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Nadorova onemocnéni patii mezi jednu z nejéastéjSich pficin umrti a jejich vyskyt se neustale
zvySuje. Lécba zahrnuje predev§im kombinaci medikamento6zni terapie s chirurgickou 1é¢bou
a radioterapii. Jednim z nov¢jSich pfistupl s obrovskym potencidlem je pouziti tzv. cilené
protinadorové 1écby, kterd specificky interaguje s nddorovymi builkkami, ¢imZz omezuje
negativni dopady klasické chemoterapie. I pies neptetrzity intenzivni vyzkum novych ptistupt
v terapii se stale potykame s nedostatecnou odpovédi na 1écbu. Hlavni pti¢inou selhani terapie
je zejména vznik mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) a tvorba metastaz. MDR fenomén
souvisi nejcastéji s nadmérnou expresi ATP binding cassette (ABC) transportérti, které jsou
zodpovédné nejen za nadmérny eflux protinddorovych 1éciv z bunck, ale také zdsadnim
zpuisobem ovliviiuji jejich farmakokinetiku. Inhibici téchto transportérii dochazi ke zvySeni
intracelularni koncentrace cytostatika a moznosti modulovat MDR. Praveé proto bylo jednim z
cili této prace prozkoumat inhibi¢ni aktivitu tfech nizkomolekuldrnich cilenych [éCiv
(capmatinib, pralsetinib, tazemetostat) vi¢i ABCB1 (P-gp), ABCG2 (BCRP) a ABCCI1
(MRP1) transportérim v MDCKII bunéénych liniich. Vysledky byly ziskany pomoci
akumulacnich studii s modelovymi fluorescencnimi substraty, hoechstem 33342 a calceinem
AM. Inhibi¢ni efekt prokazala vSechna cilena protinadorova lé¢iva vii¢i vSem nami studovanym
ABC transportériim s vyjimkou tazemetostatu, ktery neinhiboval ABCG2. Na zékladé téchto
vysledki jsme pokracovali s kombina¢nimi studiemi, které mély za cil prozkoumat kombinac¢ni
efekt téchto tfech cilenych 1é¢iv s doxorubicinem, ktery je potvrzenou obéti MDR a zaroven
substrat ABCB1 a ABCCI transportéri. U vSech kombinaci se podatila prokazat schopnost
vybranych cilenych 1é¢iv modulovat rezistenci vici doxorubicinu. Na zavér muizeme
konstatovat, ze naSe vysledky piinasi dilezité poznatky a mohou slouzit jako kvalitni vychozi

informace pro nasledujici in vivo studie.
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Cancer is one of the most common causes of death and its incidence is constantly increasing.
Treatment mainly includes a combination of drug therapy, surgery and radiotherapy. A new
approach, with huge potential, is the use of targeted anti-tumor therapy. This approach is based
on specific interaction with tumor cells that reduces the negative effects occuring in
conventional chemotherapy. Despite intensive research, we still face insufficient response to
treatment. The main cause of therapy failure is the emergence of multidrug resistance (MDR)
and the formation of metastases. The MDR phenomenon is most often associated with the
overexpression of ATP binding cassette (ABC) transporters. These are responsible not only for
the excessive efflux of anticancer drugs from cells, but also mainly affect their
pharmacokinetics. Inhibition of these transporters increases the intracellular concentration of
the cytostatic and provide the ability to modulate MDR. Therefore, one of the aims of this work
was to investigate the inhibitory activity of three small molecule targeted drugs (capmatinib,
pralsetinib, tazemetostat) against ABCB1 (P-gp), ABCG2 (BCRP) and ABCC1 (MRPI)
transporters in MDCKII cell lines. The results were obtained using accumulation studies with
model fluorescent substrates, hoechst 33342 and calcein AM. All targeted anticancer drugs
demonstrated an inhibitory effect on all of the examined ABC transporters, except for
tazemetostat, which did not inhibit ABCG2. Based on these results, we continued with
combination studies to investigate the combination effects of these three targeted drugs with
doxorubicin, a confirmed victim of MDR mediated by ABCB1 and ABCC1 transporters. For
all combinations, we were able to demonstrate the ability of selected targeted drugs to modulate
doxorubicin resistance. In conclusion, we can state that our results provide important insights

and can serve as a valuable starting point for subsequent in vivo studies.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABC
ABCBI1
ABCG2
ABCC1
ATP
DMSO
MDCKII
MDR
MTT
NBD
NSCLC
PBS
RTK
UPS
TKi

ATP — binding cassette transporter
P-glykoprotein (P-gp, MDR1)

breast cancer resistance protein (BCRP)
multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)
adenozintrifosfat

dimethylsulfoxid

Madin-Darby Canine Kidney II buné¢na linie
mnohocetna lékova rezistence
methylthiazolyldifenyl-tetrazolinum bromid
nukleotid vazajici doména

nemalobunécny karcinom plic

fosfatovy pufr

receptorova tyrozinkinaza

systém ubikvintin-proteazom

inhibitor tyrozinkinazy



2. UVOD

Nadorova onemocnéni jsou hlavni pfiinou umrti a vyznamnou piekazkou v prodlouzeni
stitedni délky Zivota ve vSech zemich svéta. V roce 2020 byla diagndza a 1écba onkologickych
onemocnéni nepifiznivé ovlivnéna pandemii covidu-19. SniZeny ptistup k 1écbé z divodu
uzavieni zdravotnickych zafizeni a strach zexpozice covidu-19 vedly ke zpozdéni
v diagnostice a 1é¢bé, coz mohlo vést ke kratkodobému poklesu odhalenych malignit, ktery byl
nasledovany vzestupem diagnoz v pokroc¢ilém stadiu onemocnéni a zvySenou umrtnosti. Dle
odhadi bude vroce 2022 ve Spojenych stitech nejcastéji diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim u muzil tumor prostaty a plic a u zen tumor prsu, plic a kolorektalni karcinom
(Siegel et al., 2022). S odhadovanymi 2,2 miliony novych piipad a 1,8 miliony amrti jsou
nadory plic druhou nejcastéji diagnostikovanou a nejcastéjsi pficinou umrti na nadorova
onemocnéni u muzl. Incidence i mortalita u naddorovych onemocnéni rok od roku roste, coz
odrazi jednak starnuti populace a jeji riist, ale také zmény v prevalenci a vyskytu rizikovych

faktord, z nichz jsou nékteré spojeny se socioekonomickym rozvojem (Sung et al., 2021).

Standardni 1é¢ba nadorovych onemocnéni zahrnuje chirurgickou intervenci, radioterapii a
farmakoterapii, které mohou byt pouzity samostatné nebo v kombinaci. Schopnost nadorovych
buné¢k, které jsou pfirozené rezistentni nebo jsou schopny si pozdéji na konkrétni 1éCiva
rezistenci vyvinout, je pfetrvavajici problém ve farmakoterapii nadorovych onemocnéni.
Pochopeni toho, jakym zptisobem k MDR dochazi, je zasadni strategii k jejimu pfekonani a

zlepSeni farmakoterapie (Choi and Yu, 2014).

Nejcasteji je MDR spojena s overexpresi ABC efluxnich transportért, které aktivné pumpuji
protinadorova léciva z nadorovych bunék do mezibunécéného prostoru. Transportéry se Sirokou
substratovou specifitou maji potencial transportovat fadu protinddorovych 1€¢iv a Uroven
exprese v nadorovych buitkdch miiZze urcit jejich schopnost zprostiedkovat MDR. Za jeji rozvoj
jsou obzvlasté zodpoveédné transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2. Navzdory velkému tsili
o vyvoj novych léciv a pristupti k pfekondni MDR vétSina pacientii s metastatickym
karcinomem zemfie v disledku nedostatecné odpovédi na 1écbu (Choi and Yu, 2014; Robey et

al., 2018).

Jednim ze zpusobt, jak ptekonat MDR, je pouziti inhibitorit ABC transportért ke zcitlivéni
nadorovych bunék vici plisobeni chemoterapeutik. Zatimco netoxické inhibitory neprokéazaly

ucinnost v klinickych studiich, v posledni dekadé se zrodil koncept duélnich modulatort, které



mayji potencial piekonat jejich limity. Dualni modulatory jsou cilené 1é¢iva schopna inhibovat
efluxni transportéry, pfi¢emz sama vykazuji protinddorovou aktivitu. V prvni casti této
diplomové prace jsme se vénovali interakénim vztahim vybranych nizkomolekuldrnich
cilenych 1é¢iv s ABC efluxnimi transportéry za pouziti akumulacnich studii. Cilem bylo
objasnit jejich moznou inhibi¢ni aktivitu, jejiz potencial byl rozveden ve druhé ¢asti prace skrz
kombinac¢ni studie, které¢ odhalily jeji schopnost zvratit MDR v kombinaci s cytotoxickym

substratem.



3. TEORETICKA CAST

3.1. ABC lékové efluxni transportéry

Transport molekul pfes biologickou lipidovou membranu je esencidlni funkci vSech zivych
organizmi. Mimo pasivni diftizi jsou transportni procesy zprostiedkovany specifickymi
transportéry. Jednou z nejvétsich rodin transportérti jsou ABC transportéry. Tyto transportéry
vazou adenozintrifosfat (ATP), nasledné dochézi k jeho hydrolyze a takto ziskana energie je
vyuzita k fizeni transportu molekul véetné cukrl, aminokyselin, kovovych ionti, peptida,
proteint, hydrofobnich sloucenin a jejich metabolitii pies plazmatickou membranu a také

intracelularni membrany endoplazmatického retikula, peroxizomu a mitochondrii (Liu, 2019).

ABCBI transportér byl poprvé popsan a identifikovan jako pfi¢ina rezistence na cytotoxicka
lé¢iva Julianem a Lingem v roce 1976. Nasledné byla identifikovdna, oznacena a rozfazena
fada ABC transportéri. Prozatim je zndmo 49 lidskych ABC transportérti, které jsou dale
rozdéleny do sedmi podrodin (ABCA az ABCG) na zdklad¢é jejich genové struktury,
aminokyselinové sekvence, organizace domény a fylogenetické analyzy. ABC transportéry
vyskytujici se u lidi jsou priméarné lokalizované na plazmatické membrané, odkud exportuji
riznorodé 1€ky, jejich konjugaty a metabolity ven z buné€k. Velka ¢ast z nich je exprimovéna
na membran¢ kartdiCového lemu enterocytl, membrané zlucovych kanalkd hepatocytd,
lumindlni membrané¢ v proximalnich tubulech ledvin a epitelovych buiikkach na
hematoencefalické bariéfe. Diky tomu se vyznamnym zpiisobem podileji na absorpci, distribuci
a exkreci 1€kt a jejich metaboliti. VétSina ABC transportérii se podili na endogennich
procesech jako napf. udrzovani osmotické homeostdzy, bunééném déleni a vyuzivani
cholesterolu. Lidé nesouci defektni ABC geny mohou byt vice nachylni ke specifickym
onemocnénim (pf. Tangierova choroba, Stargardtova choroba a adrenoleukodystrofie) (Choi

and Yu, 2014; Liu, 2019).

3.1.1. Role ve farmakokinetice

Velka ¢ast influxnich a efluxnich membranovych transportérit méni absorpci latek, tim i jejich
biologickou dostupnost. Pivodné se ptedpokladdalo, ze biologickd dostupnost 1éCiv po
peroralnim podéni je ovlivnéna pouze samotnou absorpci 1éCiva a metabolismem v jatrech. Az
pozdéji bylo zjisténo, Ze za pozorovanou interindividudlni variabilitu v dispozici a odpovédi na
1é¢ivo zodpovidaji téz 1€kové transportéry. Hlavni roli ve farmakokinetice a ovliviiovani
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ucinnosti 1&¢iv hraji dvé velké rodiny transportérti, a to solute carrier transportéry a nami vyse
uvedené ABC transportéry. Druhd zminénd skupina zprostfedkovavd vétSinou eflux
specifickych substratti, ¢imz definuje jejich farmakokineticky, bezpecnostni a u¢innosti profil.
Z farmakologického hlediska ptispivaji efluxni pumpy ke sniZzeni biologické dostupnosti,
omezuji distribuci a potencuji eliminaci. Naopak z hlediska toxikologického jsou tyto efluxni
transportéry relevantnimi ndstroji k odstranéni potencionalné skodlivych xenobiotik z citlivych
tkani. Vzajemné ptisobeni enzymu a transportéra a interakce mezi 1é¢ivy a enzymy/transportéry
urcuji nejen farmakokinetiku, ale nasledné ovliviiuji i farmakodynamiku 1é¢iv. Transportéry
jsou exprimovany zejména v organech s absorp¢ni (stievo), distribucni (bariéry) a eliminacni
(ledviny, jatra) funkci, z ¢ehoz 1ze odvodit jejich roli ve farmakokinetickych procesech.
Soucasny koncept farmakokinetiky je reprezentovan zkratkou ADME (absorpce, distribuce,

metabolismus, exkrece) (Glavinas et al., 2004; Choi and Yu, 2014; Gameiro et al., 2017).

ABC transportéry (Obr. 1), které jsou lokalizovany na apikalnim povrchu bunék lemujicich
eliminacni organy, pfispivaji k detoxifikaci organizmu vylu¢ovanim xenobiotik do Zluci nebo
moci. Naopak ty, které se vyskytuji na basolateralni stran¢ bunék organi, se podileji hlavné na
(re)absorpci xenobiotik tim, Ze je transportuji z intracelularniho prostfedi do krve. Na tirovni
bariér odd¢€lujicich krev od zranitelnych organti (mozek, placenta nebo varlata) je vétSina
transportérti uzptisobena pro transport smérem z organu do krve jako zplsob ochrany téchto
citlivych mist pfed moznym Skodlivym plisobenim xenobiotik. V nepolarizovanych bunikach
mohou efluxni pumpy pfispivat ke snizeni bunécné koncentrace 1éCiv, tim i jejich

farmakologické ucinnosti vii¢i intracelularnim cilim (Marquez and van Bambeke, 2011).
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Obr. 1 Hlavni ABC transportéry lemujici apikdlni nebo bazalni membranu bunék hlavnich

biologickych bariér v lidském téle nebo v nepolarizovanych buiikach.

Prevzato z: Marquez & van Bambeke, 2011

Apikalné€ lokalizované ABC transportéry ve stievnim epitelu vylu€uji slouceniny zpét do
gastrointestinalniho lumen a v ptipad¢ 1é¢iv snizuji jejich biologickou dostupnost. Exprese
v jednotlivych ¢astech stieva neni jednotna, byly popsany regionélni rozdily. Exprese ABCB1
je vyssi v ileu, zatimco exprese ABCC2 a ABCG2 je vysSsi v jejunu, coz ma za nésledek lokalni
sniZzeni urovné absorpce. Naopak ABCC transportéry exprimované na bazolateralni strané
enterocytu mohou zvysit absorpci 1é¢iva. Léciva, ktera uniknou této ,,prvni obranné linii*, se
pies portalni zilu dostavaji do jater, kde podl€haji jaternimu metabolismu nebo biliarni exkreci.
Vylucovani do zluci lze povazovat za druhou ,,obranou linii“, kterou zajiStuje stejnd sada
transportérii. Transportéry vylucuji 1éCiva ve formé konjugatu zpét do gastrointestindlniho
traktu, a zajistuji tak jejich exkreci stolici, popf. enterohepatalni ob¢h. Léciva, ktera se dostavaji
do systémové cirkulace po prekonani first-pass efektu (prvniho prichody jatry), se dale
dostavaji do ledvin, které jsou vybaveny Cetnymi ABC transportéry podporujicimi aktivni
vylucovani sloucenin do moci. Kromeé své vyznamné role v systémové eliminaci 1é¢iv mohou
také ABC transportéry vykonavat ochrannou roli pro samotné ledviny, jelikoz tento organ je ve

zvys$ené mire vystaven toxickym slou¢eninam. U pacientd s chronickym selhdnim ledvin bylo
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zjisténo, ze renalni exprese ABCBI nebo ABCC2 je zvysSena, zatimco exprese transportéra
spojenych s reabsorpci je snizena. Lékové cile jsou cCasto chranény organové-krevnimi
bariérami (napf. hematoencefalickd, hematotestikularni, placentarni). Prinik témito
membranami je proces, ktery je vysoce zavisly na povaze membrany a fyzikaln¢ chemickych
vlastnostech 1é¢iva. ABC transportéry umisténé na téchto bariérach funguji jako ochranné stity
téchto zranitelnych mist, ale zaroven snizuji cilovou koncentraci esencialnich 1é¢iv
v patologickych situacich (Lin and Yamazaki, 2003; Szakacs et al., 2008; Marquez and van
Bambeke, 2011). Podrobn¢jsi lokalizace a funkce ABC transportéra je zobrazena na Obr. 2

1. Intestinal efflux 2. Hepatobiliary excretion
Intestinal lumen " Bile

C2 B1, G2 C2, B1, B4, B11, G2
C1,C3 C1, C3-6
++ Blocd ++  Blood
3. Urinary excretion 4. Blood-brain barrier
Utine —] Brain
=
B1, C2,C4 _l}_ B1, 62,62
% blood
[
1 CA
C1, C3, CS, C6 0
ﬂ ) } " B1
5. Secretion Blood ' CSF
6. Cellular defense i
Drug Discovery Today

Obr. 2 Schématické zobrazeni lokalizace ABC transportérit urcujici biologickou dostupnost,
tkaniovou penetraci, bunécnou akumulaci a vylucovani léc¢iv. Cl= MRPI, C2=MRP2,

C3=MRP3, C4=MRP4 C5=MRP5, C6=MRP6, G2=BCRP, BI=PGP, Bl11=BSEP (bile salt
export pump)

Prevzato z: (Szakacs et al., 2008)

3.1.2. Role v mnohocetné 1ékové rezistenci

MDR je fenomén, pfi kterém se nadorové buiky stavaji rezistentnimi vic€i Sirokému spektru

strukturné a funkéné neptibuznych chemoterapeutickych latek. Pfedstavuje hlavni piekazku
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v ucinné chemoterapii pacienti s nadory. MDR muze byt vnitini, nebo ziskana. U wvnitini
rezistence nadory od pocatku nereaguji na chemoterapii, zatimco ziskand je stav, kdy nadory
zpoCatku reaguji na 1écbu, ale nakonec se bcéhem 1écby stanou necitlivymi vici

chemoterapeutikiim (Deng ef al., 2014).

Mechanizmy vzniku MDR (Obr. 3) zahrnuji: (1) zvySeni efluxu 1é¢iva prostiednictvim ABC
transportérti, (2) snizeni vychytavani 1é¢iv influxnimi transportéry, jako jsou solute carrier
transportéry, (3) posileni metabolismu léCiv, véetné jejich eliminace glutathion-S-transferazou
a cytochromy P450, (4) blokovani apoptotickych signalnich drah v disledku zmény urovné
exprese proteinii B bunéénych lymfoma nebo mutace v draze p53, (5) zvySeni adaptibility
epigenetickou regulaci a miRNA regulaci, (6) mutaci cili 1é¢ivych latek nebo aktivaci
alternativnich onkogennich signdlnich drah, (7) chemorezistenci vyvolanou zménami
v mikroprostiedi nddoru jako hypoxicka reakce a regulace nadorovych kmenovych bunék (Li

etal.,2017).

Drug efflux

Drug metabolism
Tumor microenvironment

Anticancer drugs

L&
o

Drug targets

Drug uptake

L1

=

Bel-2

PN N\

Apoptotic signaling pathway: Gene regulation

Obr. 3 Mechanizmy MDR v nddoru.

Prevzato z: (Liet al., 2017)

Ackoliv se ukazalo, ze zdkladem rozvoje MDR v néadoru jsou rtizné bunééné mechanizmy,

zvyseny eflux protinddorovych 1é¢iv prostfednictvim nadmérné exprese ABC transportérii a
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mutace cili 1écivych latek patii mezi nejCastéji pozorované a nejlépe charakterizované
mechanizmy zhorSujici G€innost chemoterapie. ABCB1, ABCG2, ABCCI1 jsou nejcastéji
zodpovédné za rozvoj 1ékové rezistence u zprvu chemosenzitivnich nadort, pficemz pouze u

téchto tech byla tato role prokazana jak in vitro, tak in vivo (Deng et al., 2014).

Jednou ze strategii k pfekondni MDR je vyvoj sloucenin, které mohou inhibovat efluxni funkci
ABC transportéri. Blokddou aktivity ABC transportérit (Obr. 4) dochazi ke zvySeni
intracelularni akumulace chemoterapeutickych latek a nasledné potenciaci jejich ucinku.
Relativné malé mnozstvi ABCCI1 inhibitorti bylo prokdzano in vitro a in vivo ve srovnani

s ABCB1 a ABCG2 inhibitory (J.-Q. Wang et al., 2021).

Chemotherapeutic ‘
Agent

ABC Transporter I Extracellular
2o TR TR 1 FHGFBP ALV OHHOOD FhobEP OO OBRLE: G909 00 0 0EOH dboddobboc
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— — —
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Intraceliular

Obr. 4 Mechanizmus inhibice efluxni funkce ABC transportérii a modulace MDR.

Prevzato z (J.-Q. Wang et al., 2021)

Hlavni divod pro kombinované pouziti inhibitort ABC transportérii s protinadorovymi latkami
je jasny. Na vyvoj chemosenzitizéri bylo vynalozeno velké usili, mezi inhibitory ABC
transportérti spadaji desitky chemickych sloucenin a 1é¢iv. Nékteré klinické studie ukazaly
povzbudivé vysledky kombinované 1écby, i kdyz nebyl dosud vyvinut zddny modulator
schopny plné zvratit MDR bez vedlejSich toxickych ucinki. Kombinované pouziti inhibitora
prvni generace (napi. verapamil, chinin, cyklosporin A) s protinddorovymi léky (napf.

mitoxantronem, etoposidem, daunorubicinem) vyvolalo toxické vedlejsi ucinky a ukazalo
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pouze omezené nebo zadné piinosy. Ve skutenosti jsou inhibitory prvni generace samy o sob¢
farmakoterapeutickymi latkami a nebyly specidlné vyvinuty pro modulaci aktivity ABC
transportérti. Mnohé z nich ptisobi (napt. verapamil, cyklosporin A) jako substraty transportért
(napt. ABCBI1), a tak pouziti vysokych déavek k inhibici aktivity transportérti vede
nevyhnutelné k nezddouci toxicité. Inhibitory druhé generace (napt. R-verapamil, valspodar)
byly navrzeny tak, aby snizily moznou toxicitu inhibitord prvni generace. Kombinované pouziti
valspodaru s protinadorovymi l1é¢ivy vykazovalo pozitivni uc¢inky u nékterych pacientii s akutni
myeloblastickou leukémii, nicméné celkové tato kombinace nesplnila kritéria nutna pro jeji
schvéleni. Jednou zpfi¢in bylo to, Ze soubézné podavani inhibitori MDR zvySovalo
systémovou expozici protinddorovym Ié¢iviim zménou absorpce, distribuce, metabolismu a
exkrece, coz vedlo ke zvySené toxicité u pacientil. Inhibitory tieti generace (napf. laniquidar,
zosuquidar, elacridar a tariquidar) maji vysokou afinitu k ABC transportérim a vykazuji nizsi
potencial pro vyvolani farmakokinetickych interakei diky omezené inhibici CYP3A (Choi and
Yu, 2014). Nicméné¢ ani tato potencialni 1é¢iva nedosahla klinické praxe. I pfes tato selhani
zustava v centru pozornosti regulace MDR inhibici ABC transportéri. Predstavitelem nového
ptistupu jsou tzv. dudlni modulatory, coz jsou latky, které¢ maji krom¢ schopnosti inhibovat
efluxni transportéry své vlastni protinadorové ucinky. Jejich vyhodou je piedpokladatelny
synergicky efekt v kombinaci s konvenénimi cytostatiky, ktery zprostiedkuje sniZzeni davky
podavanych 1é¢iv a umozni predchazet problémim diivéjSich generaci modulatord MDR.
Klic¢ovou vlastnosti dudlnich modulatort je zajisténi a zacileni synergického t€inku v nadorové
tkani (Wang et al., 2014; Kathawala ef al., 2015; Beretta et al., 2017). Testovani cilenych 1éCiv,
ktera funguji jako dudlni modulatory, je velmi dilezité, jelikoZ mohou pfispét k optimalizaci

protinadorové farmakoterapie.

Jak bylo zminéno vyse, zfejma role v MDR byla prok4zana pro transportéry ABCB1, ABCG2

a ABCCI. Z tohoto diivodu se jim v nasledujicim textu budu blize vénovat.

ABCBI1 (Obr. 5) je dosud nejlépe prostudovanym ABC efluxnim Iékovym transportérem
vibec. Jeho nejndpadnéjsi vlastnosti je rozmanitost struktur substratd, které jsou jim
transportovany, vcéetné velkého mnoZstvi 1é¢iv vyuzivanych pro Siroké spektrum
terapeutickych indikaci. Mezi klinicky vyznamné substraty transportované ABCBI1 patfi
protinddorova 1éciva (napf. vinblastin, paklitaxel, doxorubicin, daunorubicin, mitoxantron,
etoposid), HIV protedzové inhibitory, kortikosteroidy (napi. dexametazon, hydrokortizon,
triamcinolon), antiemetika (napf. domperidon, ondasetron) a mnoho dalSich. Jelikoz mnoho

1é¢iv jsou substraty tohoto transportéru, biologicka dostupnost pfi peroralnim podani mize byt
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ovlivnéna jeho aktivitou, a to pfedstavuje problém pro jejich terapeutickou aplikaci. Zejména
z tohoto diivodu je v zajmu farmaceutickych spolecnosti béhem casné faze klinického vyvoje
ovértit, zda je vyvijeny 1€k substraitem ABCBI1, protoze by to mohlo znamenat, Ze neni snadno

oralné dostupny (Schinkel and Jonker, 2012).

P-glycoprotein

Obr. 5 Sekunddrni struktura ABCBI. Sklada se ze dvou transmembrdanovych domén, z nichz

kazda obsahuje Sest transmembranovych segmentii a dvé nukleotid vazajici domény (NBD).

Prevzato z: (Schinkel and Jonker, 2012)

ABCCI1 (Obr. 6) byl poprvé identifikovan v bunééné linii, ktera se stala vysoce rezistentni viici
cytotoxickému 1éku doxorubicinu, naslednd analyza prokazala MDR proti fadé
protinddorovych 1éCiv. Mezi cytotoxické substraty se tadi etoposid, Vinca alkaloidy,
doxorubicin, daunorubicin, topotecan, a mitoxantron. NejCastéji jsou tyto slouceniny
konjugovany s glutathionem na kyselinu glukuronovou nebo sulfat a jejich eflux je zavisly na

bunécné dostupnosti glutathionu (Schinkel and Jonker, 2012).
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MRP1,2,3

Obr. 6 Sekundarni struktura ABCCI proteinu. Obsahuje tri transmembranové domeny a dvé

NBD domény.

Prevzato z: (Schinkel and Jonker, 2012)

ABCG2 (Obr. 7) byl poprvé klonovan na zéklad€ jeho nadmérné exprese v bunécné linii
karcinomu prsu vysoce rezistentni na doxorubicin. Mezi substraty patfici do tiidy
chemoterapeutik nalezi mitoxantron, derivaty kamptotecinu, flavopiridol a metotrexat, dale
n¢kolik tyrozinkindzovych inhibitord (TKi) a rtizné fotosenzitizéry vcetné feoforbidu A a
protoporfyrinu IX, coZ naznacuje, Ze ABCG2 je moZnou pfi¢inou bunétné rezistence vici
fotodynamické terapii. Naopak zastupci jinych tiid dilezitych protinddorovych 1éciv jako
vinblastin, paklitaxel a cisplatina nepatii mezi jeho substraty. Funkce je relevantni ve dvou
oblastech farmakoterapie: (1) exprese v nékterych nadorech a malignitach 1écenych
protinadorovymi 1é€ivy, kterd jsou jeho substraty, ¢ini tyto nddorové buiiky rezistentnimi vici
chemoterapii; (2) dilezity faktor ve farmakokinetice, kde ovliviiuje biologickou dostupnost po
peroralnim podani, plazmatickou clearance a hepatobiliarni exkreci podobné jako ABCBI1

(Schinkel and Jonker, 2012; Mao and Unadkat, 2015).
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BECRP

Obr. 7 Sekunddrni struktura ABCG?2 proteinu. Je to tzv. polovicni transporteér skladajici se

z jedné NBD domény a Sesti transmembranovych segmentii, ktery funguje jako homodimer.

Prevzato z: (Schinkel and Jonker, 2012)

3.2. Cilena protinadorova lécba

Nédorové bujeni predstavuje jednu z hlavnich hrozeb pro lidsky Zivot v modernim svété a
kazdy rok si vyzaduje mnoho zivotil z diivodu vysoké umrtnosti a ¢etnosti recidiv. Pfestoze
bylo vyvinuto velké mnozstvi protinddorovych 1é¢iv, vétSina z nich nema dostacujici G¢innost
kvuli nedostate¢né selektivité, nizké ucinnosti, vedlejsim u¢inkiim a Iékové rezistenci (Zheng

etal.,2017).

Hlavni pfistup v 1é€bé nadorového bujeni spocivd v kombinaci medikamentdzni 1€cby
s chirurgickou 1écbou a radioterapii. Konven¢ni chemoterapie, metoda inhibice rlstu a
proliferace nadorovych bunék chemickymi I€ky, byla po dlouhou dobu jedinym
chemoterapie je neschopnost rozliSovat mezi nddorovymi a normalnimi bunikami, coz ma za
nasledek znacnou toxicitu a vedlejSi ucinky. Béhem poslednich dvou desetileti doSlo
k obrovskému posunu v 1é€bé nadorovych onemocnéni od cytotoxickych 1é€iv k cilenym
lécivim. Cilena 1é¢iva mohou ve srovnani s tradicnimi 1éCivy specificky integrovat
s nadorovymi bunikami a vyhnout se zdravym buiikdm, a proto maji nizsi vedlejsi toxicitu a
mnohdy téZ vys$i t€innost. Za poslednich 20 let doslo k vyznamnému nartstu poctu cilenych
protinadorovych 1é¢iv schvalenych U.S. Food and Drug Administration, kdy prvnim
nizkomolekuldrnim lé¢ivem byl TKi imatinib schvaleny v roce 2001 pro lé¢bu chronické

myeloidni leukémie (Zhong et al., 2021).

Cilena léciva mohou byt rozdélena do dvou zdkladnich kategorii: (1) malé molekuly a (2)

makromolekuly (napf. monoklonalni protilatky, polypeptidy, nukleové kyseliny a konjugaty
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protilatka-1¢k). Monoklonalni protilatky specificky cili na antigeny na povrchu nadorovych
buné¢k (Obr. 8). Jsou Siroce pouzivany k pieruSeni antiapoptickych a proliferacnich signalnich
drah. Mohou t¢inkovat bud’ samostatné, nebo v kombinaci s radioizotopy, malymi molekulami
cytotoxickych latek nebo proteinovymi toxiny, coz zvySuje terapeutickou ucinnost a piinasi
nizsi riziko vzniku 1ékové rezistence. V poslednich letech tato biologicka 1é¢iva zaznamenala
velky pokrok, konkrétnimi piiklady takovych latek jsou napiiklad protilatka proti receptoru
lidského epidermalniho riistového faktoru (HER2), trastuzumab nebo protilatka proti CD20,
rituximab, ktera nalezla vyuziti v terapii B-lymfocytarnich malignit (Li et al., 2012; Zheng et
al.,2017).

V porovnani s makromolekularnimi 1é¢ivy maji malé molekuly cilenych 1é¢iv nékteré
vyhodnéjsi aspekty pouzivéani jako farmakokinetické vlastnosti, ndklady a oc¢ekavanou lepsi
kompliance pacienta, zj. kviili moznosti perordlniho podani. Cile téchto 1é¢iv zahrnuji kinazy
(napft. tyrozinkinazy a serin/threonin kinazy), epigenetické regulacni proteiny, DNA reparacni
enzymy a proteazom. Lékova rezistence bohuzel stale predstavuje vyzvu pro nizkomolekularni

protinadorova léciva, cilend nevyjimaje (Zhong et al., 2021).

Nejcastéjsim cilem nizkomolekuldrnich 1é¢iv jsou receptorové tyrozinkinazy (RTK). Tato
rodina obsahuje 58 typl receptord, které reguluji zakladni buné&Ené procesy jako proliferaci,
apoptozu a migraci bun¢k. Kazda RTK se sklada z extracelularni domény obsahujici vazebné
misto pro ligand, jedné transmembranové domény a cytozolické domény, ktera zahrnuje oblast
s tyrozinkinazovou aktivitou. Rozdilna struktura a sekvence extracelularni domény definuje
ligandovou specifitu a je odlisna pro kazdou tfidu receptorti. RTK jsou schopny pfijimat a
pfenaset signaly z extracelularniho prostfedi. Po navazani ligandu na extracelularni doménu
dochazi k aktivaci enzymové podjednotky, kterd soucasné€ prodélava konformac¢ni dynamickou
proménu, nasleduje dimerizace a autofosforylace tyrozinovych zbytkl, coz vede k aktivité
samotn¢é tyrozinkindzy (Yamaoka et al., 2018). V disledku aktivity tyrozinkinazy dochazi
k sestaveni signdlniho komplexu, ktery zahdji kaskddu aktivace cilovych intraceluldrnich

signalnich drah. NepferuSovand a abnormalni aktivita je schopna naruSit rovnovahu pfenosu

Mrw e

Mechanizmem ucinku TKi (Obr. 8) je ve vétsin€ piipadi kompetice s ATP v ATP-vazném
misté intracelularnich domén zmutovanych nebo nadmérné exprimovanych tyrozinkinaz. Pfi
vazbé€ inhibitoru dochdzi k zablokovani fosforylace a pferuseni tvorby signalniho komplexu.

Cilem inhibitort mohou byt receptorové tyrozinkinazy, ale také nereceptorové tyrozinkindzy,
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které se vyskytuji v cytoplazmé a taktéz se podileji na aktivaci intracelularnich signalnich

kaskad (Wu and Fu, 2018).
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Obr. 8 Mechanizmus ucinku a specifika kindzovych inhibitorii a monoklondlnich protilatek.
Malé molekuly TKi mohou diky své malé velikosti a fyzikalne-chemickym vlastnostem prochazet
pres membrdanu do cytoplazmy, tim padem ovliviiovat molekuly wuvniti bunky. Naopak
monoklonalni protilatky vzhledem ke své molekulové velikosti nemohou projit skrz bunécnou
membranu a mohou piisobit pouze na molekuly, které jsou exprimovany na bunécném povrchu

nebo na ty, které jsou secernovany.

Prevzato z: (Liet al.,2012)

Mezi ptiklady v praxi pouzivanych inhibitordt RTK patfi inhibitory kindzy anaplastického
lymfomu (ALK inhibitory), inhibitory receptoru hepatocytového rastového faktoru (cMET
inhibitory), inhibitory receptoru fibroblastového rlistového faktoru a epidermalniho rstového
faktoru (EGFR/EGRF inhibitory) a inhibitory receptorové kindzy tropomyozinu (TRK
inhibitory). Mezi vyuZivané inhibitory nereceptorovych tyrozinkinaz patii Ber-Abll inhibitory,
inhibitory Brutonovy agamaglobulinemické tyrozinkindzy (BTK inhibitory) a inhibitory
Janusovych kinadz (JAK inhibitors) (Zhong ef al., 2021). Schvalené a v praxi vyuZzivané TKi
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piinesly onkologickym pacientiim zna¢né vyhody, ale bohuzel Casto nemaji kurativni Gc¢inky,
vétSina z nich pouze zpomaluje progres nadoru. Nadory v pokrocilych stupnich umi nachézet
unikové cesty se zdmérem vyhnout se inhibici terapeutického cile, coz postupné vede ke vzniku
MDR. Rezistence vici TKi mize byt Siroce kategorizovana jako vrozend nebo ziskana a jeji
mechanizmy mohou byt rizné, jednim z nich je nadmérna exprese ABC transportérti. Pro fadu
TKi plati, ze nizka (klinicky relevantni) koncentrace TKi se chova jako substrdit ABC
transportértl, naopak vysoka koncentrace ma inhibi¢ni vlastnosti. V soucasnosti probiha velké
mnozstvi in vitro, in vivo a ex-vivo studii zamétenych na interakci TKi s ABC transportéry (Wu

and Fu, 2018; Cohen, Cross and Janne, 2021).

Jak bylo zminéno vyse, dal$Sim cilem malych molekul cilenych 1é¢iv mohou byt epigenetické
regulacni proteiny a proteazom. Dédi¢nou zménou genové exprese bez zmény nukleotidové
sekvence genu se zabyva epigenetika. Tento d&j je piisné regulovan riznymi modifikujicimi
enzymy a rozpoznavajicimi proteiny. Abnormalni epigeneticka regulace je mimo jiné také
zodpovédna za rozvoj nékterych malignit a v soucasnosti je pro klinické pouziti schvaleno
pouze malé mnozstvi epigenetickych inhibitort (napt. EZH2 inhibitory, HDAC inhibitory).
Proteazomy, konkrétnéji systém ubikvitin-proteazom (UPS), jsou enzymy zodpovédné za
odbouravani proteinii v lidskych bunkach, které hraji dilezitou roli v homeostdze bunécnych
proteinti, pfenosu signalu, opravé DNA a prezentaci antigenu. Dysfunkce UPS mize souviset
s rozvojem fady onemocnéni v€etné nadorii. Diky tomu bylo vynaloZeno nemalé Usili se
zaméfenim na UPS jako potenciondlni lécebnou strategii. Pfikladem mohou byt buiky
mnohocetného myelomu, které produkuji nadbytek paraproteinu, jejich rist je zavisly na
signdlnich drahach regulovanych proteazomem. Kvili tomu jsou buiky mnohocetného
myelomu vnimavé vici proteazomové inhibici a inhibitory proteazomu piedstavuji jednu z

moznosti 1écby (Zhong et al., 2021).

3.2.1. Capmatinib

Capmatinib (Obr. 9) je perordlni, silny a vysoce selektivni MET (mesenchymal-epithelial
transition) inhibitor (typ Ib) schopny blokovat MET fosforylaci a aktivaci klicovych
downstream efektori (RAS/ERK/MAPK) v MET dependentnich nadorovych bunéénych
linich. Pfedstavuje efektivni 1€cbu pro pacienty s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC)
s dysregulovanou MET drahou. Genomové zmény v MET zahrnuji mutace ve formé preskocent

exonu 14 MET, amplifikace MET genu a nadmérnou expresi proteinu MET. Tyto alterace se
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vétsinou u pacientit s NSCLC objevuji nezavisle na jinych onkogenech. Piitomnost mutace
preskoceni exonu 14 MET je v soucasné dobé nejlépe definovanym prediktivnim biomarkerem
pro pouziti MET inhibitort, tato mutace je téZ prokazanym cilem capmatinibu (Vansteenkiste
et al., 2019). Incidence tohoto typu alterace byla u pacientd s NSCLC odhadnuta na 2—4 %. U
nadort se aktivace MET drahy podili na bunécné transformaci, vaskulogenezi, motilité tumoru
a invazivité¢. Capmatinib je schvalen ve formé tablet o sile 150 mg nebo 200 mg a na zacatku
1é¢by se podava dvakrat denné 400 mg s jidlem nebo bez jidla. U pacienti, kteti maji nezadouci
ucinky, mize byt zvazeno snizeni davky na 300 mg, poptipad¢ i na 200 mg, dvakrat denn¢.
Mezi klinicky vyznamné nezadouci ucinky pfi uzivani patii pneumotitida a hepatotoxicita.
Navzdory nadéjnym datlim o uc¢innosti capmatinibu byl jiz pozorovan fenomén MDR, ktery

musi byt jesté dikladnéji prozkouman (Tan et al., 2021).

Capmatinib byl objeven védci z Incyte (americkd farmaceutickd nadnarodni spolecnost) a
licencovan Novartisem v roce 2009. Ve Spojenych statech byl capmatinib schvalen v roce
2020, déle je také schvalen v Japonsku, Svycarsku, Hong Kongu a v Evropské unii podléha

regulacnimu pfezkoumani (Hughes, 2021).

O

MeHN

Obr. 9 Struktura capmatinibu

Prevzato z: (Hughes, 2021)

3.2.2. Pralsetinib

Pralsetinib (Obr. 10) je vysoce selektivni inhibitor tyrozinkindzového receptoru RET
(rearranged during transfection) (Hughes, 2021). RET je transmembranovy protein s typickou
intracelularni tyrozinkinazovou doménou ucastnici se mnoha riiznych fyziologickych a

vyvojovych funkeci. RET mutace se vyskytuji u vétSiny meduldrnich karcinomt §titné Zlazy,
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zatimco RET flze se vyskytuji u riznych typti nddort, véetné 1-2 % NSCLC a az 10-20 %

papilarnich karcinom §titné zlazy (Y. Wang et al., 2021).

Pralsetinib byl navrzen tak, aby mél vysokou biologickou dostupnost a zna¢nou penetraci do
centralni nervové soustavy, coz ho ptedurcuje pro terapii mozkovych metastaz vyskytujicich se
zejména u pacientll s NSCLC. Doporucené davkovani pralsetinibu je 400 mg jedenkrat denné
(Y. Wang et al., 2021). Mezi nejcastéji se vyskytujici nezadouci u¢inky souvisejici s 1€cbou se
fadi zvySeni AST a ALT, anémie, zacpa a hypertenze. V soucasné dob¢ probiha mezindrodni,
oteviena, randomizovand faze III. studie Accel-erRET Lung (NCT04222972) hodnotici
ucinnost a bezpecnost pralsetinibu ve srovnani se standardni péci u pokroc¢ilého/metastatického
RET pozitivntho NSCLC. V kvétnu 2020 byla ovéfena zadost podana Evropskému
regulacnimu ufadu o schvéleni uvedeni pralsetinibu na trh pro 1é¢bu RET pozitivniho NSCLC
(Markham, 2020). V USA je schvéleny pro 1écbu RET pozitivhiho NSCLC, medularniho a
papilarniho karcinomu $titné zlazy (Subbiah ef al., 2021).

Tato slouCenina byla objevena a vyvinuta spolecnosti Blueprint Medicines sidlici v USA

(Hughes, 2021).
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Obr. 10 Struktura pralsetinibu

Prevzato z: (Hughes, 2021)

3.2.3. Tazemetostat

Tazemetostat (Obr. 11) je peroralni, potentni a selektivni inhibitor histonlysinmethylransferazy

EZH?2 (enhancer of zeste homolog 2). EZH tvofi katalytickou podjednotku PRC2 komplexu.
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Primérné katalyzuje metylaci H3K27, kterd vede k umlCeni gend. Tento proces je dilezity
v kontrole exprese genitl zapojenych do regulace tykajici se rozhodovani o osudu bunék, jako je
sebeobnova nebo diferenciace, z ¢ehoz vyplyvda, ze zmény v EZH2 souviseji s rozvojem a
progresi nadorového bujeni. Inhibitory histonmethyltransferazy jsou v souc¢asné dob¢ ve vyvoji

pro lécbu jak solidnich, tak hematologickych malignit (Rugo et al., 2020).

Tazemetostat byl prvni specificky 1€k schvaleny pro 1écbu epiteloidniho sarkomu v USA
v lednu 2020 a je indikovéan u dospélych a adolescentti ve véku > 16 let s lokaln€ pokroc¢ilym
nebo metastatickym epiteloidnim sarkomem, ktery neni vhodny pro kompletni chirurgickou
resekci. Vroce 2018 ziskal tazemetostat statut sirot¢itho 1éCiva pro 1écbu difuzniho

velkobunééného B-lymfomu, mezotheliomu a folikularniho lymfomu v EU (Hoy, 2020).

Obr. 11 Struktura tazemetostatu

Prevzato z: (Hoy, 2020)
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4. CILE PRACE

Prvnim cilem této prace bylo stanoveni inhibi¢niho efektu tfi vybranych nizkomolekularnich
1é¢iv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat) na vybrané ABC efluxni 1ékové transportéry
(ABCB1, ABCCIl, ABCG2). Tento experiment probihal pomoci stanoveni akumulace

fluorescencnich substratii v parentnich a transdukovanych MDCKII bunéénych liniich.

Navazujicim cilem bylo prozkoumat kombinac¢ni efekt capmatinibu, pralsetinibu a
tazemetostatu s doxorubicinem jakozto potvrzenou obéti MDR (substrat ABCB1 a ABCCl1

transportértl). Tento experiment probihal rovnéz v MDCKII bunééném modelu.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Material a metody
5.1.1. Chemikalie

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

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), (Sigma-Aldrich, MO, USA)

e Fosfatovy pufr (PBS), Lonza (Walkerswille, MD, USA)

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

e (alcein AM, Thermo Fischer Scientific (Walthan, MA, USA)

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

e Fetélni bovinni sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakousko)

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

e 1Y335979, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Kol143, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e MKS571, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Pralsetinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Capmatinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Tazemostat, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Doxorubicin, Selleckchem (Houston, TX, USA)

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

5.1.2. Pristroje

e Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (Poteramica, BG, Italie)

e Laboratorni vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Némecko)

e Inkubator, SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi City, Osaka)

e Tecan microplate reader, Tecan Infinite M200 Pro (Salzburg, Rakousko)

e Lamindrni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)
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5.1.3. Bunééné linie

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) bunécna linie byla poprvé izolovand roku 1958
z ledviny dospélé samice kokrSpan¢la. MDCK buiiky vykazuji vlastnosti podobné buiikam
distalnich tubuld. Vytvareji monovrstvu polarizovanych bun¢k s kartd€ovymi okraji a tésnymi
spoji (Vrbova et al., 2016). Tato bunécna linie byla nejdiive pouzivana pro vyzkum virovych
infekci, pozdéji se zacala Siroce uplatnovat pro studium epitelialniho vyvoje a jeho funkce.
Parentni MDCK bunécna linie, ze které byly izolovany dalsi kmeny bunék, se oznacuje jako
NBL-2. Mezi subtypy parentdlni linie fadime napiiklad MDCK.1, MDCK.2, MDCKI a
MDCKII. Buiikky MDCKII jsou nejcastéji pouzivanym kmenem (Dukes, Whitley and
Chalmers, 2011).

Pro nasi praci byly pouzity buniky subtypu MDCKII, které se ziskéavaji z vyssich parentalnich
pasdzi MDCK. Mimo to byly také vyuzity buinky transdukované lidskymi efluxnimi
transportéry zodpovédnymi za MDR, konkrétné ABCB1, ABCC1, ABCG2. Buiky byly
zakoupeny od Dr. Alfreda Schinkela (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam,
Netherlands).

5.1.4. Akumulaéni studie

Princip akumulaénich studii spocivd v méfeni intenzity fluorescence. Intenzita odpovida
mnozstvi akumulovaného fluorescenéniho substratu. V naSem experimentu jsme pouZzili
modelové substraty ABC 1ékovych efluxnich transportéri hoechst 33342 pro detekci inhibice
ABCBI1 a ABCG?2 transportéru a calcein AM pro detekci inhibice ABCCI1 transportéru.
Hoechst 33342 je fluorescencni barvivo, které je Siroce pouZivano k méteni efluxu savéimi
bunikami. Je to ve vodé rozpustna sloucenina, ktera fluoreskuje po navazani na maly zlabek
DNA nebo v hydrofobnim prostiedi, jako je lipidovd membrana. Je to relativné netoxicka a
nemutagenni sloucenina, pokud je pouzita v koncentraci do 10 uM (Coldham et al., 2010).
Calcein AM (acetoxymethyl diacetylester calceinu) je vysoce lipofilni vitalni barvivo, které
rychle vstupuje do bunék, je pireménéno intracelularnimi esterdzami na calcein, ktery
fluoreskuje. Z mrtvych, poSkozenych nebo buncék exprimujicich ABCCI transportér je
hydrolyzovany substrat ve formé fluoreskujiciho calceinu vytlacen (Bratosin et al., 2005).
V piipad€ parentdlnich bun¢k je hodnota fluorescence vyssi nez u bun€k s exprimovanymi
ABC efluxnimi transportéry. Tyto transportéry jsou zodpovédné za zvySeny eflux substratu,

tim padem 1 za snizenou hodnotu fluorescence. Po pfidani inhibitori téchto transportérti dochazi
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k zablokovani efluxu substratu z intracelularniho prostiedi buniky a intenzita fluorescence se

op€t zvysuje.

Pro validni vysledky akumula¢nich studii je nutné, aby konfluence bunék byla 100 %, to
znamena, aby se tvofila souvisla monovrstva. Buniky se nasadily do 96jamkové desticky,
v poctu 60000/jamka/100 pl pro MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 a 100000/jamka/100 pl
pro parentni MDCKII a MDCKII-ABCCI1 buiiky. Takto nasazené bunky se nechaly inkubovat
po dobu 24 hodin ve standardnich podminkach (37 °C, 5% CO,). Po dosédhnuti plné¢ konfluence
(100 %) se odstranilo médium a buiiky se dvakrat oplachly pfedehiatym PBS pomoci
multikanalové pipety. Néasledn¢ se do uréitych jamek ptidalo 90 pl Opti-MEM média
s modelovymi inhibitory 1,1 pM Kol43 pro MDCKII-ABCG2, 1,1 uM LY335979 pro
MDCKII-ABCBI, 55 uM MK571 pro MDCKII-ABCC1 anebo se ptidalo Opti-MEM médium
snami zkoumanymi potencionalnimi inhibitory (pralsetinib, capmatinib, tazemostat)
v Sestistupniovém koncentraénim rozmezi 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM a 50 uM. Jamky,
kde bylo ptfidané samotné Opti-MEM médium, slouzily jako kontrola (90 ul) nebo background
(100 pl). Desticka se nasledné nechala inkubovat po dobu 15 minut pii teploté¢ 37 °C. Po
ukonceni inkubace se do jamek (s vyjimkou backgroundu) automatickou pipetou ptidalo 10 pl
roztokdi modelovych substratt, tedy 5 uM hoechst 33342 (pro MDCKII-ABCG2 a MDCKII-
ABCB1) a2 uM calcein AM (pro MDCKII-ABCC1). Ihned poté se v minutovych intervalech
méfila intenzita fluorescence s vyuzitim spektrofotometru detekujiciho fluorescenci. Hladina
substrati byla méfena pii vlnovych délkach exc. 350/em. 465 nm pro hoechst 33342 a exc.

465/em. 535 nm pro calcein AM.

5.1.5. Kombinaéni studie

Kombinac¢ni studie byla zaloZena na sledovani viability MDCKII-par, MDCKII-ABCBI1 a
MDCKII-ABCC1 bun¢k. Viabilita byla testovdna prostfednictvim MTT metody, kdy se
sledoval antiproliferacni efekt cytostatického substratu doxorubicinu samotného nebo

v kombinaci s capmatinibem, pralsetinibem a tazemetostatem.

Tato metoda patii mezi jednu z nejuniverzalngjsich a nejpouzivanégjSich testl viability. Dochazi
ke konverzi ve vodé rozpustného Zlutého barviva MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
difenyltetrazolinum bromid] na nerozpustny fialovy formazan plsobenim NADPH-
dependentnich mitochondridlnich oxidoreduktdz (Obr. 12) (Kumar et al., 2018). Skrze

intenzitu zbarveni fialového formazanu mizeme detekovat mnozstvi zivych bunck. Cim vétsi
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pocet zivych bunék s aktivnimi oxidoreduktazami, tim intenzivnéjsi zbarveni formazanu lze

océekavat.
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Obr. 12 Redukce MTT na MTT formazan

Prevzato z: (Kumar, Nagarajan and Uchil, 2018)

Bunky byly nasazeny v poctu 15000/jamka/100 pl do 96jamkové desticky a nechaly se
inkubovat po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby bylo odstranéno médium a bylo ptidano
100 ul  predehtatétho média obsahujiciho doxorubicin samotny nebo v kombinaci
s capmatinibem, pralsetinibem nebo tazemetostatem v sedmistupiiovém koncentraénim
rozmezi. Jako kontrola 0% viability byl pouzit 40% roztok DMSO v médiu, naopak jako
kontrola 100% viability byl pouzit roztok ¢istého média. Takto pfipravena desticka se nechala
inkubovat dalSich 48 hodin. Po uplynuti této doby se odsidlo médium a buiiky se oplachly
predehiatym PBS. Po jeho odsati se pfidalo 100 pl Cerstvé pfipraveno roztoku MTT v Opti-

MEM (1 mg/ml) a desticka se nechala inkubovat 1 hodinu. Nésledné se opatrné odsalo médium

15 minut v inkubatoru. Poté se desticka lehce protfepala a zméftila se absorbance pomoci Tecan

spektrofotometru pii 570 nm (MTT) a 690 nm (background).

5.1.6. Statisticka analyza

Pomoci one-way ANOVA nasledované¢ Dunnetovym testem byla statisticky analyzovana data
z akumulaénich studii (1é€ivem, popf. modelovym inhibitorem ovlivnéné varianty vs. kontrolni
varianta vzdy v pfislusné sublinii). V pfipadé¢ kombinacnich studii byly srovnavany ICso
doxorubucinu s/bez testovaného cileného 1é¢iva v ptisluSnych subliniich za vyuZiti neparového

t-testu s Welschovou korekci. Pro analyzy byl pouzit program GraphPad Prism verze 7.03
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(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Statisticky vyznamné hodnoty jsou oznacené
nasledovné: p < 0,05 (¥), p <0,01 (**)ap < 0,001 (¥**), p < 0,0001 (***%),

5.2. Vysledky

Tato kapitola se sklada ze dvou podkapitol. V prvni jsou uvedeny vysledky akumulacnich
experimentl, druhd popisuje vysledky kombinacnich studii. V této praci jsme se zaméfili na tii
cilend nizkomolekularni 1é¢iva a zkoumali jejich potenciondlni inhibi¢ni aktivitu vici
zvolenym efluxnim transportériim. Nasledn¢ jsme vySli z vysledkli téchto experiment a
pokracovali kombinacnimi studiemi, které sledovaly mozné MDR-modula¢ni efekty

testovanych 1é¢iv.

5.2.1. Vliv vybranych lé¢iv na aktivitu ABC lékovych efluxnich transportéru

Inhibice ABC transportérii byla zjiStovana pomoci akumulacnich studii. MnozZstvi
akumulovaného substratu (hoechst 33342 a calcein AM) odpovida intenzit€¢ namétené
fluorescence. Studie byla provedena na parentni MDCKII bunééné linii a na MDCKII linii
transdukované efluxnimi transportéry ABCB1, ABCG2 a ABCCI. Parentni bunécné linie
slouZila jako kontrola. Na rozdil od transdukovanych linii byly zmény po expozici testovanym
1écivim 1 modelovym inhibitorim zanedbatelné, coz potvrzuje funkéni validitu vybraného
modelu. VSechny vysledné hodnoty se vztahovaly na kontrolni inhibitory efluxnich
transportért, konkrétné LY335979, MK571 a Ko143. Jejich hodnoty byly povazovany za 100%
inhibice pii kalkulaci ICso.
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5.2.1.1. Capmatinib

Capmatinib je peroralni, silny a vysoce selektivni inhibitor MET (typ Ib) (Vansteenkiste et al.,
2019). Z vysledku naseho experimentu, ktery je znazornén na Obr. 13, je zfejma signifikantné
zvySena akumulace substrati hoechst 33342 u MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2
bunéénych linii a calceinu AM u MDCKII-ABCC1 bunééné linie. U bunék exprimujicich
ABCBI transportér (Obr. 134) doslo k signifikantnimu zvySeni akumulace substratu jiz od
se tendenci s nartstajici koncentraci inhibitoru. Tento trend Ize vidét také u dvou zbyvajicich
efluxnich transportéri ABCC1 (Obr. 13B) a ABCG2 (Obr. 13C). Nejpotentnéji pusobi
capmatinib jako inhibitor na ABCB1 transportéru s hodnotou ICso = 6,73 uM, dale na ABCG2
transportéru (ICso= 7,36 uM) a nejslabéji ptisobi na ABCC1 transportér (ICso = 12,9 uM).
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Obr. 13 Grafické zndzornéni akumulace substratu hoechst 33342 a calcein AM u parentni
MDCKII linie a MDCKII linie transdukované jednotlivymi ABC transportéry ABCBI (A),
ABCCI (B), ABCG2 (C) po exporzici stupniujicim se koncentracim capmatinibu a modelovym
inhibitorum (LY335979, MK571, Kol143). Uvedené hodnoty jsou priumérem + SD trech méreni.
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5.2.1.2. Pralsetinib

Pralsetinib je vysoce selektivni inhibitor tyrozinkinazového receptoru RET (rearranged during
transfection) (Hughes, 2021). Na zakladé vysledka (Obr. 14) mizeme spolehlivé konstatovat,
ze pralsetinib ma silny inhibi¢ni potencial vii¢i vSem zkouSenym transportériim. Ke statisticky
vyznamnym zménam v akumulaci substratu dochézelo uz od nejnizSich zkouSenych
koncentraci inhibitoru. Podobné jako v piipadé capmatinibu miizeme sledovat pozvolna
rostouci akumulaci modelovych substrati po expozici studovanym latkam, ktera souvisi
se zvySujici se koncentraci pralsetinibu. Pralsetinib dosahl v nejvyssich koncentracich identické
potence, jakou vykazovaly modelové inhibitory. Nejsiln€jsi inhibice pfipadd na ABCBI1
transportér s ICso= 1,60 uM (Obr. 14A), nasleduje ABCG?2 transportér s ICso = 2,25 uM (Obr.
14C) a nejslabsi inhibi¢ni afinitu ma pralsetinib k ABCC1 transportéru s ICso = 3,04 uM (Obr.

14B).
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Obr. 14 Grafické zndzornéeni akumulace substratu hoechst 33342 a calcein AM u parentni
MDCKII linie a MDCKII linie transdukované jednotlivymi ABC transportéry ABCBI (A),
ABCCI (B), ABCG?2 (C) po exporzici stupnujicim se koncentracim pralsetinibu a modelovym
inhibitorum (LY335979, MK571, Kol143). Uvedené hodnoty jsou priumérem + SD trech méreni.
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5.2.1.3. Tazemetostat

K vzestupu akumulace prostfednictvim tazemetostatu doslo v ptipadé ABCBI transportéru
(Obr. 154) a ABCCI1 transportéru (Obr. 15B). K signifikantni zméné v akumulaci substrati
Podobné jako v pripad¢ pralsetinibu ma nejvyssi koncentrace 1é¢iva prakticky stejny inhibi¢ni
ucinek na tyto dva transportéry jako pouzit¢ modelové inhibitory. Z toho je patrné, ze
tazemetostat funguje jako silny inhibitor ABCB1 a ABCC1, ¢emuz odpovidaji také hodnoty
ICso = 2,97 uM pro ABCBI1 a ICso = 6,04 uM pro ABCCI1 transportér. V piipadé¢ ABCG2
transportéru (Obr. 15C) se tazemetostat prokéazal jako velmi slaby inhibitor. Ke statisticky
vyznamnému zvySeni akumulace doslo az pti pouziti vysokych koncentraci 1é¢iva, coz se

projevilo také na hodnoté ICso > 50 uM.
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Obr. 15 Grafické zndzornéni akumulace substratu hoechst 33342 a calcein AM u parentni
MDCKII linie a MDCKII linie transdukované jednotlivymi ABC transportéry ABCBI (A),
ABCCI (B), ABCG2 (C) po expozici stupnujicim se koncentracim tazemetostatu a modelovym
inhibitorum (LY335979, MK571, Kol143). Uvedené hodnoty jsou priumérem + SD trech méreni.
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5.2.2. Vyuziti Iékovych interakci pro prekonani rezistence zprostiedkované ABC

transportéry

Konvenc¢ni cytostatika nemusi mit optimalni protinadorovy ucinek, pokud jsou v 1écb¢ pouzity
samostatné. Jednou z pti¢in mize byt nadmérna exprese efluxnich transportérti, diky kterym se
stanou obét'mi lékové rezistence. Pokud se ovSem terapie skladd z kombinace 1€¢iv, napf.
konvenc¢niho cytostatika a TKi, ktery ma potencial zablokovat efluxni transportér, v buitkach
se zvysi koncentrace cytostatika. Ve vysledku mtze byt tato kombinace mnohem efektivnéjsi
nez aplikace samotného cytostatika. Tuto hypotézu jsme se snazili ovéfit pro capmatinib,
pralsetinib a tazemetostat pomoci MTT proliferacnich testli ve stejném bunééném modelu jako
v ptipadé pfedchozich akumulacnich studii, ve kterych jsme popsali jejich dostate¢ny inhibi¢ni
ucinek vici ABCB1 a ABCC1. Jako konvencni cytostatikum jsme vybrali doxorubicin, ktery
se pouziva v terapii NSCLC a zaroven funguje jako substrat téchto transportéri (je obéti MDR).
Pro porovnéni jsme pouzili MDCKII parentni bunéfnou linii, kterd neexprimuje zadny
transportér a neni schopna zprostfedkovat 1ékovou rezistenci vyvolanou transportéry a ani se
na ni nemuze projevit efekt inhibice. Koncentrace nizkomolekuldrnich inhibitori pouzitych
v t&chto studiich byly zvoleny s ohledem na jejich toxicitu viici ABC transportérim (ta by méla
pouzit v koncentraci 5 uM pro ABCB1 a 1 uM pro ABCCl, pralsetinib v koncentraci 5 uM pro
ABCBI1 a 1 uM pro ABCCI a tazemetostat v koncentraci 10 pM pro ABCB1 a 1 uM pro
ABCCIL.
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5.2.2.1. Capmatinib

Z Obr. 16 je patrné, Zze capmatinib zvysil signifikantné vnimavost MDCKII-ABCB1 bunécné
linie (Obr. 16A), taktéz MDCKII-ABCC1 bunécné linie (Obr. 16B) vici antiproliferativnimu
ucinku doxorubicinu v porovnani s uc¢inkem samotného doxorubicinu. V ptipadé ABCBI
transportéru se jednalo o 2,2ndsobné zvysSeni citlivosti a 7,9nasobné zvyseni citlivosti bylo
pozorovano u ABCCI transportéru. Naopak v pfipad¢ parentni bunécné linie se kombinace
téchto 1€¢iv projevila s nesignifikantnim ucinkem, coz se odrazilo na hodnot¢ ICso= 1,43 uM,

ktera je velmi podobna ICsp samotného doxorubicinu (1,41 uM).

A
- 100 1C50 (PM) 95% CI (M)
(=]
£ 754 . —+ Dox in MDCKII-parent 1.41 (1.36 - 1.47)
>
g -0- Dox in MDCKII-ABCB1 45.0 (32.3-51.1)
',% 50+ Q -e- Dox + Cap in MDCKII-parent 1.43"° (1.33 - 1.55)
> - Dox + Cap in MDCKII-ABCB1 202" (17.5-23.0)
T 25
Q

0. o

-1 0 1 2
log doxorubicin concentration (uM)

B
= 1007 ) ICs0 (UM)  95% CI (uM)
(=]
E 75- —+ Dox in MDCKIl-parent 1.41 (1.36 - 1.47)
E -o- Dox in MDCKII-ABCC1 14.7 (12.4 - 17.2)
Q504 -e- Dox + Cap in MDCKlI-parent ~ 1.43"° (1.33-1.55)
> = Dox + Capin MDCKII-ABCC1  1.86""  (1.53-2.21)
3 25
Q

o o

-2 -1 0 1 2

log doxorubicin concentration (uM)

Obr. 16 Grafické znazorneni antiproliferativniho ucinku doxorubicinu v MDCKII bunécnych
liniich transdukovanych ABC transportéry ABCBI (A), ABCCI (B) a parentni MDCKII
bunécné linii v kombinaci s capmatinibem. Uvedené hodnoty jsou priimérem £ SD trech méreni.

Pozn.: ns, nesignifikantni; Dox, doxorubicin, Cap, campatinib.
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5.2.2.2. Pralsetinib

Na zaklad¢ vysledkl prezentovanych na Obr. 17 miizeme opét sledovat signifikantni zvyseni
uc¢innosti kombina¢ni 1écby v porovnani s ucinnosti samotného cytostatika. Ze ziskanych
vysledkt vyplyva, ze ptidani pralsetinibu do kombinace zvySilo 11krat citlivost MDCKII-
ABCBI1 bun¢k (Obr. 174) a 5,7krat citlivost MDCKII-ABCC1 bunék (Obr. 17B) vici
antiproliferativnimu G¢inku doxorubicinu ve srovnani se samotnym doxorubicinem. U bunék
parentnich pralsetinib v kombinaci nevykazal schopnost signifikantné posunout ICso hodnotu
doxorubicinu pod urovenn ICsp hodnoty samotné ptusobiciho doxorubicinu (1,27 uM vs 1,41

uM).
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__ 100
2 ® —+- Dox in MDCKII-parent 1.41 (1.36 - 1.47)
> 759 -0~ Dox in MDCKII-ABCB!1 45.0 (39.3 - 51.1)
= 3 - Dox + Pra in MDCKIl-parent ~ 1.27"° (1.13 - 1.40)
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0_ T T T ?
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; 75 Dox in MDCKII-parent 1.41 (1.36 - 1.47)
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Obr. 17 Grafické zndzorneéni antiproliferativniho ucinku doxorubicinu v MDCKII bunécnych
liniich transdukovanych ABC transportéry ABCBI (A4), ABCCI (B) a parentni MDCKII
bunécné linii v kombinaci s pralsetinibem. Uvedené hodnoty jsou priimérem + SD trech méreni.

Pozn.: ns, nesignifikantni; Dox, doxorubicin, Pra, pralsetinib.
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5.2.2.3. Tazemetostat

Posledni zkoumanou latkou v kombinacnich studiich byl tazemetostat. Podobné jako

v predeslych ptipadech je mozné sledovat statisticky vyznamny senzitiza¢ni ucinek kombinac¢ni

1¢cby u MDCKII-ABCB1 bunééné linie (Obr. 184) a také u MDCKII-ABCC1 bunééné linie

(Obr. 18B). Tazemetostat zvysil ucinnost antiproliferativniho G¢inku doxorubicinu 8,4krat pro

ABCBI a 4,5krat pro ABCC1. Stejné jako u capmatinibu a pralsetinibu nedoslo ani v tomto

piipadé¢ k neocekavanému zcitlivéni bunck parentnich, kde je rozdil mezi hodnotami ICs

doxorubicinu a kombinace nesignifikantni.

A
ICsp (M)

- 100+ -+ Dox in MDCKlI-parent 1.41
°\.; - -0~ Dox in MDCKII-ABCB1 44.4
= -o- Dox + Taz in MDCKII-parent 1.19"°
S 5] Q - Dox + Taz in MDCKII-ABCB1 532
S
T 25-
Q

07 O

-1 0 1 2
log doxorubicin concentration (uM)
B
100+

- ICs0 (WM)
2
; 754 -+ Dox in MDCKII-parent 1.41
£ -0-  Dox in MDCKII-ABCCH1 147
S 507 -&~  Dox + Taz in MDCKlI-parent 1.21"°
> -= Dox + Taz in MDCKI-ABCC1  3.26
T 25
(&)

0_

-2 -1 0 1 2
log doxorubicin concentration (pM)

95% CI (uM)

(1.36 - 1.48)
(38.9 - 50.5)
(1.10 - 1.30)
(4.40 - 6.40)

95% CI (M)

1.36 - 1.47)
12.4-17.2)
1.15-1.28)
2.15 - 4.57)

o~~~

Obr. 18 Grafické zndzorneni antiproliferativniho ucinku doxorubicinu v MDCKII bunécnych

liniich transdukovanych ABC transportéry ABCBI (A4), ABCCI (B) a parentni MDCKII

bunécné linii v kombinaci s tazemetostatem. Uvedené hodnoty jsou primeérem = SD tirech

meéreni. Pozn.: ns, nesignifikantni; Dox, doxorubicin, Taz, tazemetostat.
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6. DISKUZE

Kvuli MDR nereaguje znacny pocet nadorti na chemoterapii. Tento fakt pfedstavuje problém
zejména pro pacienty s metastatickymi ndlezy, u kterych je zodpoveédny ptiblizné za 90% Sanci
selhdni 1écby. Pfi¢in mize byt mnoho, pficemz chemoterapeuticka rezistence je velmi ¢asto
spojena s ptitomnosti ABC efluxnich 1¢kovych pump. Bylo zjisténo, ze takto zprostfedkovana
MDR je jednou z hlavnich piekazek v uspesné 1é¢bé riiznych druhti nadorovych bujeni. Diky
tomu si vyzkum novych potentnich inhibitori-modulatord ABC transportért ziskal velky zajem
védecké spolecnosti (Mohammad, He and Yin, 2018). ABC transportéry hraji roli nejen
v MDR, ale téz v béznych farmakokinetickych interakcich (napf. ovlivnéni biologické
dostupnosti digoxinu inhibitory ABCB1 pii peroralnim podani) (Szakécs ef al., 2008). Kvili
témto vyznamnym rolim jsou interakce novych vyvijenych 1é¢iv s ABC transportéry intenzivné
studovany. Jednou z moznosti stanoveni funk¢éni inhibice transportéru modulatory je meéteni
zmén akumulace fluorescenénich substrati v bunkach nadmérné exprimujicich pozadované
ABC transportéry. Tato metoda vykazuje urcité vyhody (relativné nizkd cena a jednoduché
stanoveni) oproti radioaktivnim a analytickym (napf. hmotnostni spektrometrii) metodam.
Pokud konkrétni pozadovany substrat neni dostupny jako fluorescenéni molekula, 1ze pouzit
v podobném bunééném modelu k méfeni intraceluldrni akumulace radioizotop substratu.
Nevyhody tohoto typu znaceni zahrnuji zejména vysoké naklady na praci s radioaktivitou a
v ptipadé nedostupnosti komercniho substratu nutnost vlastni syntézy radioizotopu (Bircsak et
al., 2013). Vyhody detekce substratu pomoci hmotnostni spektrometrie zahrnuji neptetrzité
monitorovani efluxu lékového transportéru a analyzu substratu z extracelularniho prostoru,
ktery nemusi vykazovat fluorescencni aktivitu nebo byt oznacen radioaktivnimi znackami (Lu
et al., 2020). Vnas$i Gvodni studii jsme popsali inhibi¢ni interakce tfi vybranych
protinddorovych 1&€iv, capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu, s lékovymi transportéry

hrajicimi roli v MDR a farmakokinetickych 1€kovych interakcich.

V naSich akumulaénich studiich jsme popsali capmatinib jako inhibitor vSech tii studovanych
transportértt (ABCB1, ABCG2 a ABCC1). Zji$téna cmax capmatinibu dosazena pii dodrzovani
doporucené¢ho davkovani 400 mg dvakrat denné po sedmi dnech je 7,4 uM (Moreno et al.,
2021). Relevantnéjsi informace ptinasi farmakokineticka studie provedena (Esaki et al., 2019).
Ta uvadi, Ze cmax ve steady state je dosazena po 15 dnech davkovani (400 mg dvakrat denn¢) a
odpovida 18,4 uM. S ohledem na hodnoty cmax zjiSt€né béhem téchto farmakokinetickych

studiich a 1Csp hodnot naméfenych béhem naSeho experimentu mizeme ocekavat potencialni
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klinickou relevanci interakci capmatinibu s ABC transportéry. Z namétenych a zjiSténych
hodnot vyplyva, Ze capmatinib ma velkou Sanci stat se potentnim modulatorem, ale také
pachatelem 1ékovych interakci. To potvrzuje studie provedena (Grande et al., 2021), kterd

zminuje in vitro inhibi¢ni potencial capmatinibu viici ABCB1 (ICso= 12,0 uM) a ABCG2 (ICso

rwe

Mrwe

s MET dysregulovanymi pokrocilymi solidnimi tumory, které jsou refrakterni na aktualné
dostupnou terapii. Jako citlivé substraty byly pouzity digoxin a rosuvastatin v béznych
terapeutickych davkach. cmax digoxinu pii soubézném podavani vzrostla ptiblizn¢€ 1,7krat
Vv porovnani s cmax samotného digoxinu. V piipad¢€ rosuvastatinu v kombinaci vzrostla cmax

3,0krat v porovnani se samotnym rosuvastatinem.

V naSich akumulacnich studiich pralsetinib prokézal silné inhibi¢ni vlastnosti vii¢i vSem
zkoumanym transportérim (ABCB1, ABCG2 a ABCC1). Y. Wang et al., (2021) provedli studii
s cilem stanovit substratovou specifitu pralsetinibu a zkoumali ovlivnéni jeho farmakokinetiky
efluxnimi transportéry ABCB1 a ABCG2. Zjistili, Ze pralsetinib je in vitro velmi U¢inng
transportovan ABCB1 a podstatné méné ABCG2 transportérem. Modelové inhibitory téchto
transportért (zosuquidar a Ko143) u¢inné zablokovaly tento transport. DalSim zjiSténim bylo,
ze peroralni biodostupnost je mirné¢ omezena ABCB1 transportérem, ktery téz siln€ omezuje
penetraci pies hematoencefalickou bariéru. cmax uvedena v této studii odpovida 5,3 uM. Vezme-
li v Gvahu cmax hodnotu a fakta uvedend v této studii dohromady snami naméfenymi
inhibi¢nimi ICso hodnotami pralsetinibu vici ABC transportérim, mizeme ocekdvat mozny

realny dopad naSich vysledkl v in vivo podminkach.

NaSe zaveérecné akumulacni studie prokéazaly inhibi¢ni potencial tazemetostatu viici ABCBI a
ABCCI, ale nikoliv viici ABCG2 transportéru. Zhang et al. (2015) provedli studii s cilem
provétit a specifikovat afinitu potentnich EZH?2 inhibitort véetné tazemetostatu viici ABCB1 a
ABCG2 transportériim a provéfit jejich vliv na G€innost téchto latek. In vitro transportni studie
prokézaly vysokou substratovou afinitu tazemetostatu vii¢i ABCBI1, naopak vici ABCG2 se
prokézal jako slaby substrat. Mezi dal§i vyvozené zavéry této studie patii obavy ohledné
inhibitory. cmax naméfena ve farmakokinetické studii po 15 dnech uzivani 800 mg tazemetostatu
dvakrat denné se rovna 2,3 uM (Munakata et al., 2021). Na zdkladé¢ nami zmétenych hodnot

ICso tazemetostatu viici ABC transportérim a s ohledem na zjisténou cmax, miizeme konstatovat,
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ze klinickd relevance inhibi¢niho efektu se potencidlné tyka pouze ABCB1 a ABCCI1

transportéru.

Pokud bych méla moznost rozvést a ovétit vysledky ziskané z inhibi¢nich akumulacnich studii,
pouzila bych jako metodu méfeni akumulace substratu pritokovou cytometrii. Tato metoda je
vice senzitivni a schopnd méfit intenzitu fluorescence jednotlivych bun¢k s optimalni citlivosti
(Bircsak et al., 2013) v porovnani s metodu méteni fluorescence pomoci mikrodestickového
fluorimetru. DalSi moznosti rozvedeni prace by bylo studium inhibi¢niho efektu
nizkomolekularnich inhibitort na buinikdch ziskanych zbiopsii nadorit exprimujicich
pozadované transportéry. Timto zptisobem bychom ziskali cenné informace ohledné inhibice
za podminek ex vivo a potencialu nizkomolekularniho 1é¢iva stat se modulatorem v klinické

praxi.

Zakladnim kamenem protinddorové 1é¢by je v mnoha ptipadech kombinace dvou nebo vice
1é¢iv cilicich na procesy ¢i drahy diileZité pro onkogenezi a proliferaci. Kombinace 1é¢iv mohou
vykazovat vyssi nebo nizsi u¢inek ve srovnani s aditivnim efektem, coz odpovidé synergickym
nebo antagonistickym lékovym interakcim (Lopez and Banerji, 2017). Pouziti synergickych
kombinaci umoznuje snizit davky léciv, za soucasného zachovani nebo dokonce zvySeni
ucinnosti se tak zmirnuji vedlejsi ucinky, ¢imz dochézi ke zvyseni efektivity a bezpecnosti
terapie. Navic kombinovana 1é€ba muze také nastolit mnohondsobné piekézky bunéénému
aparatu, a tim potencionalné blokovat evolu¢ni Unikové mechanizmy vedouci k rezistenci.
Kwvili vyse popsanym divodiim se pti 1é¢bé nddort rutinné pouzivaji kombinace tii nebo vice
1é¢iv. Synergie a antagonismus jsou definovdny srovnanim mezi pozorovanym ucinkem
kombinace oproti ocekdavanému ucinku jednotlivych 1é€iv (Mokhtari et al., 2017; Cokol-
Cakmak et al., 2018). V dalsi ¢asti své experimentalni prace jsem se vénovala kombinacim
1é¢iv (cilené l1é¢ivo-inhibitor + cytostatikum-obét’ MDR) a zkoumala schopnost potencidlnich
modulatort negativné zasadhnout MDR, a produkovat tak synergicky protinadorovy ucinek. Ve
vSech ptipadech naSich kombinaci 1éCiv se projevil jejich vzajemny synergizmus v liniich
s overexpresi studovanych transportér, coZz poukazuje na jejich moznou funkci jako
modulatort MDR. V minulosti jiz bylo provedeno n¢kolik studii kombinujicich capmatinib
s cytostatiky-obétmi MDR, pificemZ moznd pozitivni role interakci na transportérech ve
vysledném kombina¢nim u¢inku nebyla uvaZovéana. Studie provedend J. Wang & Cheng,
(2017) uvadi, Ze capmatinib potlacil preziti bunc¢k tumoru vajecnikli v zavislosti na davce, kde
koncentrace 6 uM vedla k potlaceni pfeziti bunck Casové zavislym zpuasobem. Navic

capmatinib v kombinaci s paklitaxelem vyznamné zvysil jeho cytotoxické ti¢inky. Na zakladé
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nasSich vysledka se mtizeme domnivat, ze na tomto vystupu se mohla podilet inhibi¢ni interakce
capmatinibu s ABC 1ékovymi transportéry. Podobné studie provedena Shaker et al., (2020)
ukazala, Ze capmatinib in vivo (u mysi) zprostiedkoval zmirnéni kardiotoxického a
nefrotoxického ucinku doxorubicinu a cisplatiny v zavislosti na davce capmatinibu. Navic in
vitro capmatinib potencoval ucinek pouze doxorubicinu, nikoliv cisplatiny. Opét miizeme
predpokladat, Ze na kombina¢nim vystupu u doxorubicinu se mohla podilet modulace MDR
zprostiedkované ABC transportéry. Tuto hypotézu podporuje fakt, ze zatimco doxorubicin je
substratem ABC transportért, cisplatina neni (Vesel et al., 2017), a v souladu s tim u cisplatiny
k potenciaci nedoslo. Je vhodné dodat, Ze pro potvrzeni nasi hypotézy by bylo nutné stanoveni
funk¢ni exprese ABC efluxnich transportérii ve studovanych modelech. Vysledky podobnych

studii s pralsetinibem a tazemetostatem bohuzel zatim nejsou k dispozici.

Vétsina cytostatik, ktera figuruji mezi obét'mi MDR, je substratem vicero transportérii najednou
(odsud nazev mnohocetné rezistence) a v piipad¢ inhibice jednoho transportéru jej mize
zastoupit jiny (Stefan, 2019). Vzhledem k tomu, Ze velkd ¢ast nadorii exprimuje nékolik
zastupcit ABC transportért a je schopna jejich expresi ménit, je logickym krokem, jak celit této
ptekdzce, navrzeni inhibitorl, které maji vliv na vSechny upregulované transportéry. Doposud
bylo popsano piiblizné osmdesat vice¢etnych inhibitorti schopnych blokovat ABCB1, ABCCl1
a/nebo ABCG2, ale pouze u nékolika malo sloucenin (pelitinib, sunitinib a vatalanib) bylo
prokézano, Ze jsou schopny zvratit MDR zprostfedkovanou témito transportéry (Stefan, 2019;
Xiao et al., 2021). Poznatky ziskané v na$i inhibi¢ni studii pfispivaji vyznamnym zpisobem
k prozkoumani této problematiky. Na zakladé¢ naSich vysledki miizeme konstatovat, Ze
campatinib a pralsetinib mohou byt oznaceny jako multitransportérové inhibitory ABCBI,
ABCG2 a ABCCI1 s potenciondlni klinickou Sanci zvratit MDR. Tazemetostat je schopen
modulovat MDR inhibici pouze dvou transportért, a vykazuje tudiz potencionalné mensi Sanci
stat se klinicky relevantnim moduldtorem nové generace. I pies tyto dalezité poznatky je
potieba provést diikkladnéjsi kombinacni studie nejen in vitro, ale zejména ex vivo/in vivo

s primarnimi nadorovymi buiikami/xenografty s pfirozenou expresi ABC transportéri.

V poslednich dvou desetiletich bylo vynalozeno velké usili na vyvoj modulatori MDR
zprostiedkované¢ ABC transportéry. Od konvencnich netoxickych modulatorti, které
v minulosti selhaly, se vyzkum posouva smérem k modernim cilenym lé¢ivim s dudlnim
efektem, které kromé schopnosti inhibovat transportéry maji té€Z svou vlastni antiproliferacni
kapacitu (Shukla, Ohnuma and v. Ambudkar, 2011; Kathawala ef al., 2015). V nasi préci jsme

popsali, ze touto vlastnosti potencialné disponuji vSechna tfi studovana l1é¢iva, tedy capmatinib,
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pralsetinib a tazemetostat. Krom¢ inhibice existuji také nové strategie k prekonani MDR, které
zahrnuji regulaci exprese ABC transportéri. Ta mize byt regulovand napi. pomoci miRNA
nebo siRNA/shRNA technologii. Mezi dulezita zjiSténi patii fakt, ze eflux protinadorovych
1é¢iv neni jedinou lohou ABC transportéra pfi selhani 1écby. Mohou také ovliviiovat dispozici
signalnich molekul, hormoni a metabolitl, a tim regulovat bunéény redoxni stav, sloZeni
membranovych lipidii a nddorové mikroprostiedi (Xiao et al., 2021). Je vhodné zminit, Ze pii
vyvoji strategii cilicich na transportéry zprostiedkovanou MDR je klicova personalizace
terapie, ktera pomiize vytipovat kohortu pacientti s dostate¢nou expresi transportérti v nadoru,

a ktera tak bude z dan¢ strategie profitovat.
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7. ZAVER

V této diplomové praci jsme nejdiive stanovovali inhibi¢ni efekt tiech cilenych
nizkomolekularnich 1é¢iv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat) vii¢ci ABC lékovym efluxnim

transportérim (ABCB1, ABCC1 a ABCG2) v MDCKII bunééné linii.

Inhibicni potencidl prokéazaly zejména capmatinib s pralsetinibem, které inhibovaly vSechny
zkousené zastupce ABC transportérii. Silnou inhibi¢ni schopnost projevil piedevs§im pralsetinib
inhibice ABCG2. Na zaklad¢ zjisténych inhibi¢nich vlastnosti jednotlivych 1é¢iv a hodnot cmax
z farmakokinetickych studii mizeme u vSech tii ocekéavat potencialni klinickou relevanci jejich

interakci se studovanymi ACB transportéry.

Po prokéazani inhibi¢niho efektu viici ABCB1 a ABCCI jsme léciva otestovali v kombinaci
s konvenénim cytostatikem (doxorubicinem), které figuruje jako substrat téchto transportéri.
Ve vsech piipadech doslo ke zcitlivéni bun€k s exprimovanymi transportéry, nikoliv vSak
bun€k parentnich, coz potvrzuje jejich moznou roli modulatort MDR. Popsané synergické
kombinace by potencidlné mohly byt v budoucnu pouzity pro terapii pacienti s MDR
zprostfedkovanou overexpresi ABCB1 a ABCCI1 transportérii. Pozorované zasazeni vice
transportérii najednou je vyznamné pozitivum, které by mohlo zdsadnim zptisobem pomoci

ptekonat problematiku MDR v in vivo podminkach.

Vysledky naSich in vitro inhibi¢nich a kombinaénich studii rozsifily poznatky o studovanych
1é¢ivech a mohou slouzit jako odrazovy mustek pro nasledné in vivo studie, které maji potencial

objektivné zhodnotit naSe zavéry.
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