouzitie ako paliativna lieba pri pokrocilych chorobach (McFarlane et al., 2020).

Hlavnym cielom nizkomolekularnych cielenych protinadorovych lie¢iv st receptorove
tyrozinkindzy. Tyrozinkindzy s rodinou enzymov, ktoré pomocou ATP katalyzuju
fosforylaciu vybranych tyrozinovych zvyskov v cielovych proteinoch. Tato kovalentna
posttransla¢na modifikacia je kl'icovou sucastou normalnej bunkovej komunikacie a
udrziavania homeostazy. St délezitymi medidtormi signalnej kaskady a urcuji kl'acové
ulohy v roznych biologickych procesoch, ako je rast, diferenciicia, metabolizmus a
apoptéza v reakcii na vonkajSie a vnutorné podnety (Paul & Mukhopadhyay, 2012).
RozliSujeme dva druhy tyrozinkinaz, kde prvl skupinu tvoria receptorové tyrozinkinazy
(RTKSs), ktoré prendsaju reakciu po naviazani ligandu. St to transmembranové proteiny
(napr. EGFR, PDGFR..), ktoré prechadzaju biologickou membranou a maji

extracelularnu doménu (ektodomény), na ktord sa moézu viazat' ligandy. Druhou
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skupinou su nereceptorové tyrozinkindzy (napr. SRC, ABL, FAK..), ktoré su

umiestnené v cytosole (Metibemu et al., 2019).

Proteiny obsahujuce tyrozinkindzova aktivitu hraji dolezita ulohu v rakovinnej
signalizacii (Lipsick, 2019). V normalnych bunkach je aktivita RTKs prisne regulovana,
ale dysregulacia alebo konstitutivna aktivacia RTKs boli zistené u Sirokého spektra
druhov rakoviny (Takeuchi et al., 2011). Konstitutivna onkogénna aktivacia v
rakovinovych bunkach moze byt blokovana selektivnymi inhibitormi tyrozinkinaz.
(Paul & Mukhopadhyay, 2012), kde zaradujeme syntetické nizkomolekularne latky

a monoklonalne protilatky.

Z hladiska vzt'ahu medzi TKIs a ABC transportérmi je zname to, ze mnoho TKIs ma
vlastnosti substratu pri nizkej koncentracii, zatial’ o pri vysokej koncentracii pdsobia
ako inhibitory ABC transportérov. Aj ked’ maji TKIs vysSiu selektivitu a miernejSiu
toxicitu v porovnani s konvenénymi chemoterapeutikami, vyskyt rezistencie na TKIs
bol rozsiahlo zaznamenany. Imatinib bol prvym TKI, uktorého bola popisana

rezistencia sprostredkovana ABC transportérom v roku 2000 (Wu & Fu, 2018).

Vieme, ze tyrozinkinazovy inhibitor vykondva svoju protirakovinovu funkciu
blokovanim ATP-vdzbového miesta RTK a naslednou inhibiciou signalnej drahy po
smere bunkovej proliferacie a diferenciacie. Zhodou okolnosti maji ABC transportéry
dve NDB domény, ktoré moézu sluzit ako vrecka viazuce ATP. VzruSujucim a
naronym predpokladom je, ze by TKIs fungovali ako chemosenzibilizatory
v multirezistentnych bunkach konjugiaciou s ATP vdzbovym miestom a inhibiciou
funkcie ABC transportéra pri efluxe protirakovinového lie€iva z multirezistentnych
buniek (Obr. 6). V sucasnosti prebieha vel'ké mnozstvo $tadii zameranych na interakciu
TKIs a ABC transportéra, vratane experimentov in vitro, in vivo a ex-vivo (Wu & Fu

2018).

21



extracellular

intracellular

o

ij Tyrosine kinase §| ABC transporter B ATP binding site Drugs TKI

Obr. 6 TKIs inhibuju ABC transportér. Oba, aj TKIs aj ABC transportér, obsahuju

ATP vizbové miesto. TKIs sa pripdjaju k ATP vdzbovému miestu ABC transportéra

a inhibuju  jeho  funkciu

rakovinovych buniek.

Prevzaté z: Wu & Lu, 2018

efluxu protirakovinovych lieciv  z multirezistentnych

V stcasnosti sa liecba naddorovych ochoreni stale posuva na vysSSiu urovenl a pocet

novych terapeutik s rdznym mechanizmom ucinku sa zvysuje. Nové klinicky vyuzivané

farmakoterapeutické postupy st zhrnuté v Tab. 2.

SKUPINA MECHANIZMUS UCINKU PRVY
ZASTUPCA
V PRAXI

monoklonélne 1) blokada extracelularneho onkogenného rituximab

protilatky (Mahmuda receptoru (napr. VEGF) — inhibicia

etal., 2017) proliferacie, neovaskulogenézi,

2)

metastdzovania a inych dejov riadenych
receptorem + komplementom alebo
leukocytmi sprostredkovana cytotoxicka
reakcia

vizba na  S$pecificky CD  znak
leukemickych/lymfomovych/myelémovyc
h buniek (CD3, CD19, CD20, CD30,
CD38, CD52, CD319...) — indukcia
apoptozy, komplementom alebo
leukocytmi sprostredkovana cytotoxicka
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reakcia

inhibitory imunitnych blokada imunitnych kontrolnych bodov CTLA-  ipilimumab
kontrolnych  bodov 4, PD-1, PD-L1 — obnova ,zviditeI'nenia“
(di et al., 2020) nadorovych buniek pre T-bunky
inhibitory inhibicia onkogénnych proteinkindz (napr. imatinib
proteinkindz (Fabbro VEGF, MET, BRAF, ALK, CDK...) —
etal., 2015) inhibicia  proliferacie, = neovaskulogenézi,
metastdzovania, podpora diferenciacie
a apoptozy
PARP inhibitory akumulacia dvojvlaknovych zlomov behom olaparib
(Patel et al., 2020) replikacie —  selektivny replikacny stres
v bunkach s mutidciou DNA reparaénych génov
BRCAI, BRCA2, PALB?2
modulatory inhibicia antiapoptotickych proteinov (BCL-2, venetoclax
apoptotickych  drdh v klinickom sktsani su latky cieliace na protein
(Cang et al., 2015) IAP) alebo agonizmus ,,death receptorov® (v
klinickom skuSani ciel TRAIL) — indukcia
apoptozy
inhibitory drah inhibicia Smo a GLI1/2 (druhy menovany ciel  vismodegib
Hedgehog, Wnt v klinickom skiiSani) — elimindcia prirodzenej
aNotch (Rahman et chemorezistentnej  populacie  nadorovych
al., 2018) kmenovych buniek
inhibitory inhibice mutovanej formy IDH1 nebo IDH2 — enasidenib
izocitratdehydrogenaz inhibicia tvorby R-enantioméru 2-
(Waitkus et al., 2018) hydroxyglutarditu — obnovenie aktivity DNA
demetyldz a histon demetyldz — obnovenie
expresie nadorovych supresorovych génov
a diferenciacie
selektivne inhibitory inhibicia exportinu 1 (XPO1l) — blokada selinexor

nukledrneho exportu
(Green et al., 2015)

nukledrneho exportu tumor
rastovych faktorov a

supresorovych
mRNA
onkogénov — zastava bunec¢ného cyklu a
indukcia apoptozy

proteinov,

Tab. 2 Suhrn novych
rakoviny.

klinicky vyuzivanych farmakoterapeutickych postupov v liecbe
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3.2.1. Enasidenib
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Obr. 7 Struktiira enasidenibu
Prevzaté z: Liet al., 2018

Enasidenib mesylat (AG-221, Idhifa®) (Obr. 7) je prvym oralnym selektivnym
inhibitorom proteinov mutantnej izocitrat dehydrogendzy-2 (IDH2). USA Food and
Drug Administration (FDA) ho schvalila v roku 2017 na lieCbu dospelych pacientov
s mutantnou IDH2 refraktérnou/relapsujucov aktitnou myeloidnou leukémiou (Fathi et

al., 2018).

AML je spojend s opakujicimi sa chromozomalnymi abnormalitami a somatickymi
mutaciami. Mutécie v génoch izocitrat dehydrogenazy 2 (IDH2) na aktivnych miestach
argininovych zvyskov v kodonoch R140 a R172 patria medzi najcastejSie mutacie v
AML. Mutacie IDH2 sa vyskytuja u ~ 12—15 % pacientov s AML, s vys§Sou frekvenciou
u starSich pacientov (Pollyea et al., 2019). Enzymy IDH2 katalyzuju v mitochondriach
premenu izocitratu na a-ketoglutarat (aKG). Mutacie v konzervovanych enzymatickych
aktivnych miestach, R140 a R172, produkuji neomorfntu aktivitu znizujucu premenu
aKG na R-2-hydroxyglutarat (R-2-HG). V predklinickych modeloch zvySené hladiny R-
2-HG kompetitivne inhibuju aKG dependentné enzymy, ¢o vedie k hypermetylacii
histonu a DNA, modifikacidam chromatinu a zmenenym hypoxickym reakcidm. Vysoké
koncentracie R-2-HG su spojené so zastavenim diferencidcie hematopoetickych buniek
in vivo, hladiny 14 a R-2-HG st podstatne zvySené v sére pacientov s malignitami

mutantného IDH2 (Golub et al., 2019, Stein et al., 2017).
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V predklinickych a klinickych S$tadiach sa preukazalo, ze enasidenib znizuje
intracelularny 2-HG na normdlne hladiny a indukuje diferencidciu nezrelych
myeloidnych prekurzorov a progenitorovych buniek mutantného IDH2 u

odpovedajucich pacientov (Pollyea et al., 2019).

3.2.2. Sonidegib
Sonidegib (Obr. 8), predavany ako Odomzo® spolo¢nostou Novartis, bol schvaleny
FDA v juli 2015 ako 200 mg peroralna tableta na liecbu rekurentného pokrocilého
bazolateralneho karcinomu (aBCC) alebo aBCC u pacientov, ktori nie si vhodni na
chirurgicky zékrok alebo radioterapiu (Jain et al., 2017). V auguste 2015 ho pre
rovnaké indikacie schvalila aj Eurdopska liekova agentara (Villani et al., 2020).

F.CO

% }
SEQvAs

Obr. 8 Struktira sonidegibu

Prevzaté z: Jain et al., 2017

Hedgehog signdlna draha hra dolezitu ulohu v embryonalnom vyvoji a homeostaze
mnohych organov. Zmeny v zlozkach tejto drahy boli spojené s vyvojom ludskych
malignit, najmi bazoceluldrneho karcindmu, kde su na liecbu schvalené inhibitory
Hedgehog drahy, ako st Smo (Smoothened receptor) antagonisti sonidegib (LDE-225)
a vismodegib (Ross et al., 2017).

Utinkuju tak, Ze sa viazu na transmembranovy protein Smo a inhibuji jeho aktivitu, o
vedie k uplnej supresii GLI (onkogén spojeny s gliomom) a regresii nadoru (Villani et

al., 2020).

Sonidegib bol schvéaleny na liecbu aBCC po preukazani jeho ucinnosti v klinickych
sktiskach BOLT fazy II (vysledky BCC s liebou LDE225). Stiidia BOLT zahfiiala
udaje o dlhodobom sledovani pacientov liecenych sonidegibom. ISlo o multicentricku,

randomizovanu, dvojito zaslepenu $tadiu, v ktorej pacienti uzivali bud’ 200 alebo 800
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mg sonidegibu denne. Viac ako 50 % pacientov zaznamenalo objektivne odpovede s
davkou 200 mg, zatial ¢o odpoved s davkou 800 mg bola niz§ia. 200 mg davka
sonidegibu sa mdze pouzit' na dosiahnutie klinickej u¢innosti a zabranenie moznym

neziaducim udalostiam spojenym s toxicitou lieku (Jain et al., 2017).

V stcasnosti je zna¢ny zaujem posunut’ sonidegib smerom k aplikacii pri liecbe inych
druhov rakoviny, karcindému obliciek, rakoviny plic, myeloidnej leukémie, rakoviny

pankreasu, meduloblastomu, rakoviny vajecnikov a lymfomu.

3.2.3. Carfilzomib

e ﬁx

Obr. 9 Struktira carfilzomibu

Prevzaté z: Jain et al., 2011

Carfilzomib inhibuje poOsobenie bunkového proteazomu (Obr. 10), velkého
multikatalytického enzymatického komplexu, ktory je zodpovedny za spravnu funkciu
buneénych proteinov. Blokdda tohto bunkového strojového zariadenia nartiSa
homeostazu bunkovych bielkovin, o mdze viest’ k apoptdze (Muchtar et al., 2016).
Inhibicia proteazému je v lie€be mnohopocetného myelomu vysoko ucinna. Pred
takmer 15 rokmi schvalila FDA prvy PI, bortezomib. Carfilzomib (Obr. 9) je PI novej
generacie, ktory sa na rozdiel od reverzibilnej vizby bortezomibu viaze ireverzibilne a
selektivne na svoj ciel, proteazom 20S podobny chymotrypsinu. V roku 2012 FDA
schvalila carfilzomib na lieCbu pacientov, ktori podstipili najmenej dve predchédzajice
lie€by vratane bortezomibu a imunomodula¢ného ¢inidla a u ktorych sa preukazala

progresia ochorenia do 60 dni od ukoncenia poslednej liecby (Groen et al., 2019).
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Obr. 10 Mechamizmus inhibicie proteazomu carfilzomibom. Carfilzomib selektivne
inhibuje 5 podjednotku proteazomu (c20S) a LMP7 imunoproteazomu (i20S). Inhibicia
vSetkych podjednotiek proteazomu vedie k cytotoxickym ucinkom v hematologickych
nadorovych bunkach. Pri selektivnej inhibicii f5 a LMP7 je viditelny protinadorovy
ucinok, aj ked's minimalnou toxicitou v netransformovanych bunkach.

Prevzaté z: Groen el al., 2019

Na zaklade vysledkov z fazy II Studie PX171-003-A1 bol carfilzomib pdvodne
schvaleny ako monoterapia pre pacientov s relabujucim alebo refraktérnym myelomom,
ktori dostavali najmenej dve predchddzajiice linie lieCby (vratane bortezomibu a
imunomodula¢ného ¢inidla) a mali progresivne ochorenie < 60 dni od poslednej terapie.
V roku 2015 sa indikdcia pouZivania carfilzomibu rozsirila o kombinaciu s
lenalidomidom a dexametazénom u pacientov s relabujiicim myeldmom, ktori dostavali
1-3 predchadzajuce liecebné linie. Toto rozSirené schvélenie bolo zalozené na
vysledkoch Stadie fazy III ASPIRE, ktora porovnavala reZzim liecby carfilzomibom,
lenalidomidom a dexametazonom (skupina s carfilzomibom) s lenalidomidom a

dexametazonom (kontrolna skupina) (Dimopoulos et al., 2017).

3.2.4. Encorafenib
Encorafenib (Obr. 11) je selektivny ATP-kompetitivny inhibitor BRAF kindzy cieliaci
na mutaciu BRAFV600. Patri medzi druht najnovSiu generdciu BRAF inhibitorov

a nedavno bol schvaleny pre lie¢bu pokrocilého melanomu (Sun et al., 2018).
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Obr. 11 Struktiira encorafenibu

Prevzaté z: Dornan et al., 2020

Za poslednych par rokov sa liecba pacientov s pokro¢ilym melanomom s mutaciami
BRAF radikdlne zmenila, a to nielen z hl'adiska novych terapeutickych moznosti, ale aj

z hladiska poctu dostupnych liekov (Kozak & Rutkowski, 2019).

Encorafenib je vyvinuty s farmakologickymi vlastnostami zameranymi na zlepSenie
ucinnosti a znaSanlivosti oproti inym schvalenym inhibitorom BRAF. Predklinické
Stidie preukéazali zvySenu U€innost’ proti mutdciam a krat$i polCas v sére, o modze
oddialit’ rezistenciu a prejavit’ sa zvySenou toleranciou. NajvyznamnejSim rozdielom
medzi encorafenibom a ostatnymi inhibitormi BRAF druhej generécie je jeho zvyseny
polcas disociacie 30 hodin v porovnani s dabrafenibom (2 hodiny) a vemurafenibom
(0,5 hodiny). To znamend, Ze encorafenib si udrzi svoj inhibi¢ny G¢inok dlhsie ako iné
inhibitory BRAF s kratSou rychlostou eliminacie, ¢o povedie k znizeniu neZiaducich

G¢inkov a prediZzenej inhibicii (Sun et al., 2018, van Geel et al., 2017).

Na zédklade zlepSené¢ho celkového prezivania a profilu tolerancie v porovnani s
monoterapiou inhibitorom BRAF je v sucasnosti Standardnou liecbou kombinovana
liecba inhibitorom BRAF/MEK v pripade BRAFV600 mutacie (Ascierto et al., 2020).
Vyuzivana je kombindacia encorafenib a binimetinib. Binimetinib je selektivny inhibitor
kindz MEK1 a MEK2, ktoré su zlozkami signalnej drahy MAPK. Aktivita kombindcie
encorafenibu s binimetinibom u pacientov s metastatickym BRAF-mutantnym

melandmom bola hodnotena po prvykrat v stadii fazy Ib/Il (Kozak & Rutkowski, 2019).
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4. CIEL PRACE

Cielom tejto prace bolo preskimat’ inhibi¢ny potencial Styroch vybranych
nizkomolekuldrnych latok (carfilzomib, encorafenib, enasidenib, sonidegib) vo vztahu
k ABC efluxnym transportérom (ABCB1, ABCG2 a ABCCl) v MDCKII bunkéach
avprimarnych  kultirach plicneho nemalobunecného karcindbmu pomocou

akumula¢nych Studii s kinetickou a flow-cytometrickou detekciou.
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S.

EXPERIMENTALNA CAST

5.1. Materialy a metody

5.1.1. Chemikalie

Calcein AM, Thermo Fischer Scientific (Waltham, MA, USA)

Carfilzomib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

Daunorubicin (DAU), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich, MO, USA)
Enasidenib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

Encorafenib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

Fetalne bovinné sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakusko)
Fosfatovy pufer (PBS), Lonza (Walkerswille, MD, USA)

Hoechst 33342, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Ko143, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

LY335979, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

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

MKJ571, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Opti-MEM®, Lonza (Walkerswille, MD, USA)

Sonidegib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

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

5.1.2. Pristroje

Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Taliansko)

Laboratorne vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)

Prietokovy cytometer SONY Spectral cell analyzer SA3800 (San Chose, CA,
USA)

Inkubator, SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
Tecan microplate reader, Tecan Infinite M200 Pro (Salzburg, Rakusko)
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5.1.3. Bunkové linie
V roku 1958 péani S.H. Madin a N.B. Darby prvykrat izolovali bunkovu liniu MDCK
(Madin-Darby canine kidney) z oblickovych buniek samicky kokrSpaniela. Tieto bunky
boli vyuzivané pre Stadium infekcii a neskor pre Stadium vyvoja a funkcii epitelu.
Bunkova linia MDCK totizto poskytuje neocenitelny ndstroj pre pochopenie polarity,

vyvoja a organizécie epitelidlnych buniek (Dukes et al., 2011).

My sme pre nasu pracu vyuzivali subtyp MDCKII ziskany z vyssich parentnych pasazi.
Okrem parentnych buniek boli vyuzité aj bunky transdukované l'udskymi efluxnymi

liekovymi transportérmi (MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2, MDCKII-ABCC1).

5.1.4. PasaZovanie
Pasazovanie buniek je bezny postup, pri ktorom sa ¢ast’ buniek z danej kultary oddeli,
prenesie do nové kultivacnej flaSe za sucasného pridania nového média, ¢im sa
zabezpeci ich nasledny rast. Pasdzovanie prebichalo vzdy v pondelok a Stvrtok za
sterilnych podmienok v lamindrnom boxe, ktory zabezpecoval uspesny priebeh celého
procesu. Bunkové linie MDCKII boli kultivované v médiu DMEM s pridavkom 10 %
FBS za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO2). Pred pasaZovanim sa vo vodnej
lazni zohriali PBS, trypsin a médium na teplotu 37 °C. Medzitym sa mikroskopicky
skontrolovalo ¢i bunky na dne kultiva¢nej fI'ase dosiahli poZadovant konfluenciu 70-90
%. Najprv sa z fTaSe odstranilo staré médium a bunky sa premyli pridanim 5 ml PBS
pufru. Dalej sa pridal 1 ml trypsinu a bunky sa umiestnili spit’ do inkubatora na ¢as
dostatoény k oddeleniu buniek od dna kultivaénej flase. Uginok trypsinu sa deaktivoval
pridanim 4 ml nového média a bunky sa nésledne prudko resuspendovali. Podla
vychodiskovej konfluencie sa potrebné mnoZstvo takto ziskanej suspenzie pridalo k 7

ml média do novej kultivacnej fl'aSe a nechali sa inkubovat’.

5.1.5. Akumulaéné  Stadie s necytotoxickymi  substratmi  ABC
transportérov

Hlavnym principom akumulaénych S$tadii je sledovanie intenzity fluorescencie

Specifickych substratov, v naSom pripade Hoechst 33342 a Calcein AM. Pri pouziti

fluorescenéného substratu odréza intenzita flurescencie aktivitu ABC transportéru.

Znizena akumulacia lie€iva v bunkéch s overexpresiou ATP transportérov je vysledkom

zvysene] rychlosti odtoku liec¢iva. Pridanim inhibitorov ABC liekovych efluxnych

transportérov dochadza k zablokovaniu efluxu substratov z intracelularneho prostredia
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bunky, ¢im sa zvySuje nielen koncentracia substratu v bunke ale aj jeho fluorescencia,
ktoru je nasledne mozné zmerat. Hoechst 33342 je fluorescenéné farbivo, ktoré je
Siroko vyuzivané pre svoju vlastnost’ vykazovat’ zvySenu fluorescenciu po naviazani na
DNA. Vykazuje nizku toxicitu a mutagenitu pri pouziti v koncentracii 10 uM, co
z neho robi idealnu fluorescencnu sondu na meranie bunkovej akumulécie (Richmond et
al., 2013). Pouzili sme ho k detekcii inhibicie efluxného transportéra ABCBI
a ABCG2. Calcein AM (calcein-acetoxymethyl ester) je taktiez flurescenénym
farbivom pouzivanym najmai k stanoveniu zZivotaschopnosti eukaryotickych buniek. My

sme ho vyuzili k detekcii inhibicie efluxného transportéra ABCCI.

MDCKII-par, MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCC1 bunky
v DMEM médiu boli nasadené na 96-jamkovu dosti¢ku v poéte 100 000/jamka/100 pl.
Nésledne boli inkubované v inkubatore za Standarnych podmienok (37 °C, 5 % CO»)
minimélne 24 hod do plnej konfuencie (100 %). Kontrola prebiehala mikroskopicky. Z
takto pripravenych buniek sa odsalo staré médium a bunky sa dvakrat oplachli 100 pl
PBS (37 °C) pouzitim multikanalovej pipety. Dalej sa do uréitych jamiek pridalo 90 ul
Opti-MEM ato bud s pridanymi modelovymi inhibitormi 1 puM LY335979 (pre
ABCBI1), 1 uM Ko143 (pre ABCG2), 25 uM MKS571 (pre ABCC1) alebo so skuSanymi
potenciondlnymi inhibitormi (carfilzomib, enasidenib, encorafenib a sonidegib), ktoré
boli pridavané v pit'stupiovom koncentratnom rozmadzi 1, 5, 10, 25, 50 uM. Okrem
toho bolo do urcitych jamiek pridavané len samotné Opti-MEM (90 ul) ako kontrola
alebo (100 pl) ako background. Po naslednej 15 minttovej inkubécii (37 °C) boli
pridané modelové substraty, teda 5 uM Hoechst 33342 pre ABCB1 a ABCG2 bunky
alebo 2 uM Calcein AM pre ABCC1 bunky. Tieto substraty boli pridavané tesne pred
meranim v mnozstve 10 pl ato ¢o najrychlejSie za pomoci automatickej opakovacej
pipety. Substraty sa pridavali do vSetkych jamiek s vynimkou backgrounda. Thned’ bola
merana flurescencia (Hoechst 33342 - ex: 350 nm, em: 465 nm; Calcein AM - ex: 485
nm, em: 535 nm) v jednominutovych intervaloch po dobu 60 min. Pre vyhodnotenie

boli vyuzité hodnoty fluorescencie z intervalu 30 min.

5.1.6. Akumulacné Studie s cytotoxickymi substratmi ABC transportérov
Pri tejto metdde boli pouZité iné cytotoxické substraty, a to daunorubicin (Specificky
substrat pre MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCCI) a mitoxantrén (Specificky substrat
pre MDCKII-ABCG?2). Akumulaciu tychto substratov sme detekovali prostrednictvom

prietokovej cytometrie, Co je proces ktory spociva vo vlozeni vzorky - v naSom pripade
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suspenzie buniek do cytometra, kde vzorka vel'mi uzkym a rychlym prietokom preteka
cez laserovy lu¢. Rozptylené svetlo uruje charakteristiky buniek a ich komponentov.

Zozbierané data st nasledne analyzované v pocitaci pomocou softvéru.

MDCKII-par, MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCC1 bunky boli
nasaden¢ v DMEM médiu na 12-jamkova dosticku v pocte 250 000/jamka/1,5 ml
a nasledne inkubované (37 °C, 5 % CO3) dokial' konfluencia buniek nedosiahla 70-80
%. Po premyti predhriatym PBS (37 °C, 500 pl) boli do jednotlivych jamiek pridané
znova bud’ modelové inhibitory 1 uM LY335979 (pre ABCB1), 1 uM Kol43 (pre
ABCG2), 25 uM MKS571 (pre ABCC1) alebo skasané potenciondlne inhibitory
(carfilzomib, enasidenib, encorafenib a sonidegib) v pét'stupiiovej koncentracnej skale
1,5, 10, 25, 50 uM pre enasidenib a encorafenib a 1; 2,5; 5; 10; 20 uM pre carfilzomib
a sonidegib. NizSie koncentracie carfilzomibu a sonidegibu boli pouzivané kvoli ich
obtiaznej rozpustnosti. Taktiez bolo pridané 500 pl Opti-MEM bez inhibitorov ako
kontrola a background. Nasledovala 10 minutova preinkubacia. Po nej bolo do
jednotlivych jamiek (okrem background) pridané 4 pl daunorubicinu DAU (substrat pre
ABCBI1 a ABCCl/finalna koncentracia 2 uM) alebo 5 ul mitoxantronu MTX (substrat
pre ABCG2/finalna koncentracia 1 uM). Bunky sa nechali inkubovat’ 45 min (37 °C, 5
% CO»).

Po inkubécii boli bunky umiestené na 'adovil dosku, kde museli zotrvat’ az do chvile
kedy boli prenesené¢ do skimaviek. Z jamiek bolo odstranené médium s pridanymi
latkami, bunky boli premyté l'adovym PBS (2 x 500 ul) a nasledne bolo pridané 50 pl
ladového trypsinu bez fenolovej Cervene. Po Uplnej trypsinizacii boli bunky prudko
resuspendované pridanim 450 pl PBS s pridavkom 2 % FBS. Takto pripravené vzorky
boli prenesené do skimaviek a okamzite bola zmerand fluorescencia pomocou
prietokového cytometra (DAU - ex: 488 nm, em: 585 nm; MTX - ex: 640 nm, em: 675

nm).

5.1.7. Akumulaéné Studie s cytotoxickymi substratmi ABC transportérov

v primarnych kultirach pl'icneho nemalobune¢ného karcinému
Biopsie nadorov boli darované Kardiochirurgickou klinikou Fakultnej nemocnice
v Hradci Kralové. Primarne nadorové bunky izoloval a vyselektoval Ph.D. Student Mgr.
Dimitrios Vagiannis na zéklade vopred stanovenej metody. Pomocou Western blotting

metddy boli ndjdené bunky s r6znou tiroviiou expresic ABCB1 a ABCG2 transportérov.
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Na experiment boli pouzité primarne bunky do 4. pasaze. Stidie prebichali podla

postupu popisaného v sekci 5.1.6.

5.1.8. Statisticka analyza
Statisticka analyza a grafické vyjadrenie vysledkov bolo spracované pomocou programu
GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc.; San Diego, CA, USA). Statisticka
vyznamnost’ bola analyzovana pomocou testu one-way ANOVA nasledovanym
Dunnetovym post-testom. Porovnavané boli vzorky vystavené testovanym latkdm so
vzorkami kontrolnymi. Statisticky signifikantné hodnoty boli oznagené nasledovne: *p

<0,05; ¥*p <0,01; ***p <0,001.
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6. VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas liecby rakoviny chemoterapeutickymi latkami Casto vznika rezistencia na viac
Struktirne nestvisiacich zlucenin — MDR. Existuje niekol’ko spdsobov, ako sa bunky
moézu stat’ rezistentnymi voci viacerym liekom a jednym znich je aj zvySeny eflux
lie¢iva z intracelularneho priestoru bunky, na ktory sme sa v nasej praci zamerali.
K zvySenému odtoku chemoterapeutickych lieciv obvykle dochadza prostrednictvom
zvySenej expresic ABC transportérov. Tri hlavné transportéry (ABCB1, ABCG2,
ABCCI1) hraju doleziti ulohu vo farmakokinetike a biologickej dostupnosti mnohych
lieckov aich uloha vrezistencii na rozne lieky v rakovinovych bunkach ana
hematoencefalickej bariére je predmetom Studii uz celé desatroCia (Lusvarghi et al.,

2020).

My sme si vtejto praci vybrali Styri cielené nizkomolekuldrne liecivd a dvoma
odliSnymi metéodami sme skumali ich potencidlny inhibicny vztah k jednotlivym
efluxnym transportérom. Experimenty boli prevedené na parentnych liniich MDCKII
a na bunkovych liniich MDCKII exprimujucich l'udské efluxné transportéry ABCBI,
ABCG2, ABCCI. Po zisteni, Ze jedna z vybranych latok skutocne inhibuje ABCBI1
a ABCG2 transportér (sonidegib), sme previedli akumula¢né Stadie aj u primarnej
bunkovej linie pl'icneho nemalobunecného karcindmu. Vo vSetkych pripadoch sa
vysledné hodnoty vztahovali na kontrolné inhibitory efluxnych transportérov (Ko143,

LY335979, MKS571).
6.1. Kineticka a flow-cytometricka analyza v MDCKII bunkach

6.1.1. Carfilzomib
Carfilzomib patri medzi substraty ABCB1 transportéru (Besse et al., 2018). Zatial’ nie

su dostupné ziadne podrobné informadcie o inhibicii ABC transportérov.

K vzostupu akumulacie prostrednictvom carfilzomibu doslo v pripade MDCKII-
ABCG?2 linie a Hoechst 33342 ako modelového substratu (Obr. 12 A). Tuto Statisticky
vyznamnu inhibiciu sme ale zaznamenali len pri najvysSej koncentracii (20 uM). K tejto

inhibicii ale nedoSlo pri pouziti MTX ako modelového sustratu (Obr. 13 A).

Podobne tomu bolo aj v pripade bunkovej linie MDCKII-ABCBI1, kedy bol mierny
vzostup akumulécie zisteny pri pouziti DAU ako substratu (Obr. 13 C). Avsak pri
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pouziti Hoechst 33342 u tejto bunkovej linie k Ziadnej inhibicii nedoslo (Obr. 12 C). Na
zaklade Obr. 12 B a 13 B je isté, ze v pripade ABCCI transportéru k ziadnej inhibicii

nedochadza.

Podl'a zistenych udajov mézeme povedat, Ze carfilzomib je latka s vel'mi nizkym

inhibi¢nym potencialom vo vztahu k transportérom ABCB1, ABCG2 a ABCCI.
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Obr. 12 Grafické znazornenie akumulacie substratov Hoechst 33342 a Calcein AM
v parentnej linii MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC
transportéermi ABCG2 (A), ABCCI1 (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa
koncentracii carfilzomibu a vybranej koncentracie modelovych inhibitorov (Kol43,

MK571, LY335979). Uvedené hodnoty su priemerom + SD troch merani.
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Obr. 13 Grafické zndzornenie akumuldcie substratov DAU a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi ABCG2 (A),
ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa koncentrdacii carfilzomibu a
vybranej koncentracie modelovych inhibitorov (Kol43, MK571, LY335979). Uvedené

hodnoty su priemerom = SD troch merani.
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6.1.2. Encorafenib
Pre lepSie porozumenie farmakokinetiky encorafenibu Wang et al. (2018) Studovali jeho
interakcie s efluxnymi transportérmi ABCB1 a ABCG2 a metabolizujicim enzymom
CYP3A. V polarizovanych bunkach MDCKII bol encorafenib Gspesne transportovany
psim a l'udskym ABCB1 a ABCG2. Encorafenib teda mo6zeme povazovat’ za substrat

tychto efluxnych transportérov.

Na Obr. 14 B a C vidime, ze akumulécia vSetkych skuSanych koncentracii u MDCKII-
ABCC1 aMDCKII-ABCB1 bunkovej linie bola podobna kontrole a encorafenib
neinhiboval ani jeden z transportérov. Je vSak zaujimavé, Ze pri pouziti DAU ako
modelového substratu u MDCKII-ABCC1 a MDCKII-ABCB1 bunkovej linie je zrejmy
trend vzostupu akumuléacie DAU, ale len pri najvyssich koncentraciach encorafenibu 25
a50 uM (Obr. 15 B aC). U bunkovej linie MDCKII-ABCG2 dos$lo k miernemu
vzostupu akumulacie len u substratu Hoechst 33342 (Obr. 14 A). K Statisticky
vyznamnej inhibicii doslo ale len pri najvyssej pouZitej koncentracii (50 uM). Graf na
Obr. 15 A nenaznacuje ziaden inhibi¢ny vplyv encorafenibu smerom k ABCG2. Podla
ziskanych vysledkov mozeme konStatovat, ze encorafenib nevykazuje interakény

potencidl vo vzt'ahu k transportérom ABCB1, ABCC1 a ABCG2.
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Obr. 14 Grafické znazornenie akumulacie substratov Hoechst 33342 a Calcein AM
v parentnej linii MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC
transportéermi ABCG2 (A), ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa
koncentrdcii encorafenibu a vybranej koncentracie modelovych inhibitorov (Kol43,
MKS571, LY335979). Uvedene hodnoty su priemerom + SD troch merani.
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Obr. 15 Grafické znazornenie akumulacie substratov DAU a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi ABCG2 (A),
ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa koncentracii encorafenibu
a vybranej koncentrdcie modelovych inhibitorov (Kol43, MK571, LY335979). Uvedené

hodnoty su priemerom = SD troch merani.
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6.1.3. Enasidenib
Dutta et al. (2019) vo svojej préci zistili, ze enasidenib inhibuje ABCG2 transportér,
ktory spdsoboval eflux protoporfyrinu IX, priameho prekurzora hemu z mitochondrii
a cytosolu. Rovnako ako aj my, pouzivali Kol43 ako modelovy inhibitor. Inhibicia

ABCQG?2 viedla k zvySenej akumulacii PPIX v bunke a to k zvySenej syntéze hemu.

V nasich pokusoch sa enasidenib ukazal byt silnym inhibitorom najmd ABCG2 (Obr.
16 A, 17 A) transportéru s hodnotami ICso 3,10 uM (pri pokusoch s Hoechst 33342)
alCso 0,419 uM (pri pokusoch s MTX). S nizSou aktivitou inhiboval ABCC1 (Obr. 16
B, 17 B) a ABCBI (Obr. 16 C, 17 C) trasportér. U bunkovej linie ABCB1 pri pouziti
Hoechst 33342 ako modelového substratu doslo k Statisticky vyznamnému zvysSeniu
akumulacie az pri vyssich koncentraciach, ¢o sa odrazilo aj v hodnotach ICso 45,4 uM.
Inhibiciu ABCBI1 popisali taktiez Reed et al. (2019), kde in-vitro stidie potvrdili nielen
inhibiciu ABCB1 ale aj mnohych hepatalnych a gastrointestindlnych enzymov
a transportnych proteinov. Nie je ale zndme, Ze by bol enasidenib substratom tychto

enzymov alebo proteinov.

Pri davke 100 mg denne, bola zistend Cmax enasidenibu priblizne 27 uM. Klinicka
relevanciu inhibi¢ného efektu teda moZeme ocakavat u vSetkych Studovanych
transportérov. Enasidenib by mohol byt vyuzity s cytostatickymi substratmi ABC

transportérov k prekonaniu mnohopocetnej liekovej rezistencie.
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Obr. 16 Grafické znazornenie akumulacie substratov Hoechst 33342 a Calcein AM
v parentnej linii MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC
transportéermi ABCG2 (A), ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa
koncentracii enasidenibu a vybranej koncentrdacie modelovych inhibitorov (Kol43,

MKS571, LY335979). Uvedene hodnoty su priemerom + SD troch merani.
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Obr. 17 Grafické znazornenie akumulacie substratov DAU a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi ABCG2 (A),
ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupniujucich sa koncentracii enasidenibu
a vybranej koncentraci modelovych inhibitorov (Kol43, MK571, LY335979). Uvedené
hodnoty su priemerom = SD troch merani.
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6.1.4. Sonidegib
Poslednou latkou, uktorej sme skimali inhibiénii aktivitu cieleni na efluxné

transportéry, bol sonidegib.

Pri vyhodnocovani akumula¢nych s§tadii so sonidegibom sme pozorovali zvySenu
akumulaciu substratov hlavne u transportérov ABCG2 (Obr. 18 A, 19 A) a mierne aj
u ABCBI (Obr. 18 C, 19 C). Na inhibiciu ABCG2 transportéra poukdzali aj Einolf et al.
(2017) vo svojej stadii, kde sonidegib inhiboval ABCG2 in vitro. Poukazali ale aj na
skuto¢nost’, ze sonidegib nie je substratom ABCBI1, ABCG2 alebo ABCC2. Nami
namerané hodnoty ICso boli o nieco vysSie ako tie ndjdené v literatare ( ICso~2,5 uM),
¢o mohlo byt spésobené pouzitim inych bunkovych linii a odliSnou expresiou ABC

transportérov.

U bunkovnej linie ABCC1 pri pouziti oboch modelovych substratov (Calcein AM,
DAU) nedoslo k inhibicii v porovnani s kontrolnymi inhibitormi, ¢o mdézeme vidiet na

Obr. 18 B a 19 B. Tomu odpovedaju aj vypocitané hodnoty ICso> 50 uM.
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Obr. 18 Grafické znazornenie akumulacie substratov Hoechst 33342 a Calcein AM
v parentnej linii MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC
transportéermi ABCG2 (A), ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupnujucich sa
koncentrdcii sonidegibu a vybranej koncentracie modelovych inhibitorov (Kol43,
MKS571, LY335979). Uvedene hodnoty su priemerom + SD troch merani.
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Obr. 19 Grafické znazornenie akumulacie substratov DAU a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi ABCG2 (A),
ABCCI (B), ABCBI (C) po expozicii stupniujucich sa koncentrdcii sonidegibu a vybrané
koncentracii modelovych inhibitorov (Kol143, MK571, LY335979). Uvedené hodnoty su

priemerom = SD troch merani.
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6.2. Flow-cytometricka analyza v primarnych kulturach  placneho
nemalobuneéného karcinému
Sonidegib bol latkou, ktorou sme sa zaoberali aj dalej. Z predchadzajuceho
experimentu sme zistili, ze sonidegib je inhibitorom ABCG2 as menSou mierou aj
ABCBI transportéru. Tieto dva transportéry boli exprimované aj v pouzitych bunkach

ziskanych z biopsii nadorov NSCLC.

Na zéklade spracovanych udajov v Obr. 20 je zrejmé, ze sonidegib sa prejavil ako
inhibitor ABCB1 transportéru vo vzorkach 1, 4 a5, ¢o boli vzorky s najvyssou
expresiou ABCBI transportéru. V rovnakych vzorkach spdsobil signifikantnii zmenu

akumuléacie DAU i modelovy inhibitor LY335979.

Podobny pripad nastal aj vtedy, ked’ sme ako modelovy substrat pouzili MTX (Obr. 21).
Signifikantna inhibiciu ABCG2 transportéru sonidegibom sme zaznamenali uz pri
koncentracii 5 uM a to najmi vo vzorkach 3 a 5, u ktorych bola v expresnych studiach
zistend najvysSia koncentracia ABCG2. V rovnakych vzorkach doSlo k Statiticky

vyznamnému efektu modelového inhibitora Ko143.

I sample 1
] * B sample 2
8N sample 3

XX sample 4
= sample 5

relative daunorubicin accumulation

Obr.20 Grafické zndzornenie akumulacie substratu DAU v primarnej linii buniek
plicneho nemalobunecného karcinomu, ktoré exprimuju ABCBI transportér po
expozicii stupnujucich sa koncentracii sonidegibu a vybranej koncentracie modelového

inhibitoru (LY335979).
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Obr.21 Grafické znazornenie akumuldcie substratu MTX v primarnej linii buniek
plucneho nemalobunecného karcinomu, ktoré exprimuju ABCG2 transportér po

expozicii stupnujucich sa koncentrdcii sonidegibu a vybranej koncentrdcie modelového

inhibitoru (KO143).

Zo ziskanych dat mdézeme odvodit’, ze sonidegib ma schopnost’ inhibovat’ skimané
ABC transportéry aj za podmienok ex vivo, ¢o potvrdzuje jeho potenciél stat’ sa cennym
moduldtorom MDR v klinickej praxi. Pre potvrdenie tohto zaveru si vSak potrebné

rozsiahlejsie in vivo Stadie.

49



6. ZAVER

V tejto diplomovej praci sme stanovovali inhibi¢nu schopnost’ Styroch vybranych
nizkomolekuldrnych latok (carfilzomib, enasidenib, encorafenib, sonidegib) vo vztahu
k ABC efluxnym transportérom (ABCB1, ABCG2, ABCC1) v bunkovej linii MDCKII

a v primarnej linii buniek pl'aicneho nemalobune¢ného karcinomu.

Silnd  inhibi¢nt  schopnost’ prejavil enasidenib vo¢i ABCG2 apri vyssich
koncentraciach aj vo¢i ABCB1 a ABCCI1. Sonidegib poOsobil prevazne na ABCG2
a ABCBI, vo¢i ABCC1 neprejavil Ziadnu inhibi¢nu aktivitu. Nizky inhibi¢ny potenciél
sme zaznamenali u carfilzomibu a encorafenibu, u niektorych transportérov sa pri
vysSich koncentracidch prejavila mierna inhibicia, ale klinicka relevanciu nemézeme
oCakavat. Vyznamnym vysledkem tejto prace je aj zistenie inhibi¢ného efektu
sonidegibu vo¢i ABCG2 a ABCBI transportérom v niekolkych vzorkach v primarne;j
linii NSCLC.

V zavere mozeme konstatovat’, ze sa podarilo splnit’ vytycené ciele a priniest’ cenné
informécie o potenciali testovanych lieciv vyvolat’ farmakokinetické interakcie na ABC
efluxnych transportéroch. Lie¢iva s inhibi¢énym potencidlom by mohli néjst’ uplatnenie

pri modulacii MDR s ciel'om zefektivnenia terapie a zlepSenia liecby nadorov.
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