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Abstrakt
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Nazov diplomovej prace: Stidium interakcii PARP inhibitorov s ABC liekovymi efluxnymi

transportérmi.

ABC efluxné transportéry st integralne membranové proteiny, ktoré vyuzitim energie
ziskanej z ATP prenasaju nespocetné mnozstvo telu vlastnych latok von z buniek, no pozornost’
je vSak upriamovand hlavne na to, ze prenaSaju xenobiotika. Ich nadmerna expresia
v nddorovom tkanive prispieva k mnohopocetnej liekovej rezistencii (MDR), ktord vo véicSine
pripadov vedie k zlyhaniu terapie. Inhibitory poly(ADP-ribéza)polymerazy (PARPi)
predstavuju sl'ubny terapeuticky pristup v liecbe nadorovych ochoreni, ktoré vykazuju defekty
v homolognej rekombinécii (HR). Této praca sa zameriava na Styri vybrané PARPi (olaparib,
rucaparib, niraparib, veliparib) aich interakény potencidl vo¢i ABC liekovym efluxnym
transportérom (ABCB1, ABCC1, ABCG2). Pre ucely naSej prace sme pracovali s MDCKII
bunkami (parentné, transdukované skimanymi transportérmi) a vyuZivali princip
akumulaénych stadii, ktoré su zalozené na merani intenzity fluorescencie Specifickych
modelovych substratov (hoechst33342, calcein AM, daunorubicin, mitoxantréon). Ako
pozitivnu kontrolu sme vyuZivali zndme inhibitory danych transportérov. Mierny inhibi¢ny
potencial sme zistili u olaparibu (ABCG2) a niraparibu (ABCB1). V pripade rucaparibu
a veliparibu nedoSlo k signifikantnej inhibicii ABC liekovych efluxnych transportérov. Na
zaver mozeme konStatovat, Ze sa ndm podarilo rozsirit’ znalost’ farmakokinetického profilu
PARPi. Nasa praca moéze sluzit’ ako dolezity zdroj informadcii, ktoré by po overeni na viacerych

modeloch mohli byt’ uzitocné pre bezpecné klinické vyuzivanie tychto lieciv.
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ATP-binding cassette (ABC) transporters are integral membrane proteins that use the
energy obtained from ATP to carry transport of numerous endogenous substrances out of the
cells, but attention is drawn primarily to the fact that they transfer also xenobiotics. Their
overexpression in tumor tissue contributes to multidrug resistance (MDR), which in most cases
leads to therapy failure. Poly(ADP-ribose)polymerase inhibitors (PARP1) represent a promising
therapeutic approach in the treatment of cancers that exhibit defects in homologous
recombination (HR). This work focuses on four selected PARP1 (olaparib, rucaparib, niraparib,
veliparib) and their interaction potential towards ABC drug efflux transporters (ABCB,
ABCCI1, ABCG2). In our work, we worked with MDCKII cells (parent, transduced by the
transporters of interest) and utilized the principle of accumulation studies based on the
measurement of fluorescence intensity of specific model substrates (hoechst33342, calcein AM,
daunorubicin, mitoxantrone). We used established inhibitors of studied transporters as a
positive inhibitory control. Slight inhibitory potential was found for olaparib (ABCG2) and
niraparib (ABCB1). There was no significant inhibition of examined ABC efflux transporters
exhibited by rucaparib and veliparib. In conclusion, we can sum up that we were able to expand
our knowledge of the pharmacokinetic profile of PARPi. Our work can serve as an important
source of information that, once verified on multiple models, could be useful for the safe clinical

use of these drugs.
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1. Zoznam symbolov a skratiek

ABC transportny protein

ABCBI1 P-glykoprotein, P-gp

ABCCI1 multidrug resistance-associated protein 1, MRP1
ABCG2 breast cancer resistance protein, BCRP
ATP adenozintrifostfat

BER Base Excision Repair

BRCA breast cancer

DAU daunorubicin

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO dimethylsulfoxid

DSB dvojvldknové zlomy

FBS fetalne bovinné sérum

FDA Urad pre kontrolu potravin a liegiv
HR homologna rekombinacia

MDCKII Madin - Darby canine kidney II (bunkové linia)

MDR mnohopocetna liekova rezistencia

MTX mitoxantron

NAD" nikotinamidadenindinukleotid

NBD doména viazuca nukleotidy

PARP poly(ADP-rib6za)polymerazy

PARPi inhibitory poly(ADP-riboza)polymerazy
PBS fostatovy pufer
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SSB jednovlaknové zlomy

T™MD transmembranova doména
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2. Uvod

Chronické choroby boli v roku 2015 celosvetovo zodpovedné za 71% tmrti, najma
nadorové ochorenia, kardiovaskularne ochorenia, diabetes, chronické ochorenia obli¢iek
a ochorenia dychacich ciest. Najvyznamnejsie boli imrtia na nadorové ochorenia, ktoré sa zvysili
z 5,7 miliéna v roku 1990 na 8,8 milidona v roku 2015 a oCakava sa, ze celosvetové zat’azenie

nadorovych ochoreni vzrastie v nasledujucich desatro¢iach o 70% (Tu, Wen et al., 2018).

V kontexte lieCby nadorovych ochoreni teraz svet vstupuje do novej éry takzvaného
»presného lieku®, v ktorom su spravne lieky prispdsobené pacientom a dodédvané konkrétne do
nadorovych buniek, ale nie zdravych buniek. V tomto novodobom pristupe, prevazna vicsina
stucasnych cielenych terapii s bud’ monoklonalne protilatky alebo lieky s malymi molekulami.
Lieky s malymi molekulami su zvycajne schopné difundovat’ do buniek, a preto majii vyhodnu
schopnost’ posobit’ na ciele lokalizované vo vnutri bunky (Resland a Engelsen, 2014). Medzi tieto
malé molekuly patria aj inhibitory poly(ADP-ribéza)polymerazy (PARPi), ktorych cielovou
Struktirou je DNA, teda jadro bunky, kde poly(ADP-ribéza)polymerazy (PARP) zohravaju

kl'aicovt ulohu v signalizécii poskodenia a opravach jednovlaknovych zlomov DNA.

ATP-binding cassette (ABC) efluxné transportéry tvoria velku skupinu vysoko
konzervovanych transmembranovych proteinov, ktoré sprostredkovavaju aktivny transport
mnohych Struktirne a funkéne rozmanitych substratov cez dvojvrstvu bunkovej membrany. Prave
nadmernd expresia niektorych ABC transportérov v naddorovych bunkach je potencionalnym
prispievatelom k rozvoju mnohopocetnej liekovej rezistencie (MDR) voci protinddorovym
lieCivam. Vyvoj MDR je hlavnym problémom u pacientov lieCenych rovnakym lie€ebnym
rezimom po dlht dobu. Tento fenomén vedie u pacientov casto k zlyhdvaniu podavanej

chemoterapie (Amawi et al., 2019).

PARPi mézu reprezentovat’ sI'ubnu cielent terapiu, ale ich senzitivita voci transportérom,
ktoré spdsobuju rezistenciu, nie je zatial’ dobre definovana (Dufour, Daumar et al., 2015). Preto
sme sa v tejto praci zamerali na objasnenie interakénych vztahov vybranych PARPi s ABC
liekovymi efluxnymi transportérmi vyuzitim akumula¢nych metdd. Vysledky tejto prace by mohli

rozsirit’ poznatky farmakokinetickych vlastnosti PARPi smerom k ABC efluxnym transportérom.

10
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3. Teoreticka cast’

3.1. ABC liekové efluxné transportéry
ATP-binding cassette (ABC) efluxné transportéry tvoria velka  skupinu
transmembranovych proteinovych komplexov, ktoré st schopné vylucit’ z vnatra bunky Sirokt
Skalu ako exogénnych, tak aj endogénnych molekul. Na prenos molekul von z bunky vyuzivaju
energiu ulozent v adenozintrifosfate (ATP), ide otzv. ATP-dependentny prenos. Jednd sa
o esencidlne proteiny, ktoré mdzeme nijst’ v kazdom organizme. V l'udskom organizme bolo
doposial’ rozpoznanych 48 ¢lenov, ktori su rozdeleni podla urcitych Struktarnych podobnosti do 7

podskupin od ABCA az po ABCG (Chen, et al., 2016).

3.1.1. Struktiira, lokalizicia a fyziologicka funkcia ABC liekovych transportérov

Zakladna architektaru funkénych ABC efluxnych transportérov casto tvori dimerna
transmembranova doména (TMD) a dimernd cytoplazmatickéd nukleotid viazuca doména (NBD).
Dohromady vytvaraji samostatnt polypeptidovu jednotku TMD1-NBD1-TMD2-NBD2. Existuje
vSak aj vyznamny transportér, ABCG2/BCRP, ktory sa skladd zjednej TMD a NBD. Je
oznacovany za tzv. poloviéného transportéra, u ktorého sa transport aktivuje vytvorenim
disulfidovych mostikov. ABC proteiny teda mézu mat Strukturu plnej vel'kosti (dva TMD a dva
NBD) alebo polovic¢nej vel'kosti (jeden TMD a jeden NBD), a v tom pripade homodimerizujt alebo
heterodimerizuju, aby boli funkéné (Lefevre, F., Boutry, M., 2018). Jedinym spolo¢nym
Struktirnym komponentom roéznych typov ABC transportérov je NBD sradou zachovanych
motivov (Beis, K., 2015). Medzi tieto tri charakteristické sekvencie motivov patri Walker A,
Walker B a LSGGQ motiv, tiez zndmy ako ABC podpis. NBD jednotka viaze az 2 molekuly ATP,
pricom dochadza k hydrolyze a nasledne k uvol'neniu energie. Niektoré podskupiny, konkrétne
ABCE a ABCEF, pozostavaju len z NBD a nemaju jasnu transportnu funkciu. TMD, na rozdiel od
NBD, vykazuje Struktirne vyssie odchylky v primarnej Struktire a topolédgii. Typicky formuje 6
transmembranovych segmentov, teda v plnej velkosti 12 segmentov, ktoré pravdepodobne
vytvaraju akuasi porovita Struktiru cez membranu (Glavinas, et al., 2004). Obsahuje miesto pre
naviazanie substratu od malych anorganickych ionov, cukrov, lipidov, peptidov az po komplexné

organické molekuly. Zmenou svojej konformdécie vytvara prenosnt cestu cez bunkovii membranu.

11
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Vyuziva sa pritom energia uvolnend hydrolyzou ATP, ktord funguje ako palivo pohanajuce

transport molekul von z bunky. Cely mechanizmus transportu popisuje Obr. 1.
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Obr. 1 Model transportného mechanizmu ABC liekovych efluxnych transportérov

1. Substrat S vstupuje do sStrbiny lokalizovanej medzi dvoma TMDs (konformdcia smerujica
dovnutra ,,inward- facing“).

2. Asociacia substratu s TMDs spusti naviazanie 2 ATP na NBDs.

3. Po naviazani ATP nastava dimerizacia NBDs a zmeni sa konformdcia TMDs smerujuc von
(,,outward- facing“), ¢o vyusti v uvolnenie substrdatu z bunky.

4. Hydrolyza ATP zmeni konformdaciu TMDs do vychodiskového stavu (,,inward-facing “)

Prevzaté z Lefevre, F., Boutry, M., 2018.
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Obr. 2 Struktiira troch kategorii ABC transportérov, ktoré poskytujii liekovii rezistenciu.

Vzor a) znazornuje podskupinu ABCB ako napr. ABCBI (P-gp), ktora pozostiva z 12
transmemranovych segmentov (2 TMD) a dvoch ATP viazucich domén (NBD).

Vzor b) znazornuje podskupinu ABCC ako napr. ABCC1 (MRP1), ktora sa sklada z dvoch NBDs,
zdvoch TMDs pozostavajucich zo Siestich transmembranovych segmentov az TMDy
pozostavajucej z piatich transmembranovych segmentov na N terminalnom konci, teda v sumdre

pozostava zo sedemnastich transmembranovych segmentov.

Vzor c) zndzornuje polovicného transportéra ABCG2 (BCRP), zlozeného z jednej NBD a zo

Siestich transmembranovych segmentov (1 TMD).
Prevzaté z Gameiro et al., 2017

Jednotlivé ABC efluxné transportéry sa mézu nachédzat na viacerych miestach v tele
Cloveka, kde zohravaju dobre definovanu tlohu. Prenasaji nespocetné mnozstvo telu vlastnych
latok, ale pozornost’ sa upriamuje hlavne na schopnost’ efluxnych transportérov chranit’ tkaniva

pred Skodlivym pdsobenim xenobiotik. Naviac funguju v synergii s lieky-metabolizujicimi
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enzymami, ¢im sa zvySuje ochrana organizmu pred toxickymi latkami (Gameiro at al., 2017).
Nachadzaju sa preto v relativne velkom mnozstve v organoch s absorpcnou, distribu¢nou
a eliminacnou funkciou. V stcasnosti je dobre zndme, Ze aktivny eflux ABC transportérov
v tenkom creve je jednym z hlavnych prispievatel'ov k slabej absorpcii a nizkej biodostupnosti
oralne podavanych lie¢iv (Glavinas, et al., 2004). Medzi d’alSie bezné lokalizacie ABC efluxnych
transportérov patri peceni a oblicky, ktoré maja vplyv hlavne na exkréciu lie€iv (viz obr. 3). Okrem
iného ich moézeme najst aj naochrannych bariérach l'udského tela (hematoencefalicka,
hematotestikularna, placentarna), ktoré¢ limituju distribuciu lie¢iv (Schinkel a Jonker, 2003).
Nadmerna expresia niektorych ABC efluxnych transportérov pozorovanych v nadorovych
bunkach, ako ABCB1 (P-glykoprotein/Pgp), multidrug resistance-associated protein
I(MRP1/ABCC1), brest cancer resistance protein (BCRP/ABCG2), je jednym z beznych
mechanizmov mnohopocetnej liekovej rezistencie (MDR-multidrug resistance). Ich pricinou
dochadza k znizeniu koncentracie chemoterapeutika v bunke, ¢im sa limituje a znemoziuje

efektivita protinddorovej liecby (Chen, et al., 2016).

14
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Obr. 3 Obrazok zobrazuje schematicku lokalizaciu transportérov vo fyziologickych tkanivach tela.

Z obrdzka je zrejmé, ze ABC efluxné transportéry zohravaju doéleZitu uilohu v absorpcii, distribuicii
a eliminacii. ABC transportéry su vyznacené cervenymi kruhmi. Transportéry inych rodin su

vyznacené modrymi obdlZnikmi.

Prevzate z M.A. DEMEL, 2013

3.1.2. Rola ABC liekovych transportérov vo farmakokinetickej lickovej rezistenci

Rezistencia vznika ako farmakodynamickymi, tak farmakokinetickymi mechanizmami.
Liekové transportéry sledované v nasej praci zohravaju kI'aicovl rolu v mnohopocetne;j liekovej
rezistencii (MDR). Pod tymto pojmom rozumieme rezistenciu, vytvoreni nadorovymi bunkami
v priebehu liecby, na Struktiirne a funkéne odliSné triedy antineoplastickych lie¢iv (Sodani et al.,
2012). Funguji hlavne na farmakokinetickej trovni mechanizmom patologicky nadmernej
expresie transportérov na cytoplazmatickej membrane nadorovych buniek, s naslednym masivnym
vyluCovanim lie¢iv von zbuniek. Tento jav zniZzuje koncentraciu protinddorovych lieciv

v nadorovych bunkach, ¢o mdze viest’ az k zlyhaniu chemoterapie. Medzi d’al§ie mechanizmy
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MDR patri znizené vychytdvanie lieCiv influxnymi pumpami, zvySeny metabolizmus lieciv,
blokovanie apoptotickych signalnych dréh, zvySenie adaptability epigenetickou regulaciou
aregulaciou miRNA, mutacia v ciel'och lieCiva alebo aktivacia spétnej viazby d’alSich cielov
a signalnych drah pripadne chemorezistencia vyvolana zmenami v mikroprostredi (napr. reakcia
na hypoxiu a regulécia rakovinovych kmenovych buniek) (viz obr. 4) (Li, Y.-J., et al.,2017). Medzi
ABC transportéry, ktoré zohravaju taziskova tlohu v MDR, patri hlavne ABCBI1, ABCCI
a ABCG2.

Drug efflux
ABC transporters

(e.g., ABCB1, ABCG2, ABCC1)
'.;*'

Drug metabolism

Activation of detoxifying systems Tumor microenvironment

: o
(e.g., glutathione S-transferase Hypoxia response

CYP450 family) Cancer stem cell regulation

Anticancer drugs

f &
{.

Drug uptake Drug targets
Decrease of drug influx Target mutation

(e.g., solute carriers) Feedback activation

Apoptotic signaling pathway Gene regulation

Topoisomerase hyperactivation Epigenetic regulation

Resistance to DNA damaae miRNA reaulation

Obr. 4 Mechanizmy liekovej rezistencie v ndadore.

Prevzate z 11, Y.-J., et al., 2017

3.1.2.1. ABCBI1 (P-glykoprotein, MDR1)
Pri hl'adani odpovedi v otazke rezistencie bunkovych linii na r6zne chemické agens bola
pozorovand nadmernad expresia glykozylovaného 170 kDa proteinu (Burchenal et al., 1950). V roku
1976 Juliano a Ling vydali prva informaciu o Specifickom spojeni Pgp (P - permeabilita, gp -
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glykoprotein) s rezistenciou na kolchicin sledovanou na Skrecich ovaridlnych bunkéch (Juliano, R.
L., & Ling, V., 1976). ABCBI je lokalizovany na apikalnej strane membrany prevazne
epitelidlnych buniek, ¢oho ddsledkom su substraty ABCBI1 translokované z bazolateralnej
k apikélnej strane epitelu (viz obr. 5). Fyziologicky je ABCBI1 exprimovany v endotelovych
bunkéach hematoencefalickej bariéry a placente, kde zohrava ulohu ochranného prvku tychto tkaniv
pred toxickymi latkami. Svojou pritomnostou v ¢revach a v peceni zohrava dolezitu tlohu v
presystémovej elimindacii peroralne podanych lieciv. Pritomnost'ou v oblickach a peceni sa podiel’a
na elimindcii latok zo systémovej cirkulacie. Predpoklada sa, ze v kore nadoblic¢iek hra ulohu pri
transporte hormonov a homeostaze a v rezistencii na glukokortikoidy. V lymfocytoch a d’alSich
imunologickych a krvnych zlozkach hra pravdepodobne ulohu pri virusovej rezistencii a pri
prenose cytokinov a obalenych virusov (Hodges, Markova et al., 2011). Prenasa nezvycajne Siroké
spektrum prevazne hydrofobnych substratov a substratov s aromatickymi kruhmi alebo pozitivne
nabité pri fyziologickom pH (Choi, Y. H., Yu, A. M., 2014). Siroké spektrum substratov zahfiia
niekol’ko farmakologicky odlisnych zastupcov, ktoré nie su pouzivané len na chemoterapie, ale
tiez na liecbu hypertenzie, alergie, infekcii, imunosupresie, zapalu a v neurologii (Eid et al., 2015).
Expresia ABCBI je zvy€ajne najvyssia v nddoroch, ktoré sit odvodené z tkaniv, ktoré ho exprimuju
normdlne, ako napr. epitelové bunky Criev, obliCiek, nadobli¢iek. V inych nadoroch moéze byt
expresia ABCB1 na zaciatku diagnozy nizsia, ale zvySuje sa po expozicii proti nadorovych lie¢iv
(Thomas, H., & Coley, H. M., 2003). V malignych bunkich sprostredkovava efluxom
mnohopocetni rezistenciu na antracykliny (doxorubucin, daunorubicin, epirubicin), Vinca
alkaloidy (vinorelbin, vinkristin, vinblastin), kolchiciny, epipodofylotoxiny (etoposid, teniposid)

a taxany (paklitaxel, docetaxel).

Terapeutické pouzitie inhibitorov ABCB1 na prekonanie MDR bolo prvykrat navrhnuté
v roku 1981, ked’ Tsuruo et al. zistili, Ze verapamil mdze zvratit MDR v leukemickych bunkach
rezistentnych na vinkristin P388/VCR (Tsuruo et al., 1981). Zastupcov, ktori moduluji fungovanie
ABCB1 mozeme rozdelit do troch generédcii. Zastupcami prvej generacie su verapamil,
cyklosporin A, chinidin, trifluorperazin, res erpin, yohimbin, tamoxifen a toremifen. Hlavnym
limitom tejto generacie je vysoka koncentracia potrebna na zvratenie MDR, ktorej vysledkom je
neprijatel'nd toxicita. Okrem iného mnoho z tychto zastupcov su substratmi pre iné transportéry
aenzymové systémy, ¢o ma za nasledok nepredvidatelné farmakokinetické interakcie.

PresvedcivejSia druhd generdcia vznikla Struktirnymi obmenami prvej generacie s redukovanou

17



FAF KFLT

toxicitou a lepSou tolerabilitou (Yergeri et al., 2014). Najva¢sim limitom pouzitia tejto generacie
je subeznd inhibicia CYP3A4, ktora ovplyvituje metabolizmus a elimindciu protinadorovych
lieCiv. Zablokovanim CYP3A4 sa zvySi koncentracia lieCiva, a tym aj zavaznost’ neziaducich
ucinkov (hlavne toxicita kostnej drene) (Tamaki et al., 2011). Patria tu dexverapamil, valspodar
(PSC 833), dexniguldipin a biricodar citrat (VX 710). Do tretej generdcie patri zosuquidar
(LY335979), laniquidar (R101933), tariquidar (XR9576), ONT-093 (substituovany
diarylimidazol), elacridar (GF120918), OC 144-093, mitotane (NSC 38721), annamycin a
R101933. Maju vysoku ucinnost’, Specifitu pre ABCB1 a neinteraguju s CYP3A4 v porovnani so
zastupcami predchadzajticich generacii, ale aj napriek tomu v klinickych stidiach preukézali

nespecificku toxicitu a nedostato¢ny t€¢inok (Yergeri et al., 2014; Saneja et al. 2013).

Apical

Basolateral

Obr. 5 Subcelularna lokalizacia ABC efluxnych transportérov v oblickovom epiteli

ABCBI (P-gp), ABCC2 (MRP2), ABCC4 (MRP4), ABCG2 (BCRP) su lokalizované na apikadlnych
membranach oblickovych epitelialnych buniek. ABCCI, 3, 5 (MRPI, 3, 5) su lokalizované na

bazolateralnych membranach oblickovych epitelianych buniek.

Prevzaté z A.H. Schinkel, J. W. Jonker, 2003

3.1.2.2. ABCC1 (multidrug resistance-associated protein 1, MRP1)
ABCCI1 je 190kDa polypeptid, ktory bol prvykrat identifikovany v pl'icnych nadorovych
bunkéch rezistentnych na doxorubicin, ktoré neexprimovali ABCBI1 (Cole et al., 1992) a patri

medzi devit’ ludskych ABCCs (multidrug resistance proteins). Tento transportér sa odliSuje
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v Struktire tym, Ze obsahuje okrem Styroch zakladnych domén (2 TMD, 2 NBD) este pridavnt
doménu TMDy na N konci (viz obr. 2), ktora sa sklada z piatich transmembranovych segmentov
(preto patri medzi ,,Jong MRPs*) (Zhang et al., 2015). V 'udskom tele je primarne exprimovany
na bazolateralnej] membrane epitelialnych buniek pluc, Criev, obli¢iek, pankreasu, semennikov,
placenty, mocového mechura a nadobliciek (Peterson et al., 2017). Nadmerna expresia ABCC1
bola pozorovana v nadoroch pltc, pfs, prostaty, neuroblastomu a u niektorych typov leukémie.
Funkcia ABCBI je vicSinou limitovana na vypudzovanie xenobiotik. ABCCI1 exportuje
endobiotika aj xenobiotika, a tak ma vplyv na fyziologické procesy (Cole, 2014). Ich substraty sa
tiez lisia v chemickej povahe. ABCB1 rozpoznava predovsetkym hydrofobne substraty, zatial’ co
ABCCI1 prenasa organické aniony, z ktorych vicsina si vyzaduje konjugéaciu s glutationom,
glukurénovou kyselinou a sulfatom (Johnson, Chen, 2017). LTC4 (leukotrien C4), vel'mi dolezity
medidtor pro-zapalovej odpovede, ktory kontroluje cievnu permeabilitu a kontrakciu hladkého
svalstva, je d’al$i substrat s vysokou afinitou k ABCC1 (Yin., Zhang, 2011). Zapojenie ABCC1
v MDR rakovinovych buniek pozostava zo sprostredkovania efluxu konvenénych
protirakovinovych lieCiv, ako doxorubucin, etoposid, vinkristin, metotrexat, ale aj novo
objavenych inhibitorov tyrozinkinaz (Peterson et al., 2017). Aj ked’ sa zd4 byt objavenie vhodného
inhibitora ABCC1, ktory by dokazal zvratit MDR vel'mi atraktivne, tak do dneSného dna nebola
eSte ziadna molekula klinicky testovana. Sl'ubné veduce molekuly s vysokym stuptiom selektivity
pre ABCCl, ktoré boli objavené a zahfiaju cyklohexylom spajané tricyklické izoxazoly a derivaty

flavonoidov, zostavaju stale vyhradne v preklinickom skiimani (J. I. Fletcher et al., 2016).

3.1.2.3. ABCG?2 (breast cancer resistance protein, BCRP)

Breast cancer resistace protein s molekulovou hmotnostou 72 kDa je druhym ¢lenom
podskupiny G l'udskych ABC efluxnych transportérov, ktory zvykne byt tiez oznaovany ako
mitoxantron rezistentny protein (MXR) alebo placenta Specificky ABC protein (ABCP).
Pomenovanie BCRP dostal podl'a toho, Ze bol pdvodne naklonovany z nadorovych buniek prsnika
(MCF-7) odolnych vo¢i viacerym lieCivam, kde sa zistilo, ze poskytuje rezistenciu voci
chemoterapeutikadm, ako mitoxantron a topotekan, bez pritomnosti zndmych MDR transportérov
ABCBI1 a ABCC1 (Mao, Q., Unadkat, J. D., 2014; Doyle, L.A. et al., 1998). Tento protein zlozeny

70 655 aminokyselin na rozdiel od spominanych predchédzajucich transportérov pozostava len z 1
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TMD azl1 NBD (viz obr. 2) ABCG2 je vysoko exprimovany Vv placentdrnych
syncytiotrofoblastoch, na apikalnej membrane epitelu tenkého creva, na pecenovej kanalikovej
membrane, na lumindlnom povrchu endotelovych buniek mozgu a v proximalnych tubuloch
obliciek, kde prispieva jednak k absorpcii, distribucii a eliminacii lie¢iv a endogénnych zlucenin,

a aj k ochrane tkaniv voci xenobiotikam (Mao, Q., Unadkat, J. D., 2014).

Svojou nadmernou expresiou v niektorych typoch nadorovych buniek prispieva vel'kou
mierou k MDR, ato mechanizmom efluxu preukdzanych chemoterapeutik: mitoxantron,
metotrexat, gefitinib, imatinib, kampotecin a 7-etyl-10-hydroxykampotecin (SN-38, irinotekanové
metabolity) (Zhang, L., Zhao, J., et al., 2017). Dal3ie triedy chemoterapeutik vratane vinblastinu,
cisplatiny a paklitaxelu, nepatria medzi substraty ABCG2 (Mao, Q., Unadkat, J. D., 2014). Medzi
iné vybrané substraty ABCG2 sa radia statiny, konjugaty so sulfatom, porfyriny (International
Transporter Consortium et al., 2010). Objavili sa urcité dokazy, ze ABCG2 je v ¢revach hlavny
determinant biodostupnosti a ucinnosti perordlne podavanych substratov ABCG2, napriklad
topotekanu (Kruijtzer et al., 2002). Naviac, ABCG2 je vysoko exprimovany v kmenovych
nadorovych bunkéch (Haraguchi et.al., 2006). Touto skuto¢nost'ou su nddorové kmeiiové bunky
rezistentné na chemoterapeutika, po chemoterapii prezivaji a nakoniec sa diferencujii na zrelé
nadorové bunky (Stacy et al., 2013). Uplne prvym identifikovanym $pecifickym inhibitorom
ABCG?2 bol fumitremorgin C, izolovany z Aspergillus fumigates, a to paradoxne eSte predtym, nez
bol ABCG2 naklonovany (Rabindran et al., 2000). V st¢asnosti sa vSak klinicky nepouzil Ziaden
inhibitor Specificky zamerany na ABCG2 (Yamazaki et al., 2011).

3.2. Inhibitory poly(ADP-riboza)polymerazy

DNA buniek je neustile napadané, priCom utoky moézu pochadzat’ z exogénnych alebo
endogénnych zdrojov. NajbeZnejSou formou poskodenia DNA st lézie na jednej baze
a jednovlaknové zlomy (single-strand break, SSB), zatial’ co dvojvlaknové zlomy (double strand
break, DSB) tvoria najtoxickejSiu formu poskodenia DNA. Bez vhodnych mechanizmov oprav
moze poSkodenie DNA spoOsobit’ nestabilitu genomu a pripadne aj podporovat’ rozvoj nddoru. SSB
su za beznych podmienok opravované cestou nahradzovania jednotlivych baz (BER, Base Excision
Repair), kym DSB st prednostne opravované homolognou rekombindciou (Homologous

recombination, HR), ktord je zdvisla na BRCA (breast cancer) génoch (Bochum et al., 2018).
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KIa¢om k odpovedi na poskodenie DNA st Poly(ADP-rib6za)polymerazy (PARP). Jednd sa
o senzory poskodenia DNA a prevodniky signalu, ktoré fungujii na principe syntézy negativne
nabitych rozvetvenych poly(ADP-ribozovych) (PAR) retazcov (PARylacia) na cielovych
proteinoch, ako forma posttranslacnej modifikacie (Lord & Ashworth, 2017; Satoh & Lindahl,
1992). Mechanizmus ucinku PARP popisuje obrazok 6. Rodina PARP obsahuje 17 proteinov
a vSetky st vybavené katalytickou doménou, hoci nie vSetky katalyzuji ADP-ribozylovl akciu.
V ramci tejto rodiny boli doteraz len PARP1, PARP2 a novsie aj PARP3 definované ako PARP
zavislé od poskodenia DNA (De Vos et al., 2012).

DNA damage _— PARP

PAR glycohydrolase \‘\‘ i~
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Obr. 6 Rola PARP pri oprave SSB mechanizmom BER

PARP rozpozna poskodenie DNA a priamo sa viaze na SSB. Aktivované PARP katalyzuju tvorbu
poly(ADP-ribézovych) (PAR) retazcov za vyuzitia NAD™ (nikotinamidadenindinukleotid) ako
substrdtu. Vo vhodnom momente tvorba PAR retazcov taktiez riadi miestny ndabor proteinov
opravujucich poskodené DNA (napr. DNA ligaza IlI). Po opraveni su PAR retazce degradované
pomocou PAR glykohydrolazy (PARG).

Prevzate z Toss, A., Cortesi, L., 2013
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Inhibitory Poly(ADP-rib6za)polymerdazy (PARPi) tvoria skupinu lieCiv, ktoré sa
zameriavaju na schopnost’ bunky opravovat' DNA. PARPi st v§eobecne benzamidy alebo purinové
analogy nikotinamidu, ktoré sttazia s NAD" na katalytickej doméne PARP (Mittica, Ghisoni et
al., 2018). Reverzibilne inhibuji PARP1 a PARP2, proteiny hrajuce kriticki rolu v BER.
Inhibiciou PARP dochédza k naruseniu oprav SSB, ¢o vedie ku akumulécii poskodenej DNA
a k zachytavaniu PARP v jednovlaknovych zlomovych miestach, a nasledne k inhibicii replikacie
DNA (Lin, K. Y., & Kraus, W. L., 2017). Inhibicia PARP sa ukazala ako ¢inna stratégia lieCby
nadorov, ktoré zahfiiaji defekty mechanizmu opravy DNA (Heo Y. A. a Duggan S. T., 2018).
Inhibitory PARP pritahuji vel’ky zaujem ako potencionalne protinddorové latky od momentu,
kedy Bryant et al. zaviedli koncepciu syntetickej letality (Ohmoto a Yachida, 2017). Ked’ je funkcia
PARP pozastavena, chyba opravnad cesta BER adochddza ku akumulacii Skodlivych DSB.
V bunkéch s chybnou HR nemdzu byt DSB opravené, ¢oho vysledkom je synteticka letalita (Liu,
Tolaney, et al.,, 2013). V tomto pripade mézu nastat’ dve moznosti, bud’ je DNA opravena
alternativnymi (napr. nehomoldgna cesta spajania konca — NHEJ), na chybu nachylnej$imi
mechanizmami alebo ostava neopravena, ¢o vedie k nestabilite genomu a k apoptoéze buniek.
Syntetickou letalitou rozumieme stav, ktory predpoklada, Ze kombinacia dvoch alebo viacerych
nedostatkov v nadoroch, jedného genetického a druhého lie¢ivom indukovaného, by sa stala pre
nadorové bunky letalnou, zatial’ Co jeden nedostatok by bol sdim o sebe znesiteI'ny (Durmus et al.,

2014).

Nadorové bunky s defektnou HR st zvIast’ nachylne na inhibiciu BER sprostredkovanu

PARPi (Kruse, V. et al., 2011). Zhrnutie mechanizmu PARP1 popisuje obrazok 7.
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Obr. 7. Mechanizmus akcie PARPi, zaloZeny na principe syntetickej letality.
Prevzaté z D’Andrea, A. D., 2018

Od posledného preskumania PARPi preukazali u¢innost’ v mnohych prostrediach, vratane
epitelidlneho nddoru vajecnikov senzitivneho na platinu a nddoru prsnika s mutdciami BRCAL1

alebo BRCA2 (Scott, C. L., et al., 2015).

Od decembra 2014 do jula 2017 boli na lie¢bu recidivy rakoviny vajecnikov schvalené tri
inhibitory poly(ADP-rib6za)polymerazy (olaparib, rucaparib a niraparib) a ocakéava sa schvélenie

pre d’alSie ochorenia (Bitler, B. G., et al., 2017).

3.2.1. Olaparib (Lynparza, AstraZeneca)

Je prvym perordlnym inhibitorom PARP navrhnutym tak, aby pdsobil ako kompetitivny
inhibitor NAD", v katalytickom mieste PARP1 a PARP2 (Obr. 8). Po naviazani na katalyticka
doménu PARP1 a PARP2 t¢inne inhibuje PARyl4ciu pri nizkych nanomolarnych koncentraciach
(Bochum et al., 2018). Protinadorovu aktivitu prejavuje aj schopnostou chytit’ do pasce inaktivne
PARP na poSkodenej DNA, vytvara komplexy PARP-DNA, ktoré su viac toxické ako SSB a
sposobuju DSB (Murai et al., 2012). PreSiel rozsiahlymi klinickymi $tidiami pricom bol testovany
na karcindm vajecnikov, pfs a prostaty. Jeho protinadorova ucinnost’ bola preukézand u nadorov

so zarodo¢nou mutaciou génu BRCA a v niz$ej miere u sporadickych nddorov vajecnikov.
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Obr. 8 Struktiira olaparibu
Prevzaté z Bochum et al., 2018

Olaparib bol schvaleny Food and Drug administration (FDA) v decembri 2014 aje
indikovany u pacientov so skodlivou zarodo¢nou mutidciou BRCA1 alebo BRCA2 a pokroc¢ilym
karcinomom vajecnikov, ktori dostali tri alebo viac predchédzajicich rezimov chemoterapie

(Munroe, M., Kolesar, J., 2016).

Olaparib bol v roku 2017 schvaleny FDA na udrziavaciu liecbu dospelych pacientov
s recidivujucim  epitelidlnym  karcindmom vajecnikov, vajcovodov alebo primarnym
peritonealnym karcindbmom, ktori su v uplnej alebo ¢iastocnej reakcii na chemoterapiu na baze

platiny (Kurnit et al., 2018).

Utinnost’ monoterapie olaparibom ako udrZiavacej lie¢by sa hodnotila v randomizovanych,
klinickych $tadiach, do ktorych bolo zaradenych viac ako 500 pacientov na celom svete, znamych
ako SOLO2 a STUDY 19. O tieto Stidie sa tieZ opierala FDA pri schval'ovani indikacii pre olaparib
(Mittica, Ghisoni et al., 2018; Ethier et al., 2018).

SOLO2 bola medzinarodnd, dvojito — zaslepena, randomizovana, placebom kontrolovana
Studia fazy III (Heo Y.A. a Dhillon S.T., 2018). STUDY 19 bola randomizované, dvojito —

zaslepenad, placebom kontrolovand $tudia fazy II (Ledermann et al., 2012).

Niekol’ko studii fazy III v sucasnosti prijima pacientov na $tadium bezpecnosti a ti¢innosti
monoterapie olaparibom v réznych klinickych podmienkach a typoch nddorov. Doteraz boli
hlasené udaje z jednej randomizovanej stidie fazy III (OlympiAD) (Bochum et al., 2018). V tejto
Studii sa zamerali na sl'ubnt protinddorovi aktivitu olaparibu, kde porovnavali monoterapiu
olaparibom so Standardnou terapiou u pacientov so zarodocnou BRCA mutaciou a l'udskym
epidermalnym rastovym faktorom receptora typu 2 (HER2) — negativnny metastaticky karcinom

prsnika, ktori nedostali viac ako dva predchadzajice rezimy chemoterapie pre metastatické
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ochorenie. Ukdazalo sa, ze monoterapia olaparibom poskytla vyznamny prinos v porovnani so
Standardnou terapiou u pacientov s HER2 — negativhym metastatickym karcindbmom prsnika
a zarodo¢nou mutaciou BRCA génu (Robson et al., 2017). Ak by bol olaparib v tejto indikécii

schvaleny, tak by bol metastaticky karcinom prsnika jeho tret'ou indikaciou.

3.2.2. Rucaparib
Rucaparib je ucinny peroralny inhibitor PARP (PARP1, PARP2, PARP3) s malou
molekulou (viz obr. 9), ktory bol vyvinuty spolo¢nostou Clovis Oncology, Inc. a preukazal
v preklinickych aj klinickych §tadidch aktivitu pri karcindme vajecnikov, ako aj inych druhoch
solidnych nadorov (Syed, Y.Y., 2017; Colombo et al., 2018). Rucaparib taktiez inhibuje tankyrazu
1, d’alsiecho ¢lena PARP (Mittica, Ghisoni et al., 2018). Okrem inhibi¢nej aktivity pdsobi aj
mechanizmom vytvérania toxickych PARP-DNA komplexov (Turk & Wisinski, 2018).

Obr. 9 Chemicka Struktura rucaparibu
Prevzaté zo Syed, S.S., 2017

KTIucovée udaje o klinickej G€innosti rucaparibu sa primarne poskytuju z troch studii (Study
10, ARIEL 2, ARIEL 3). Study 10 bola dvojfazova (Phase I/ II), otvorena multicentricka Studia,
ktora stanovila doporucenu davku samotného rucaparibu na 600 mg dvakrat denne, na zéklade
zvladnutelnej toxicity a klinickej aktivity. ARIEL 2 bola dvojdielna otvorena medzinarodna
multicentrickd Stadia, ktord patrila do fazy II klinického skiimania. Hodnotila rucaparib
u pacientov s recidivujucim, na platinu senzitivhym vysoko zavaznym seré6znym alebo
endometridlnym nadorom vajecnikov, ktori mali najmenej jednu liecbu platinou za sebou. Study
10 a ARIEL 2 preukazali zndSanlivost' a u¢innost’ lieCby rucaparibom u pacientov s nadorom
vajecnikov, o viedlo k §tadii ARIEL 3, v ktorej sa hodnotilo pouzitie rucaparibu pre udrZiavacie
na platinu senzitivne nastavenie liecby. ARIEL 3 bola randomizovana, dvojito - zaslepena,
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placebom kontrolovana studia fazy III hodnotiaca ucinnost’ a bezpecnost’ rucaparibu u pacientov
so ser6znym alebo endometridlnym nadorom vajecnikov citlivym na platinu, ktori dostali ¢iastocnu
alebo uplnu odpoved’ na svoju liecbu platinovou chemoterapiou a mali normalnu hladinu Ca — 125

(néddorovy marker) (Cosgrove & O’Malley, 2018).

V roku 2016 bol rucaparib schvaleny FDA na liecbu pacientov so Skodlivou BRCA
mutaciou (zarodo¢nou a/alebo somatickou) spojenou s pokroc¢ilym nadorom vajecnikov, ktori boli

lieCeni dvoma alebo viacerymi chemoterapiami (Kurnit et al., 2018).

Vroku 2018 bol rucaparib FDA schvaleny na udrZiavaciu lieCbu opakujicich sa
epitelidlnch naddorov vaje¢nikov, nddorov vajcovodov alebo primarnych peritonedlnych nddorov
u pacientov, ktori su v uplnej alebo ¢iasto¢nej reakcii na chemoterapiu na baze platiny (Kurnit et

al., 2018).

3.2.3. Niraparib (Zejula)
Niraparib je perordlne dostupny vysoko selektivny a G¢inny inhibitor PARP1 a PARP2.

(viz. obr. 10). Tak ako aj vysSie spominané PARPi, je schopny vytvarat toxické PARP-DNA
komplexy (Turk & Wisinski, 2018).

Obr. 10 Chemicka Struktura niraparibu
Prevzaté zo Shah et al., 2018

Niraparib bol schvileny FDA v roku 2017 na udrziavaciu liecbu u pacientov s
recidivujicim epitelidlnym nadorom vaje¢nikov, vajcovodov alebo s primarne peritonedlnym
nadorom citlivym na lieCbu platinou, ktori mali uplnu alebo ¢iastocnt odpoved’ na chemoterapiu

na baze platiny (Essel, K. G. a Moore, K. N., 2018).
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Tato indikécia bola schvéalena na zéklade dat publikovanych v stadii NOVA vo faze III
klinického testovania. Jednalo sa o dvojito — zaslepenu, placebom kontrolovanu randomizovant
Studiu. Vhodnymi pacientmi boli Zeny s recidivujucim nadorom vajecnikov citlivym na platinu
s prevazne vysokymi stupfiami serdznej histologie alebo so zarodo¢nou mutaciou BRCA, ktoré
predtym dostali najmenej dva chemoterapeutické rezimy na baze platiny. Ugastnici boli ndhodne
vybrani na udrziavaciu liecbu niraparibom (300 mg raz denne) alebo placebom az do progresie
alebo neprijatelnej$ej toxicity. Tato $tadia splnila svoj primarny ciel' prediZenia preZitia bez
progresie vo vSetkych troch perspektivne definovanych kohortaich (gBRCA — so zarodo¢nou
mutaciou BRCA, non — gBRCA- bez zarodo¢nej mutacie BRCA, non — gBRCA HRD - positive-
bez zarodocnej mutidcie BRCA s defektnou homoldgnou rekombinaciou) (Moore et al., 2018;

Ethier et al., 2018).

NOVA sa stala prvou stadiou fazy IlI, ktora preukazala klinicky prinos PARPi v populécii
pacientov bez mutacie BRCA, ¢im sa niraparib stal prvym inhibitorom PARP, ktory bol schvaleny
v indikécii udrziavacej terapie po liecbe na béaze platiny pre recidivujuci nador vajecnikov, bez

ohl'adu na stav BRCA (Moore et al., 2018; Berek et al., 2018).

3.2.4. Veliparib
Veliparib je silny PARP inhibitor (PARP1, PARP2) s chemosenzitizaénymi
a protinadorovymi ucinkami, ktory v porovnani s vysSie spominanymi inhibitormi nemd FDA
schvalenie na pouZite v terapii nadoru vajecnikov, a okrem tohto faktu sa eSte odliSuje chybajucim
mechanizmom u¢inku, vytvéarania toxickych PARP-DNA komplexov (Turk & Wisinski, 2018).
Od roku 2012 do roku 2017 bolo uverejnenych 9 §tudii s veliparibom: 2 ako monoterapia a 7
v kombinovanej terapii (Christine Walsh, 2018; Taylor K.N. a Eskander R.N., 2018). Chemicku

Struktaru olaparibu popisuje obrazok 11.
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Obr. 11 Chemicka Struktura veliparibu
Prevzaté zo Shah et al., 2018

Vroku 2015 Coleman et al. publikovali vysledky zo Stadie fazy II, kde hodnotili
monoterapiu veliparibom u pacientov s perzistentnym alebo recidivujlicim nadorom epitelu
vajecnikov, vajcovodov alebo s primarne peritonedlnym nddorom, ktori boli nositel'mi zarodo¢ne;j
mutacie BRCA. Stadia dospela k zaveru, Ze u¢innost monoterapie a znasanlivost’ veliparibu pre
recidivujuci nador vajeénikov spojeny s BRCA mutéciou, si vyzaduje d’al$ie vysetrenie (Coleman

et al., 2015).

V roku 2017 Steffensen et al. publikovali vysledky stadie fazy 1/2 hodnotiacej monoterapiu
veliparibom u pacientov so zarodo¢nou mutdciou BRCA a na platinu rezistentnym alebo ¢iastocne
na platinu citlivym recidivujucim epitelidlnym nadorom vajecnikov. Zo zéaveru tejto Studie
vyplyva, Ze liecba veliparibom u tazko prelie¢enych pacientov s relapsom nadoru vajecnikov

preukazuje zna¢nll u€innost’ s prijatel'nym profilom toxicity (Steffensen et al., 2017).

V inych $tudiach sa skiimala Gi¢innost’ veliparibu v kombinovanej terapii. Do dnesného dia
nebola preukazand presvedc¢iva klinickd ucinnost veliparibu, ale aktivita a znaSanlivost’
v pociato¢nych fazach je napriek tomu atraktivna a pravdepodobnost’ schvalenia FDA zévisi od

vysledkov prebiehajucich stadii fazy III.
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4. Ciel’ prace

Nasim cielom bolo stanovit’ inhibi¢nii mieru a rozsah interakcii vybranych inhibitorov
PARP (olaparib, rucaparib, niraparib, veliparib) s l'udskymi efluxnymi transportérmi (ABCBI,
ABCG2, ABCCI). Pre tento ucel sme vyuzili akumulacné Studie so Standardne pouzivanymi
fluorescenénymi substratmi v MDCKII bunkovych liniach s abez overexpresie Studovanych

transportérov.
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5. Experimentalna Cast’

5.1. Material a metody

5.1.1. Chemikalie
e Calcein AM, Thermo Fisher Scientific, (Waltham, MA, USA)
e Daunorubicin (DAU), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
¢ Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e Fetalne bovinné sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakusko)
e Fosfatovy pufer (PBS), Lonza (Walkersville, MD, USA)
e Hoechst 33342, Sigma-Aldrich (Waltham, MA, USA)
o Kol43, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e L1Y335979, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e Mitoxantréon (MTX), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e MK-571, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e Niraparib, SelleckChem, (Houston, TX, USA)
e Opti-MEM, Lonza (Walkersville, MD, USA)
e Olaparib, SelleckChem, (Houston, TX, USA)
e Rucaparib, SelleckChem, (Houston, TX, USA)
e Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e Veliparib, SelleckChem, (Houston, TX, USA)

5.1.2. Pristroje
e Inkubator SANYO MCO-18AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
e Prietokovy cytometer Sony SA3800 (Vieden, Rakusko)
e Laboratérne vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)
e Laminar Jouan (Saint-Herblain, Francuzsko)
e Opticky mikroskop Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Taliansko)
e Destickovy reader, Infinite M200 (Tecan, Salzburg, Rakusko)
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5.1.3. Bunkové linie

Bunkova linia MDCK (Madin - Darby canine kidney) bola prvykrat izolovand v septembri
1958 z oblickovych buniek samicky kokerSpaniela dvojicou S. H. Madin a N. B. Darby. Spoc¢iatku
sa MDCK bunky vyuzivali na stadium virusovych infekcii, neskor nasli svoje Siroké uplatnenie v
Stadiu vyvoja epitelu a jeho funkcie. Pre naSe experimentalne ucely sme vyuzivali podtyp
MDCKII, ziskany z vysSich pasdzi parentnych MDCK buniek. Tento podtyp bunkovej linie
poskytuje neocenitel'ny nastroj na pochopenie polarity, vyvoja a organizacie epitelovych buniek
(Dukes et al., 2011). Bunky MDCKII sa ¢asto pouzivaji v obojsmernych transportnych testoch
v §tadiach funkéného zapojenia efluxnych transportérov (Song et al., 2018). Okrem parentnych
MDCKII buniek, ktoré vykazuju bazalnu expresiu psich transportérov, sme vyuzivali aj bunky
transdukované Tudskymi efluxnymi transportérmi (MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG?2,
MDCKII-ABCCI).

ISlo nam o porovnanie spomenutych parentnych a transdukovanych buniek, ktoré
zohravaju klIicovu ulohu v MDR, aby sme boli schopni stanovit’ rozsah interakcii medzi ABC
liekovymi transportérmi a ich inhibitormi. Bunky pre nas vyskum poskytol Dr. Alfred Schinkel

a Prof. Piet Borst z Holandského ustavu pre rakovinu sidliaceho v Amsterdame.

5.1.4. PasiZovanie

Praca s MDCKII bunkami si vyzadovala rutinnu starostlivost’ o kultiva¢né podmienky,
ktoré by mali napodobnit’ fyziologické (in vivo) prostredie, a ktoré hlavne zahriiovali pravidelnti
(kazdé¢ 3 — 4 dni) pasaz za sterilnych podmienok. Bunky boli kultivované v DMEM médiu
s pridavkom 10 % FBS bez obsahu antibiotik. Po namnozeni sa buniek do minimalnej konfluencie
70 % sa zacalo odsavat’ staré médium, bunky sa preplachli predhriatym PBS pufrom a pridalo sa 1
ml trypsinu. Bunky sa trypsinizaciou oddelili od dna 25 cm? kultivaénej nadobky. Pridalo sa 4 ml
nového média, ¢im sa inaktivoval trypsin a bunky sa zacali resuspendovat’. Takto resuspendovana
suspenzia sa potom umiestnila vo vhodnom mnoZstve (vychadzalo sa z vychodiskovej
konfluencie) do novej kultiva¢nej naddobky s celkovym objemom nového média 7 ml. Kultivacia
buniek prebiehala v inkubatore s nastavenou teplotou na 37°C a v atmosfére s minimélne 5 %
obsahom CO,. Uspesnost’ prace zabezpedovala sterilita prostredia laminarneho boxu, v ktorom

cely proces pasdzovania prebiehal.
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5.1.5. Akumulaén4 esej s hoechstom 33342 a calceinom AM

Akumulac¢né Studie su zalozené na merani intenzity fluorescencie Specifickych substratov,
v tomto pripade hoechsta 33342 a calceinu AM. Po pridani inhibitorov ABC liekovych efluxnych
transportérov, ktoré zablokuju eflux substratov z intracelularneho prostredia, dochadza k zvySeniu
koncentrécie, a tym aj fluorescencie tychto substratov v bunke (viz obr. 12, 13). Hoechst 33342 je
prefluorogenna latka, ktord fluoreskuje po naviazani na bunkové jadro (pri naviazani sa
fluorescencia vyrazne zvysuje). Jednou z vyhod tohto farbiva je, ze prechadza bunkovou
membranou CiZe zafarbuje aj zivé bunky. Hoechst 33342 sa viaZe na oblasti DNA bohat¢ na adenin
— tymin (Chazotte B, 2011). Pouzili sme ho k detekcii inhibicie efluxnych transportérov ABCB1
a ABCG2. Calcein AM, acetomethoxy derivat calceinu, je substrat pouzivany k detekcii inhibicie
efluxného transportéra ABCC1. Calcein AM fluoreskuje az po transporte cez bunkovi membranu

zivej bunky, kde je esterdzami konvertovany na fluorescencie schopny calcein.

Aby bunky narastli do dostato¢nej konfluencie (100 %) a vytvorili tak konfluentnt
monovsrtvu (s hrubkou jednej bunky), boli nasadené v pocte 55 000/jamka/100 pul pre ABCCI
a parentné bunky, 50 000/jamka/100 pl pre ABCBI1, 60 000/jamka/100 ul pre ABCG2, na 96
jamkovu doSticku a kultivované 24 hodin. Po odstraneni média sa bunky dvakrat oplachli
predhriatym pufrom PBS (100 pl) pouzitim multikandlovej pipety. Nasledne sa do ur€itych jamiek
pridavalo 90 pl opti-MEM média, a to bud’ s kontrolnymi inhibitormi (25 pM MK571, 1 pM
LY335979, 1 uM Ko143) alebo sledovanymi potencidlnymi inhibitormi (rucaparib, niraparib,
veliparib, olaparib) v pat'stupfiovom koncentraénom rozmedzi 1, 5, 10, 25, 50 uM. Jamky, kde bol
samotny Opti-MEM, ndm sluzili ako kontrola (90 ul) alebo background (100 pl). Po 15 minutovej
inkubécii (37 °C) sa do jamiek (okrem backgroudu) priddvali spominané substraty, tzn. 2 pM
calcein AM alebo 5 uM hoechst 33342 (uvedené koncentrécie su cielové) v mnozstve 10 pl, a to
pomocou opakovacej pipety, aby nedoslo k casovému posunu medzi vzorkami. Hladiny substratov
sa merali pri vinovych dizkach exc. 350/em. 465 nm pre hoechst 334342 a exc. 485 nm/em. 535
nm pre calcein AM po dobu 30 minut v jednominutovych intervaloch. Na meranie fluorescencie
sme pouzili Tecan Infinite M200. Intenzita fluorescencie by mala byt tym vyssia, ¢im vysSia je

koncentracia substratov v bunke, resp. ¢im vysSia je inhibicia.
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substrat + inhibitor

substrat

Obr. 12 Schematické zndzornenie akumulacného experimentu v pripade MDCKII  buniek
transdukovanych ludskymi ABC transportérmi. Na lavej strane obrazka bol pridany len substrat.
Mozeme vidiet masivny eflux substratu prostrednictvom aktivneho transportéra a jeho nizku
akumulaciu v bunkach. Vpravo po pridani inhibitora doslo k inhibicii efluxu substrdtu

deaktivdciou transportéra a zvysila sa aj jeho koncentracia v bunkdch.

substrat substrat + inhibitor

Obr. 13 Schematické znazornenie akumulacného experimentu v pripade parentnych MDCKII
buniek. V oboch pripadoch nie je pritomny Ziaden transportér, teda nie je pritomny eflux substratu

a dochadza k jeho vysokej akumulacii v bunkdch.

5.1.6. Akumulacna esej s daunorubicinom a mitoxantronom
Princip akumulac¢nej Stidie je rovnaky ako v podkapitole 5.1.5, lisi sa len pouZzitim inych
substratov, pripravou vzoriek a metdédou detekcie substratov. V tomto pripade sme pouzivali
cytostatické substraty DAU (MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCCI1, parentn¢ MDCKII) a MTX
(parentné¢ MDCKII, MDKCII-ABCG?2). Schopnost’ tychto substratov fluoreskovat’ je dana tym, ze
obsahuji vo svojej Struktire rovinny chromofér bohato zastipeny elektronmi, podobny

polycyklickému farbivu.

Na zrealizovanie experimentu bolo potrebné dosiahnut’ minimalne 70% konfluenciu.

Bunky boli preto nasadené v pocte 150 000/jamka/l ml pre MDCKII-ABCB1, 220 000/jamka/1
33



FAF KFLT

ml pre parentné MDCKII a MDCKII-ABCC1, 250 000/jamka/1 ml pre MDCKII-ABCG2 na 12
jamkovu dosticku v duplikate a kultivované po dobu 24 hodin. Po odsati média sa bunky oplachli
predhriatym PBS pufromm (500 pl). Nasledne sa do urcitych jamiek postupne pridaval Cerstvy
Opti-MEM v objeme 500 pl obohateny bud’ o modelové inhibitory (viz. podkapitola 5.1.4.),
sledované latky alebo samotny Opti-MEM, ktory sluzil v jednom pripade ako kontrola a v druhom
ako background. Bunky sa nechali 10 mintt preinkubovat’ pri teplote 37 °C. Do jamiek, okrem
backgroundu, sa pridal vhodny cytostaticky substrat, a to bud’ 4 ul 250 uM DAU alebo 10 ul 50
uM MTX (cielové koncentracie 2 uM pre DAU a 0,5 uM pre MTX) a nasledovala 1 hodinova
inkubécia. Po uplynuti ¢asu inkubécie sa bunky ulozili na 'adovii dosku. Odsalo sa médium, bunky
sa oplachli l'adovym PBS pufrom, pridal sa 'adovy trypsin bez fenolovej cervene (50 ul). Bunky
sa nechali 4 minuty trypsinizovat’, a potom sa rozsuspendovali pipetovanim v 450 ul PBS s 2%
FBS. Na meranie sme pouzili 0,5 ml vzorku odpipetovaného do skimavky. Hladiny substratov sa
merali pri vinovych dizkach exc. 488/em. 670 nm pre DAU a exc. 633 nm/em. 660 nm pre MTX.

V tomto pripade sme intenzitu fluorescencie merali na pristroji SONY SA3800.

5.1.7. Statisticka analyza
Z hodndt fluorescencie boli vypocitané¢ akumulaéné pomery (podiel fluorescencie danej
varianty k neovplyvnenej kontrole v prisluSnej linii), ktoré sti zobrazené v grafoch. V softvéri
GraphPad Prism verzia 7 (La Jolla, CA, USA) bola analyzovana §tatisticka vyznamnost’ rozdielu
mezi hodnotami pomeru (r6zne varianty v porovnani s kontrolou), a to pomocou analyzy One-way
ANOVA nasledované Dunnettovym post-hoc testom. Statisticky signifikantné hodnoty boli
oznacené nasledovne: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).
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6. Vysledky a diskusia

Inhibicia PARP je sl'ubny novy terapeuticky pristup v terapii nadorov, ktoré vykazuji
defekty v HR. Zatial'¢o znalosti o farmakodynamickom spravani sa PARP inhibitorov su dobre
popisané, ich farmakokinetické vlastnosti, konkrétne interakcie s ABC liekovymi efluxnymi
transportérmi, neboli doposial’ detailne popisané. V naSej praci sme preto uskutocnili sériu
akumulac¢nych experimentov s pouzitim bunkovych linii exprimujucich TI'udské efluxné

transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2, a popisali interakény potencial tycho latok.

6.1. Olaparib

Na zaklade grafov A, B, C obrazka 14 je isté, Ze ani v jednom pripade nedochddza

k signifikantnej inhibicii skimanych efluxnych transportérov olaparibom.
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Obr. 14 Grafické znazornenie akumulacie substratov hoechst 33342 a calcein AM inhibiciou ABC
efluxnych transportérov ABCCI (4), ABCG2 (B), ABCBI (A) olaparibom. Ako kontrolné inhibitory
sme pouzili MK-571 (25 uM), Kol43 (1 uM), LY335979 (1 uM). Spracované data su prezentované

ako priemer z troch nezavislych experimentov £ smerodajna odchylka.

Trend vzostupu akumuldcie prostrednictvom olaparibu bol pozorovany len v pripade
MDCKII-ABCG?2 linie a MTX ako modelového substratu (obr. 15 A). Napriek tomu Statisticky

vyznamnu inhibiciu sme zaznamenali len pri najvyssej koncentracii (50 pM). Zaujimavé vsak je,

36



FAF KFLT

Ze sa tato inhibicia neprejavila v pripade pouzitého substratu hoechst 33342 (obr. 14 B). Olaparib
mdzeme oznacit' ako latku s vel'mi nizkym inhibi¢nym potencidlom vo vztahu k transportérom

ABCBI, ABCG2 a ABCCIl.
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Obr. 15 Grafické znazornenie akumuldcie substratov DAU a MTX inhibiciou ABC efluxnych
transportérov ABCG2 (4), ABCCI (B), ABCBI (A) olaparibom. Ako kontrolné inhibitory sme
pouzili MK-571 (25 uM), Kol143 (1 uM), LY335979 (I uM). Spracované ddta su prezentované ako

priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajnd odchylka.

McCormick a Swaisland (2016) popisali inhibiciu ABCG2 (47% pri 100 uM), ale na
rozdiel od nas sa im podarilo potvrdit’ aj inhibiciu ABCB1 tymto PARPi. 100% inhibiciu ABCBI
zaznamenali pri koncentracii 500 uM a ICso stanovili na 76,6 pM. Nam sa tato inhibiciu nepodarilo
zachytit’ ani v jednom pripade pouzit¢ho substratu. Méze to byt zapri¢inené pouzitim nizkych

koncentracii olaparibu, v porovnani s ich experimentom (McCormick, A., & Swaisland, 2016).

Dalsie dostupné vedecké ¢&lanky uvadzaj, Ze olaparib je substritom ABCBI, ale

o inhibi¢nom vplyve na transportéry sa nezmieniuji (Lawlor et al., 2014; De Gooijer et al., 2018).

6.2. Rucaparib
Graf na obrazku 16 nenaznacuje ziaden inhibi¢ny vplyv rucaparibu smerom k ABCCI.
Efekt rucaparibu na aktivitu transportérov nebol sledovany s vyuzitim substratu hoechst 33342,

pretoze rucaparib v tomto pripade vykazoval interferujice fluorescenéné vlastnosti.
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Obr. 16 Grafické zndzornenie akumulacie substratu calcein AM inhibiciou ABC efluxného
transportéra ABCCI rucaparibom. Ako kontrolny inhibitor sme pouzili MK-571 (25 uM).
Spracované data su prezentované ako priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajna

odchylka.

Z obrazka 17 B je zrejmy trend vzrastu akumulacie MTX v MDCKII-ABCG2 linii, ale aj
napriek tomu, ani v jednej z testovanych koncentracii nedoslo k signifikantnému nérastu. Taktiez
u ostatnych linii sme nepozorovali vyznamné zmeny v akumulécii po expozicii rucaparibu (obr. 17

A, 17 C). Mdzeme tak konStatovat, Ze rucaparib nevykazuje interakény potencial vo vzt'ahu

k transportérom ABCB1, ABCG2 a ABCCI.
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Obr. 17 Grafické znazornenie akumulacie substratov DAU a MTX inhibiciou ABC efluxnych
transportérov ABCCI (4), ABCG2 (B), ABCBI (A) rucaparibom. Ako kontrolné inhibitory sme
pouzili MK-571 (25 uM), Ko143 (1 uM), LY335979 (1 uM). Spracované data su prezentované ako

priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajnd odchylka.

Aj ked’ v tomto experimente parentné bunky zohréavali tlohu kontroly, u ktorej va¢Sinou
nedochddza k zmendm, v grafoch 17 A a C sme sa u parentnych buniek stretli s nezvycajnym
javom, ktory stoji za povSimnutie. V oboch pripadoch doslo pri koncentraciach 25 uM a 50 uM

k signifikantnému poklesu akumuldcie DAU. Napadlo nés, Ze by sa mohlo jednat’ o cytotoxicitu.

40



FAF KFLT

Toto podozrenie sa vSak nepotvrdilo, ked’ze z vychodiskovych cytometrickych dat vyplyvalo, ze
bunky boli pri koncentracidch rucaparibu 25 uM a 50 uM priblizne rovnako viabilné, ako v pripade
kontroly (nedoSlo k posunu jednotlivych viabilnych subpopulacii smerom k populacii
apoptotickej, €1 zastupujucej bunkovu debris). Nemozno vylucit, Ze sa jedna o interakciu s inymi
transportnymi mehanizmami substratu DAU (napr. inhibicia influxného systému). S touto
myslienkou sa opierame o poznatky z odborného ¢lanku demonstrujiiceho, ze 'udsky organicky
kationovy transportér 1 (OCT1) je zapojeny do vysokoafinitného transportu DAU (Andreev et al.,
2016). Informacie o funkénej expresii endogenného Octl transportéra v MDCKII linii sme
bohuZial' nenasli, a preto tito hypotézu nie je mozné potvrdit. Dalej sme sa uZz tymto javom

nezaoberali, ked’ze to nebolo ciel'om nasej prace.

Z literatiry je zname, ze rucaparib je substratom dvoch efluxnych transportérov, a to
ABCB1 a ABCG2. Moznost'ou inhibi¢nej aktivity tejto latky sa v tychto pracach nezaoberali
(Syed, Y.Y., 2017; Parrish et al., 2015).

6.3. Niraparib
Na zaklade spracovanych dat obrazka 18 je jasné, Ze nami nebola zaznamenand Ziadna
inhibicia rucaparibom smerom k ABCC1 efluxnému transportéru, ato ani pri najvyssej
koncentracii. Vplyv niraparibu na aktivitu transportérov nebol sledovany s vyuZitim substratu
hoechst 33342, pretoZze podobne ako rucaparib, itoto lieivo vykazovalo interferujuce

fluorescencéné vlastnosti.
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Obr. 18 Grafické zndzornenie akumulacie substratu calcein AM inhibiciou ABC efluxného
transportéra ABCCI niraparibom. Ako kontrolny inhibitor sme pouzili MK-571 (25 uM).
Spracované data su prezentované ako priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajna

odchylka.

Ako je vidiet na grafe C obrazka 19, u niraparibu sa so zvySujicou koncentraciou zvySuje
aj jeho inhibicny potencial vo¢i ABCBI1. Nami nameran Statisticky vyznamna inhibicia bola uz
pri koncentracii 10 pM. Na druht stranu najvysSSia namerana hodnota inhibicie (pri 50 uM) sa
rovnala len cca 30% inhibi¢ného efektu kontrolného inhibitora LY335979. Vzhl'adom na hodnotu
Cmax (2,5 uM) zistent1 vo farmakokinetickej Stadii by tato interakcia pravdepodobne nemala Sancu
prejavit’ sa v klinickych podmienkach (Moore, K., Zhang, Z.-Y., et al., 2018). U ostatnych linii
nedoslo k vobec Ziadnej Statisticky vyznamnej zmene akumulacie, preto je mozné konStatovat’, Ze
podobne ako olaparib a rucaparib, rovnako niraparib disponuje mizivym inhibi¢nym potencidlom

vo¢i ABCB1, ABCG2 a ABCCI.
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Obr. 19 Grafické zndazornenie akumuldcie substratov DAU a MTX inhibiciou ABC efluxnych
transportérov ABCCI (4), ABCG2 (B), ABCBI (A) niraparibom. Ako kontrolné inhibitory sme
pouzili MK-571 (25 uM), Kol143 (1 uM), LY335979 (1 uM). Spracované data su prezentované ako

priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajna odchylka.

Pri hl'adani podobnej problematiky sme narazili na ¢lanok, v ktorom autor popiera inhibiciu
ABCBI niraparibom a tvrdi, ze je iba jeho substratom (Moore et al., 2018). To v podstate koreluje
s nas$imi vysledkami, kedy sme sice zistili Statisticky vyznamnu inhibiciu, ale tato interakcia nie je

potencidlne klinicky relevantna.

Naopak sa nadm nepodarilo uplne potvrdit’ hypotézu Heo Y. A. a Duggan S. T., ktori vo
svojej praci tvrdia, Ze niraparib inhibuje ABCG2 (Heo & Duggan, 2018). Obrazok 19 B sice

cvwr

nejednalo o Statisticky vyznamna zmenu voci kontrole

Co sa tyka jeho substratovej afinity, tak niraparib je substratom pre ABCBI a ABCG2

(Scott, L. J., 2017). V tomto experimente sme sa opat’ nezaoberali myslienkou inhibicie ABCB1.
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6.4. Veliparib
Poslednou latkou, u ktorej sme sa pokusili preskiumat’ inhibi¢ni aktivitu cieleni na
exfluxné transportéry, je veliparib. Ako zobrazka 20 vychadza, utohto PARPi sme ziaden

inhibi¢ny potencidl nezaznamenali ani k jednému zo skiimanych transportérov.
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Obr. 20 Grafické zndzornenie akumuldcie substratov hoechst 33342 a calcein AM inhibiciou ABC
efluxnych transportérov ABCC1 (A), ABCG2 (B), ABCBI (C) veliparibom. Ako kontrolné
inhibitory sme pouzili MK-571 (25 uM), Kol143 (1 uM), LY335979 (I uM). Spracované data su

prezentované ako priemer z troch nezavislych experimentov + smerodajna odchylka.

Nezda sa, Ze by veliparib mal vyznamné Uc€inky na iné receptory alebo i6nové kanaly vo
farmakologicky relevantnych koncentraciach (Wagner, L., 2015). Zo starSich odbornych ¢lankov
je zname, Co sa tyka vztahu k ABC efluxnym transportérom, Ze veliparib je slaby substrat
(experiment na MDCKII bunkach) ABCBI, pricom tento receptor neinhibuje (experiment na

Caco-2 bunkach) (Li, X., et al., 2011).

Vysledky z jednej znovSich $tudii naznacuju, Ze veliparib by mohol prekonat ABCB1
sprostredkovant. MDR v nadorovych bunkdch pecene priamou inhibiciou efluxnej funkcie
transportéra ABCBI1. Tento druh G¢inku by mal byt urCite overeny, pretoZe veliparib by mohol
byt zaradeny s beznymi chemoterapeutikami do kombinacnej liecby nddoru pecene s cielom
vylucit MDR (Chang et al., 2019). V naSom experimente, kde sme pouzili int bunkovl liniu

(MDCKII), sa nam tato hypotézu nepodarilo podlozit’ sihlasnymi vysledkami.
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7. Zaver

Z vyssie uvedenych vysledkov je zrejmé, ze Studované PARPi vykazujii zanedbatelny
inhibi¢ny potencial voci transportérom ABCB1, ABCG2, ABCC1. Z toho mézeme vydedukovat’,
ze testované lieCiva preto nemaju potencial stat’ sa pachatel'mi farmakokinetickych liekovych

interakcii a rovnako nemozno o¢akavat’, ze by nasli uplatnenie ako modulatory MDR.

Inhibi¢ny potencial PARPi vo¢i ABC liekovym transportérom sa nam podarilo zachytit’ len
v dvoch pripadoch. V prvom pripade sa jednalo o olaparib, ktory podl'a nasich vysledkov inhibuje
ABCG?2 v nami pouzitej najvyssSej koncentracii 50 uM. Tato inhibicia sa prejavila pri pouziti MTX
ako fluorescen¢ného substratu. V druhom pripade sa jednalo o niraparib, u ktorého sa inhibi¢na
aktivita prejavila smerom k ABCBI1. Napriek tomu sa ani v jednom pripade nejedna o inhibiciu

potentnu, ktora by mala Sancu prejavit’ sa na in vivo Urovni v klinickych podmienkach.

Do tohto ¢asu nejestvuje dostatoéné mnozstvo vedecky podlozenych informécii tykajucich
sa miery inhibicie PARPi smerom k ABC efluxnym transportérom. NaSou pracou sme rozsirili
doterajSie nadobudnuté poznatky. Nase vysledky moézu sluzit’ ako cenny zdroj informécii vo

vztahu k bezpe¢nému vyuZivaniu Studovanych lie€iv.
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