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Abstrakt
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Nazov diplomovej prace: Stadium inhibicie ABC liekovych efluxnych transportérov
vybranymi inhibitormi tyrozinkindz pomocou akumulaénych metod s cytostatickymi

substratmi

ABC efluxné transportéry su transmembranové proteiny, ktoré vyuZivaji energiu
vo forme ATP na prenos endogénnych aj exogénnych latok von zbunky. Ich
overexpresia je spajana s mnohondsobnou liekovou rezistenciou (MDR), ktora vyraznou
mierou prispieva k zlyhavaniu chemoterapie. Tyrozinkindzové inhibitory (TKI)
predstavuju novl moznost’ lie¢by rakoviny. Ide o molekuly cielené na inhibiciu funkcie
tyrozinkindz, ktoré sa podielaji na esencidlnych bunkovych procesoch. Pri naruSeni
regulacie tychto enzymov dochadza k vzniku nadorov. Tato prica sa zaoberala
interakénym potencidlom vybranych TKI (alectinib, brivanib, osimertinib, selumetinib)
v parentnej bunkovej linii MDCKII a liniach transdukovanych ludskymi efluxnymi
transportérmi ABCB1, ABCC1 a ABCG2. Prostrednictvom akumula¢nych §tadii sme
stanovili mieru akumulacie modelovych substritov (daunorubicin, mitoxantron)
a vyhodnotili inhibi¢ny U¢inok jednotlivych TKI. Vysledkom bola inhibi¢na aktivita
brivanibu a osimertinibu na vSetkych troch spominanych ABC transportéroch, zatial’ ¢o
u alectinibu doslo iba k inhibicii ABCG2 a ABCBI. Jedine u selumetinibu nebola
zaznamenana ziadna vyraznd inhibicia. Na zaver je mozné konstatovat’, ze sa podarilo
charakterizovat' potencial testovanych TKI stat’” sa pachatel'mi farmakokinetickych
liekovych interakcii a/alebo moduldtormi MDR, ktora je sprostredkované Studovanymi

ABC efluxnymi transportérmi.
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ATP-binding cassette (ABC) drug efflux transporters are transmembrane proteins that
utilize the energy from ATP hydrolysis to drive transport of endogenous and exogenous
compounds out of the cell. The overexpression of ABC transporters plays a crucial role
in the development of multidrug resistance (MDR), a phenomenon responsible for
the failure of chemotherapy. Tyrosine kinase inhibitors (TKI) represent novel beneficial
therapeutic approach in cancer treatment. TKI block tyrosine kinases which regulate
important cellular processes. Deregulation of these enzymes can lead to various types of
cancers. In the present work, we investigated interaction potential of selected TKI
(alectinib, brivanib, osimertinib, selumetinib) in MDCKII parent cell line and those
transduced with human efflux transporters ABCB1, ABCC1 and ABCG2. Using
the accumulation studies, we determined the amount of accumulated model substrates
(daunorubicin, mitoxantrone) and evaluated the inhibitory effect of individual TKI. Our
results showed that brivanib and osimertinib significantly inhibited all of the above
mentioned ABC transporters while alectinib inhibited only ABCG2 and ABCBI.
Selumetinib was the only TKI that did not exhibit any remarkable inhibitory effects.
In conclusion, we successfully characterized the potential of tested drug candidates to
become perpetrators of pharmacokinetic drug-drug interactions and/or modulators of

MDR mediated by examined ABC efflux transporters.
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1 Z.0ZNAM SKRATIEK

ABC
ABCBI1
ABCC1
ABCG2
ALK
ALL
ATP
BC

CI

CLL
CML
CNS
CRC
DMEM
DMSO
DNR
FBS
FDA
GIST
HCC
MCL
MDCKII
MDR
MEK
MTC
MTX
NBD
NSCLC
PBS
PC
RCC
TK

transportny protein

P-glykoprotein, P-gp

multidrug resistance-associated protein 1, MRP1
breast cancer resistance protein, BCRP
anaplastickd lymfémova kindza
akutna lymfoblasticka leukémia
adenozintrifosfat

karcindm prsnika

interval spol'ahlivosti

chronicka lymfocytova leukémia
chronickd myeloidné leukémia
centrdlna nervova sustava
kolorektalny karcinom

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
dimethylsulfoxid

daunorubicin

fetalne bovinné sérum

Urad pre kontrolu potravin a liegiv
gastrointestinalne stromalne tumory
hepatocelularny karcindém

lymfém z plastovych buniek
Madin-Darby Canine Kidney II (bunkova linia)
mnohopocetna liekova rezistencia
mitogénom aktivovana proteinkinaza
medularny karcindm $titnej Zl'azy
mitoxantron

doména viazuca nukleotidy
nemalobunkovy karcinom pl'iic
fosfatovy pufer

karcindm pankreasu

karciném obli¢iek

tyrozinkindzy



TKI tyrozinkinazové inhibitory

T™D transmembranova doména



2 Uvop

Rakovina je druhou najcastejSou pri¢inou umrtia v rozvinutych krajinach hned
po kardiovaskuldrnych ochoreniach. DIlhé¢ roky v liecbe rakoviny dominovala
konvencna chemoterapia, ktora okrem rychlo sa deliacich nadorovych buniek nici alebo
inhibuje aj zdravé bunky. Preto sa zaCala vyvijat’ nova generacia chemoterapeutik
zamerana na konkrétne cielové Struktary. Ku klinicky najuspesnej$im z nich patria
hlavne monoklonalne protilatky a tyrozinkindzové inhibitory (TKI) (Baudino, 2015;
Urruticoechea et al., 2010). Téato praca sa na nasledujucich stranach zaobera vyhradne
TKI. Ide o latky posobiace inhibi¢ne na tyrozinkinidzy (TK), enzymy zohravajlce
klacovt ulohu v diferencidcii alebo progresii buniek. Abnormalna aktivita TK moze
viest’ k vzniku réznych typov rakoviny (Brozik et al., 2011), preto TKI predstavuju

nadejnu stratégiu v liecbe rakoviny.

ABC transportéry st molekuly, ktoré vyuzivaju energiu ulozeni vo forme
adenozintrifosfatu (ATP) na prenos molekul naprie¢ membranou bunky. Delia sa
na importéry, ktoré sa nachaddzaji hlavne v prokaryotoch a zabezpecuju transport latok
do bunky a na exportéry, ktoré si obsiahnuté vo vSetkych organizmoch a podiel’aju sa
na transporte latok von zbunky. K exportérom patria transportéry uzko spété
s mnohondsobnou liekovou rezistenciou (MDR), preto je vtejto praci venovana
pozornost prave im. MDR predstavuje multifaktoridlny fenomén, ktory ma velky
podiel na tom, Ze chemoterapia upacientov casto zlyhava (Beis, 2015;
Theodoulou & Kerr, 2015). Napriek tomu, Ze TKI mali z pociatku velky uspech
v lie€be rakoviny, postupom casu si k nim bunky vybudovali rezistenciu. V stcasnej
dobe sa kladie doéraz najmd na kombinovani liecbu TKI s konvenénymi
chemoterapeutikami, ktora by MDR mohla prekonat (Deng et al., 2014;
Chen et al., 2016).

V tejto praci sme sa zamerali na $tadium interakcii vybranych TKI s ABC liekovymi
transportérmi, ktoré hraju rolu v MDR a farmakokinetickych liekovych interakciach.
PrinaSich experimentoch sme vyuzili akumulaéné metody s modelovymi
cytostatickymi substratmi. Vysledky nasej prace objasniuju potencidl testovanych latok

stat’ sa pachatel'mi farmakokinetickych liekovych interakcii a/alebo moduldtormi MDR.
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3 TEORETICKA CAST
3.1 ABC efluxné transportéry

3.1.1 Charakteristika ABC transportérov

ABC transportéry predstavuji jednu z najvacsich rodin transmembranovych proteinov
vyskytujucich sa vo vSetkych druhoch organizmov. U ¢loveka bolo doposial
identifikovanych 48 ABC proteinov. Rozdel'ujeme ich do 7 podrodin, ABCA az ABCG,
na zéklade podobnych génovych sekvencii. Prevaznd védcSina ABC prenasacov sa
podiel'a na aktivnom transporte xenobiotik, metabolitov, konjugatov a malych molekul
proti koncentracnému spadu za pomoci energie ziskanej hydrolyzou ATP (Beis, 2015;

Fletcher et al., 2016; Zhaolin Chen et al., 2016; Szodllosi et al., 2017).

3.1.2 Struktira, lokalizacia a funkcia ABC efluxnych transportérov

Efluxné pumpy tvoria jednu zo skupin ABC transportérov, ktoré¢ zabezpecuji prenos
molekul z intracelularneho priestoru bunky do priestoru extracelularneho. Pozostavaju
z dvoch transmembranovych domén (TMD) a dvoch domén viazucich nukleotidy
(NBD) alebo zjednej TMD ajednej NBD. V druhom pripade je pre aktivaciu
transportéra nutny vznik homodiméru alebo heterodiméru. TMD obsahuju vizbové
miesto pre substrat a umoziuju jeho translokéciu z intracelularneho priestoru bunky
smerom von z bunky. NBD predstavuji miesta, kde sa viaze ATP a nasledne sa
hydrolyzuje (Beis, 2015; Beretta et al., 2017; Szdllosi et al., 2017; Ween et al., 2015).
Mechanizmus aktivacie transportéra je iniciovany naviazanim dvoch molekul ATP
na NBD. Nasledne dojde k hydrolyze ATP za pomoci ATPazy, ¢o vyvola konformaéné
zmeny TMD. Vytvori sa dostatoéné mnozstvo energie pre transport endogénnych aj
exogénnych substratov z cytoplazmy do extracelularneho priestoru
(Zhaolin Chen et al., 2016; Széllosi et al., 2017). Struktary najvyznamnej$ich ABC

transportérov su znazornené na Obr. 1.
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Obr. 1 Sekunddarna Struktura najvyznamnejSich ABC efluxnych transportérov.
Schéma zobrazuje transmembrdanové domény (TMD) a nukleotidy viazuce domény
(NBD) jednotlivpich ABC  transportérov. (A) ABCBI/P-glykoprotein (P-gp),
(B) ABCCI/multidrug resistance protein 1 (MRPI), (C) ABCG2/breast cancer
resistance protein (BCRP).

Prevzaté z: Joyce et al., 20135.

ABC efluxné transportéry su rozmiestnené v réznych castiach tela (Obr. 2). ABCC1 sa
nachddza prevazne v plicach, semennikoch, oblickach, svaloch a placente. ABCBI je
sustredeny najmd v orgdnoch spojenych s absorpciou aexkréciou, teda v Creve,
proximalnych tubuloch obli¢iek a hepatocytoch. ABCG?2 je pritomny v placente, peceni

a kmeniovych bunkach. Efluxné transportéry hraji vyznamna rolu taktiez
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v hematoencefalickej, placentarnej a hematotestikularnej bariére (Hu et al., 2016;

Staud et al., 2012).

a Intestinal epithelia b Hepatocytes u19  OaTPIE] OATPIE]
OAT/ | OATPIB3
Blood Intestine
OATP
PEPT] L
O5Ta
ASBT - ::—OSTﬂ
O5Ta
_QSTp
MRP2 i
MRP3 BCRP
MRF2 MATEI
¢ Kidney proximal tubules d Blood-brain barrier
Bload Urine Brain Basolateral

OAT4
OATP4CT Brain capillary endothelial cells
ocT2 PEPTI, PEPT2
b, BCRP) oo, MRPS

Pes MRP2, MRP4 =
OATI MATEI, MATEZ-K Blood Apical/luminal
OAT3 o

OCTNI, OCTN2 o

Obr. 2 Lokalizdacia ABC efluxnych transportérov a smer transportu. BCRP (ABCG2),
P-gp (ABCBI) - transportéry zahrnuté v nasom experimente. OATP, PEPTI, ASBT,
MCTI, MRP2, OCTI, OSTa, OSTpB, MRP3, MRP4, MRP6, OAT2, OAT7, OATPIBI,
OATPI1B3, OATP2BI, NTCP, BSEP, MATEI, OATP4C1, OCT2,0ATI1, OAT3, OAT4,
URATI, PEPT2, MATE2-K, OCTNI, OCTN2, OATP1A42, MRP5 — dalsie transportéry

vyskytujuce sa v jednotlivych organoch ludského tela.

Prevzaté z: Giacomini et al., 2010.

Efluxné membranové transportéry zastupuji mnohé fyziologické funkcie v I'udskom
tele, medzi ktoré patri aj transport cholesterolu a inych sterolov, lipidov, derivatov
kyseliny retinovej, Zlcovych kyselin, Zeleza, nukleozidov a peptidov (Dean et al., 2001;

Wilkens, 2015).

Zname su predovsetkym vd’aka svojej lohe v prenose xenobiotik. ABC transportéry su
substratovo neSpecifické, preto su schopné prenasat’ ako endogénne, tak aj exogénne

molekuly bez ohl'adu na ich Struktiru a chemické zlozenie (Ween et al., 2015). Jednou
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z ich hlavnych funkcii je chranit’ tkaniva pred vstupom toxickych substancii a pred ich
neziaducimi ucinkami. Taktiez ovplyviiuji farmakokinetické spravanie lieciv, kedze
zasahuji do procesov absorpcie, distribiicie a eliminacie (Giacomini et al., 2010;

You & Mortris, 2006).

ABC transportéry su okrem iného spojené aj s mnohopocetnou liekovou rezistenciou
(MDR). V l'udskom tele posobia protektivne nielen voci toxickym latkam, ale aj voci
chemoterapeutikdm. Zvysena expresia niektorych ABC proteinov v nadorovom tkanive
zabranuje transportu a kumulacii chemoterapeutik, ¢o vedie k relapsom a zlyhaniu

chemoterapie (Molinski et al., 2017).

Vyznamnu rolu hraji aj v interakcii dvoch liec¢iv, kedy do6jde k zmene
farmakokinetickych vlastnosti lieCiva. Za tymito interakciami stoji sucasné podavanie
dvoch kompetujtcich substratov alebo substratu a inhibitora v ¢reve. Svoju rolu moze
zohrat' aj kombinacia induktora a substratu. Nastane zvySenie ¢i zniZenie biologicke;j
dostupnosti substratu a néasledne jeho plazmatickej koncentracie, zktorej moézu
vyplynit' zavazné neziaduce ucinky alebo zlyhanie terapie. Podobna situdcia nastava
v pripade inhibicie rendlnych transportérov, kedy moze ddjst’ k abnormalnej; kumulécii
lieCiva anaslednej nefrotoxicite (Giacomini et al., 2010; Yin & Wang, 2016;

Dietrich et al., 2016).

Mnohé choroby st spdjané s nespravnym fungovanim ABC transportérov. Dochadza
k mutacidm génov pre ABC transportéry, ktoré zna¢nou mierou prispievaju k rozvoju
tychto chordb. Jedna sa najmi o genetické choroby ako st Tangierova a Stargardtova
choroba, imunodeficiencia, rakovina, cystickd fibr6za alebo adrenoleukodystrofia

(Wilkens, 2015).

3.1.3 Funkcia ABC liekovych transportérov v mnohopocetnej liekovej rezistencii

MDR je hlavnym doévodom preco chemoterapia u mnohych pacientov zlyhava.
Pod tymto pojmom rozumieme rezistenciu rakovinovych buniek k chemoterapeutickym
latkam, ktoré¢ si nie su Strukturdlne pribuzné (Deng et al., 2014;

Zhaolin Chen et al., 2016).

14



Vo farmakoterapii rakoviny sa stretivame s dvoma typmi rezistencie, primarnou a
sekundarnou. V pripade primarnej rezistencie je tumor necitlivy k farmakoterapii uz
od momentu jej zahajenia. Naopak, sekundarna rezistencia je charakteristickd tym, ze
tumor v pociatoénych Stadidch na liecbu reaguje aaz po urcitej dobe dochadza

k vyvinutiu rezistencie na liecbu (Deng et al., 2014).

K MDR dochadza mnohymi mechanizmami, napriklad poklesom vychytavania lieCiv
bunkami alebo zvySenym efluxom lieCiv z buniek (tzv. farmakokinetickd MDR).
Zavznikom MDR stoja taktiez mutacie Specifickych cielovych  Struktar
chemoterapeutik, amplifikacia cielového géna ¢i modifikacie signalnych drah
(farmakodynamickd MDR). Pri dlhodobom vystaveni buniek cytotoxickym latkam
dojde k postupnému navySeniu poctu niektorych zastupcov ABC nadrodiny. Na MDR
sa podiel'aju predovsetkym tri hlavné ABC transportéry, P-glykoprotein (P-gp alebo
ABCBI1), breast cancer resistance protein (BCRP alebo ABCG2) a multidrug
resistance-associated protein 1 (MRP1 alebo ABCCl) (Deng et al., 2014;
Joyce et al., 2015).

3.1.3.1 P-glykoprotein

ABCBI, taktiez znamy ako P-glykoprotein alebo P-gp, bol v roku 1976 objaveny ako
prvy z ABC transportérov (Juliano & Ling, 1976). ABCBI1 sa vo velkej miere nachadza
v epitelidlnych bunkdch ¢reva, zl€ovych kandloch, proximalnych tubuloch obliciek,
nadobli¢kach, peceni, placente, hematotestikularnej bariére a hematoencefalickej bariére

(Silva et al., 2015).

Okrem buniek telu vlastnym sa vo zvySenej miere vyskytuje aj v nadorovych bunkach
a zvySuje tak riziko vzniku rezistencie k podavanym cytotoxickym latkam. Zlyhanie
protinadorovej farmakoterapie sa vo viacerych pripadoch pripisuje vyskytu prave
ABCBI1 efluxného transportéra. Preto je cielom ndjst’ Specifické inhibitory ABCBI,
ktoré by tento problém vyriesili (Thomas & Coley, 2003).

Doposial’ existuju tri generdcie MDR inhibitorov. Prva generacia, ku ktorej radime
verapamil, chinidin a cyklosporin A, sa preukazala ako nevhodna. Ukézalo sa, zZe
na inhibiciu ABCBI transportéra je nutna pre organizmus toxickd davka

(Saneja et al., 2014; Tamaki et al.,, 2011). Do druhej generécie patria dexverapamil,
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valspodar a biricodar, ktoré st v porovnani s prvou generaciou menej toxické, avsak ich
farmakologicky profil brani v ich klinickom vyuziti. Vplyvom tychto inhibitorov doslo
k neoCakavanej inhibicii na urovni metabolizmu a eliminécie, nasledkom ¢oho bol
narast plazmatickych koncentracii cytotoxickych latok. Vystavenie takymto
koncentracidm spdsobilo neutropéniu a trombocytopéniu (Tamaki et al., 2011;
Thomas & Coley, 2003). Latky tretej generacie, zosuquidar a tariquidar disponuju
vysokou afinitou k ABCBI a neinterferuju s inymi Struktirami v tele. Napriek tomu aj
tieto latky v klinickych Stadiach zlyhali v dosledku neSpecifickej toxicity alebo
neuspesnosti v liecbe (Fletcher et al., 2016; Saneja et al., 2014). V stcasnej dobe je
slubnym predmetom skiimania najmi terapia moduldtormi ABC transportérov

v kombin4cii s konvenénymi chemoterapeutikami, ktord by mohla byt’ rieSenim MDR.

3.1.3.2 Multidrug resistance-associated protein 1

ABCCI, znamy aj pod oznac¢enim multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1),
bol objaveny vroku 1992 ako prvy zo siedmych c¢lenov podrodiny ABCC
(Boumendjel et al., 2005). Najdeme ho predovsSetkym v organoch ako su semenniky,
oblicky, creva, pltca akoza, zatial ¢o vpefeni je zastipeny iba minimalne.
V hematoencefalickej bariére spolu s ABCBI1 ovplyviiuje prechod endogénnych latok
axenobiotik do centrdlneho nervového systému (CNS) asmerom von zneho

(D’Hondt et al., 2001; Chang, 2007; Kerb et al., 2001).

Zvyseny vyskyt ABCC1 v nadorovych bunkach zodpoveda za rezistenciu k vel'kému
poctu chemoterapeutik ako su, napriklad etoposid, antracykliny a vinka alkaloidy. Kym
ABCBI zabezpecuje transport hydrofilnych molektl v ich nezmenenej forme, ABCC1
je spojeny s hydrofébnymi substrdtmi. Medzi tie patria konjugity s molekulami
kyseliny glukuronovej alebo sulfatu, inhibitory HIV protedzy a antibiotikd
(Boumendjel et al., 2005; Chang, 2007).

Kvoli Strukturdlnej a funkénej podobnosti ABCC1 s ABCBI1 sa predpokladalo, ze
inhibitory ABCB1 budil mat’ podobny t¢inok aj na ABCC1, ¢o sa nakoniec ukazalo ako
mylnd domnienka. Kvoli vysokej variabilite ABCC1 je hladanie jeho inhibitorov
vo svojich pociatkoch a doposial Ziaden znich nebol pripusteny do klinického

hodnotenia (Lu et al., 2015).
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3.1.3.3 Breast cancer resistance protein

Zo spominanych ABC transportérov je ABCG2 poslednym objavenym c¢lenom, ato
vroku 1998. Bol izolovany =z prsnikovych nadorovych buniek rezistentnych
k doxorubicinu odkial’ vzislo pomenovanie breast cancer resistance protein, skratene
BCRP alebo ABCG2 (Fletcher et al., 2016, Penia-Soldrzano et al., 2016). Napriek jeho
pomenovaniu, ktoré poukazuje na vyskyt vyhradne v prsnikovych nadorovych bunkach,
hra ABCG?2 transportér nezastupite'nt tllohu aj v placente, hematoencefalickej bariére,

gastrointestindlnom trakte, oblickach a peceni (Horsey et al., 2016).

Podobne ako ABCB1 a ABCC1 ma aj ABCG2 velky podiel na mnohopocetnej lieckove;j
rezistencii (Hasanabady & Kalalinia, 2016). Vo vidc¢Som pocte byva zastipeny
v nddorovych kmenovych bunkach. Tie disponuji vysokou sebaobnovou, vlastnostou
typickou pre kmenové bunky. Predpoklada sa, Ze prave to je dovodom ich rezistencie
k chemoterapii. NavySe narastd vyskyt relapsov, kedze je zabranené ucinku
protinddorovych lieciv. Preto je doleZity vyvoj novych ABCG2 inhibitorov, ktoré by
chemoterapiu zefektivnili (Wiese, 2015).

Od odhalenia ABCG?2 transportéra bolo niekol’ko takychto inhibitorov objavenych. Ich
vyvoj moZe byt prinosny hlavne v procese penetracie chemoterapeutik na cielové
miesto, ¢im sa zvyS$i pravdepodobnost uspeSnej chemoterapie. Prikladmi su
cyklosporin A, takrolimus ¢i sirolimus. Naopak substraty ABCG2, tie spadaja
pod rozne farmakologické skupiny. Patria k nim nielen cytostatikd topotekan,
metotrexat a mitoxantron, ale aj antibiotikum ofloxacin ¢i statiny (Ando et al., 2007;

Gupta et al., 2006; Hasanabady & Kalalinia, 2016; Maliepaard et al., 1999).

3.2 Tyrozinkinazové inhibitory

Tyrozinkindzy je mozné rozdelit do dvoch skupin. Prvou skupinou st membranovo
viazané receptorové tyrozinkindzy, kam patri 58 tyrozinkindz (Roskoski, 2014).
Pozostavaju z extraceluldrnej domény viaZucej Specificky ligand, transmembranovej
domény a intraceluldrnej katalytickej domény s vizbovym miestom pre ATP. Druhu
skupinu predstavuje 32 cytoplazmatickych nereceptorovych kinaz, ktoré su stcastou
signalnych kaskad. K aktivacii tyrozinkinazovych receptorov dochadza prostrednictvom

dimerizécie a autofosforylacie, ktoré nastanii po naviazani ligandu (Obr. 3). TK maju
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kl'icovy vyznam v procese proliferacie, migracie, diferenciacie a smrti bunky.
Abnormality v ich Strukture ¢i expresii mézu spustit’ nekontrolované delenie buniek
aviest’ tak k rakovine (Beretta et al., 2017; Deng et al., 2014; Y. Chen & Fu, 2011;
Shukla et al., 2012).

Extracellular ligand-
binding domain

Transmembrane
region

ATP- ATF [ATE
binding
sites

Cytoplasmic
damain

Docking amd &
phosphorylation  *
of effector

v v
proteins

.
Catalytic domains Phosphate
Eroup

Obr. 3 (A) Inaktivny tyrozinkindzovy receptor, (B) Aktivacia a dimerizacia receptoru
a naviazanie ATP, (C) Fosforylacia.

Prevzaté a upravené z: Culhane, 2008.

Tyrozinkindzové inhibitory predstavuji malé molekuly schopné tymto zmendm
zabranit’ tym, Ze inhibuju aktivitu Specifickych TK (Y. Chen & Fu, 2011). Nimi
sprostredkovana inhibicia je zalozena na blokdde védzbového miesta pre ATP, ¢im

nedochadza k fosforylacii potrebnej pre aktivaciu receptoru.

Prvym oficidlne schvalenym TKI sa v roku 2001 stal imatinib na liecbu chronickej
myeloidnej leukémie (CML) s pozitivhym filadelfskym chromozémom (Ph+) a
gastrointestinalnych ~ stroméalnych  tumorov  (GIST) (Beretta et al., 2017
Ozvegy-Laczka et al., 2005). Od jeho schvélenia Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv

(FDA) sa do klinickej liecby ochoreni rakovinového inerakovinového charakteru

Roskoski, 2017).
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Ponatinib Pazopanib
(CML, ALL) (RCC)

Regorafenib Bosutinib
(CRC, GIST ) (CML)
Imatinib
Sorafenib Dasatinib i
(CML, GIST, Axitinib Cabozantinib
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Obr. 4 Prehlad TKI schvilenych FDA. Chronicka myeloidna leukémia (CML),
gastrointestinalne stromalne tumory (GIST), akutna lymfoblastickda leukémia (ALL),
nemalobunkovy karcinom pluc (NSCLC), karcinom pankreasu (PC), hepatoceluldarny
karcinom (HCC), karcinom obliciek (RCC), karcinom prsnika (BC), kolorektalny
karcinom (CRC), medularny karcinom stitnej zlazy (MTC), lymfom z plastovych buniek
(MCL), chronicka lymfocytova leukémia (CLL).

Prevzaté z: Shao et al., 2014.

Aj ked vyvoj TKI predstavuje krok vpred v liecbe rakoviny oproti konvenénym
cytotoxickym lie¢ivam, stile existuji komplikacie, na ktorych je nutné pracovat.
Mechanizmus Uc¢inku cytotoxickych latok spociva v likvidécii rychlo sa deliacich
buniek nezavisle na tom, ¢i sa jedna o bunky telu vlastné alebo bunky nddorové.
V tomto smere maji TKI vyhodu, nakolko inhibuju iba priamo zamerané cielové
Struktary organizmu s nddorovou aktivitou bez vyrazného zdsahu do buniek telu
vlastnym. Stale vSak ostdva faktom, Ze bunky vystavené vplyvu TKI postupom ¢asu
nadobudaju rezistenciu k tymto latkam (Drenberg et al., 2013; Y. Chen & Fu, 2011).
Navyse, ako prekazka v efektivnej liecbe sa javi aj stanovenie optimalnej terapeutickej
davky, nehovoriac otom, Ze rakovinové ochorenia st spdsobené viacerymi
abnormalitami, priCom pre pozadovany uc¢inok je nutné Specificky zamerat’ kazdu z nich

(Drenberg et al., 2013).
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3.2.1 Alectinib

Alectinib je clenom druhej generdcie TKI apatri medzi selektivne inhibitory
anaplastickej lymfomovej kinazy (ALK) (Obr. 5). Kompetuje s ATP tejto kindzy a je
podéavany oralnou cestou (Rossi, 2016). Svoju uc¢innost’ prejavuje v ALK-pozitivhom

NSCLC, ktory je rezistentny ku crizotinibu, zastupcovi prvej generacie TKI.

®
sSoec

ZT
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Obr. 5 Struktiira alectinibu.

Prevzaté z: Passaro et al., 2016.

Aktivita alectinibu u pacientov trpiacich ALK-pozitivnym NSCLC sa potvrdila
nedavnymi klinickymi $tudiami. V druhej faze bol alectinib podédvany 46 pacientom,
pricom pozitivna odozva nastala az u 93,5%. V porovnani s crizotinibom sa preukazal
ucinnejsi aj vo¢i metastizam v CNS. Dévodom je pravdepodobne vysSia penetracia
alectinibu do CNS, nakolko alectinib nie je prenaSany ABCBI transportérom
(Maione et al., 2015; Matikas et al., 2016). V jini 2017 farmaceuticka spolo¢nost’
Roche svojou Stadiou ALEX opét potvrdila vysSiu efektivitu alectinibu oproti
crizotinibu u pacientov s ALK-pozitivnym NSCLC (Roche, 2017). FDA a Europska
lieckova agentira ho vroku 2016 schvalili na lieCbu spominané¢ho ochorenia

(Muller et al., 2017; Passaro et al., 2016).

3.2.2 Brivanib

Brivanib je oradlne podavany selektivny dudlny inhibitor receptoru pre vaskuldrny
endotelidlny rastovy faktor 2 areceptoru pre fibroblastovy rastovy faktor (Obr. 6).
V preklinickych Stadiach vykazoval antiproliferativny a antiangiogeneticky efekt
na nadorové bunky pecene, creva, prsnikov a plac (Chou, 2012). Na zaklade tychto
vlastnosti sa predpokladalo, Ze brivanib by mohol byt latkou schopnou potlacit’ rast
1ézii, predist’” v Sireni nadorovych buniek azvysit tak celkova dobu prezitia

(Kudo et al., 2014). Avsak, viaceré klinické Stadie ukazali, ze brivanib celkovii dobu
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prezitia nezlepsuje ani u HCC, ani u CRC napriek tomu, ze jeho bezpecnostny profil je

pomerne priaznivy (Johnson et al., 2013; Chan, 2017; Chou, 2012).
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Obr. 6 Struktiira brivanibu.
Prevzaté z: Mekhail et al., 2010.

3.2.3 Osimertinib

V roku 2015 FDA schvalilo osimertinib (Tagrisso'"), zastupcu tretej generacie TKI,
na liecbu T790M muticie NSCLC u pacientov s nadobudnutou rezistenciou k prvej
adruhej generacii TKI. Osimertinib je ordlne poddvany inhibitor receptoru

pre epidermalny rastovy faktor (Obr. 7) (Sun, 2017).

Obr. 7 Struktiira osimertinibu.

Prevzate z: Sun, 2017.

STubné preklinické vysledky odStartovali prva a nasledne aj druht fazu klinickej Stadie
zvane] AURA. Sledovala sa bezpecnost a uinnost osimertinibu u pacientov
v pokroc¢ilom alebo metastdzujucom Stddiu NSCLC s mutaciou T790M. U vicSiny
pacientov doSlo k zmenSeniu tumoru a k dlhodobej pozitivnej odozve na liecbu. Aby sa

dokazala vysSia efektivita osimertinibu pri lieCbe mutovaného NSCLC oproti
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Standardnej chemoterapii platinou alebo pemetrexedom, bola zahajena tretia faza Studie
s nazvom AURAZ3. T4 definitivne potvrdila dolezité postavenie osimertinibu ako prvej
volby v lie¢be pacientov trpiacich T790M mutaciou. Aj nad’alej vSak prebiehaju Stadie
zameriavajuce sa ako na monoterapiu osimertinibom, tak aj na kombinovanu terapiu

inych typov naddorov (Lamb & Scott, 2017; Santarpia et al., 2017).

3.2.4 Selumetinib
RAS-RAF-MEK-ERK kaskada reguluje procesy proliferacie a prezitia bunky (Obr. 8).
Asi tretina nadorovych ochoreni vyskytujicich sa u I'udi suvisi s mutaciou v tejto drahe.

Jednou z nich je aj NSCLC, ktora sa spaja s mutaciou KRAS génu (Bernab, 2016).

Tyrosine kinasa receptors

+ Call cycle progression
+ Metabalizm

Obr. 8 RAS-RAF-MEK-ERK kaskada. Fosforylacia RAS aktivuje molekuly RAF.
Nasledne dojde k fosforylacii mitogénom aktivovanej proteinkindzy 1/2 (MEK 1/2), ¢o
vedie k aktivacii ERK 1/2. Aktivovany ERK ovplyviiuje dolezité procesy ako su preZitie,
proliferacia, progresia a metabolizmus bunky. Inhibitory cielene zasahuju
do jednotlivych krokov kaskady. GRB2, SOS, SH2, SH3 — adaptorové proteiny.

Prevzaté z: Bernab, 2016.
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MEK 1/2 predstavuje hlavny clanok v neoplastickej hyperproliferacii. Prave preto je
MEK ciel'om inhibicie (Patel & Kim, 2012). Medzi selektivne alosterické MEK 1/2
inhibitory patri aj selumetinib (Obr. 9). Jeho posobenie bolo sledované v druhej faze
klinickej Studie u pacientov s neoperovatelnym melanomom III a IV §tadia. Ndhodne sa
pacientom pridelila bud’ terapia selumetinibom, alebo temozolomidom. Vysledky
nepreukdzali ziaden signifikantny rozdiel v dobe prezitia bez progresie
(Volpe et al., 2017). Monoterapia selumetinibom sa v sti¢asnej dobe nejavi ako sl'ubna.
Avsak, kombinovana terapia selumetinibu s docetaxolom posobi synergicky. Niekol'ko
momentalne prebiehajicich klinickych testov sa snazi dokazat vysSiu efektivitu
kombinovanej terapie oproti samotnému docetaxolu u pacientov v pokrocilom stadiu

NSCLC s mutaciou KRAS génu (Bernab, 2016).
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Obr. 9 Struktiira selumetinibu.

Prevzaté z: Patel & Kim, 2012.

3.2.5 Liekova rezistencia k tyrozinkinazovym inhibitorom

MDR predstavuje multifaktoridlny fenomén v oblasti chemoterapie, ktory zdsadnym
spoésobom komplikuje liecbu rakoviny. Hoci s TKI mimoriadne slubnymi
chemoterapeutikami v liecbe mnohych typov nadorovych ochoreni, ich terapeuticky
potencial je limitovany prave MDR. Nezavislé Stadie opakovane potvrdzuju vznik
rezistencie sprostredkovanej ABC efluxnymi transportérmi, predovSetkym ABCBI,
ABCG2 a ABCCI, smerom k TKI. Potencidlne interakcie medzi ABC transportérmi
a TKI st znazornené na Obr. 10 (He & Wei, 2012).
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Obr. 10 Schématické znazornenie potencialnych interakcii medzi ABC transportérmi
a TKI v jednotlivych organoch ludského tela.
Prevzaté z: Deng et al., 2014.

TKI naprie¢ vSetkymi generaciami patria k substratom ABC transportérov. Niektoré
znich vSak suCasne pdsobia aj ako inhibitory tychto transportérov. Prikladom je
imatinib, u ktorého bola ako uprvého TKI zaznamenand rezistencia. Imatinib je
v nizkych koncentraciach substrdtom ABCB1 a ABCG2, no vo vysokych
koncentraciach vystupuje ako ucinny inhibitor tychto transportérov. Dokonca zvySuje
citlivost' rezistentnych buniek ku konvenénym cytotoxickym latkam ako st
mitoxantron, vinkristin ¢i topotekan. V klinickych $tadiadch sa zacal klast’ vacsi doraz
na kombinovant chemoterapiu, ked’ze tieto latky maji rozdielny mechanizmus t¢inku
azvySuyju tak pravdepodobnost uspeSnej liecby (Deng et al, 2014;
Ozvegy-Laczka et al., 2005).
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4 CIEL PRACE

Stanovit' interakény potencial a mieru inhibicie Styroch vybranych TKI (alectinib,
brivanib, osimertinib, selumetinib) v parentnych bunkdch MDCKII a bunkach
exprimujucich Tudské ABC efluxné transportéry (ABCBI1, ABCCI1, ABCG2)

na zaklade zmeny akumuldcie cytostatickych fluorescen¢nych substratov.

25



5 EXPERIMENTALNA CAST
5.1 Materialy a metody

5.1.1 Chemikalie

e Alectinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Brivanib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Osimertinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

e Selumetinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

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

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

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

e Dulbecco's Modified Eagle's medium (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 Ko 143, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e LY 335979, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

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

e MK 571, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Opti-MEM®, Lonza (Bazilej, Svajéiarsko)

e Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

e Triton X-100, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

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

5.1.2 Pristroje

e Prietokovy cytometer Accuri C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

e Inkubator, SANYO MCO-18AC(UV), (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
e Laboratorne vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)

e Laminar Jouan (Saint-Herblain, Franctzsko)

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

e Tecan microplate reader, Infinite M200 (Salzburg, Rakusko)
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5.1.3 Bunkové linie

Madin-Darby Canine Kidney II (MDCKII) bunky boli prvykrat izolované v roku 1958
z oblicky dospelého kokerSpaniela dvojicou S. H. Madin aN. B. Darby
(Dukes et al., 2011). Bunky boli poskytnuté Prof. M. F. Frommom z tstavu ,,Institute of
Experimental and  Clinical Pharmacology and  Toxicology*  univerzity

»Friedrich-Alexander-Universitit Erlangen-Niirnberg* so sidlom v Erlangene, Nemecku.

V naSom experimente boli pouzité¢ parentné MDCKII bunky a bunky transdukované
tromi efluxnymi transportérmi spajanymi s MDR (MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCCl1
a MDCKII-ABCG2). MDCKII bunky transdukované ABC transportérmi vyjadruju
expresiu jednotlivych l'udskych transportérov. Narozdiel od nich, parentnd bunkova
linia odzrkadl'uje iba bazalnu expresiu transportérov v spominanych psich bunkéch.
Rozdiel v expresii tychto bunkovych linii umoznuje stanovit’ ¢i nastali interakcie medzi
ABC transportérmi a pouzitymi inhibitormi. Do experimentu boli vybraté bunky 10-tej
az 25-tej pasaze. Obsah DMSO v bunkovom médiu nikdy neprekro€il doporuceny limit
0,5%.

5.1.4 Pasazovanie

Bunkové linie MDCKII boli kultivované v médiu DMEM obohatenom o 10% FBS
bez pritomnosti antibiotik za Standardnych podmienok, t. j. 37°C, 5% CO,. Pasdzovanie
jednotlivych linii prebiehalo pravidelne kazdé 3, resp. 4 dni, v exponencidlnej faze
rastu. Pred zahajenim samotného pasdZovania sa zahrialo médium, PBS a trypsin
vo vodnej ldzni na teplotu 37°C. Zaroveil sa mikroskopicky skontrolovalo ¢i
konfluencia buniek na dne 25 cm” kultivaénej fTase dosiahla pozadovanych 70 — 90%.
Za sterilnych podmienok sa odsalo médium a pridanim 5 ml PBS sa bunky premyli.
Nasledne sa odsalo PBS a pridal sa 1 ml trypsinu. Kultiva¢nad fl'asa bola umiestnena
do inkubétora po dobu potrebnti na oddelenie buniek od dna kultivacnej fTaSe. Kontrola
bola prevedena  mikroskopicky. Vzapdati boli pridané 4 ml média
na deaktivaciu trypsinu a bunky boli intenzivne resuspendované. Primerané mnozstvo
suspenzie bolo odobraté a pridané do novej kultivacnej fTase so 7 ml média, ktord sa

nasledne nechala inkubovat’.
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5.1.5 Akumulaéné Studie s cytostatickymi substratmi ABC transportérov

Akumulac¢né Studie su zalozené na sledovani intenzity fluorescencie modelovych
substratov. S vyuzivané zname substraty jednotlivych ABC efluxnych transportérov,
ktoré st prirodzene fluorescencné alebo sa fluorescenénymi stavaja po vstupe do bunky.
Pritomnost’” aktivneho efluxného transportéra ma za néasledok vycerpanie substratu von
z bunky. Intraceluldrna koncentrécia fluorescenného substratu sa znizi a spolu s fiou sa
znizi aj miera fluorescencie. Pridanim inhibitora sa zabrani efluxu substratu, zvysi sa
jeho intraceluldrna koncentracia, a tym sa zvysi aj intenzita fluorescencie. Modelova

situdcia je znazornena na Obr. 11.
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inhibitor
Obr. 11 Grafické znazornenie modelovej situdcie akumuldcie substradtu.
(A) Parentné bunky MDCKII, (B) MDCKII transdukované ABC transportérom,
(C) MDCKII transdukované ABC transportérom v pritomnosti inhibitora.

5.1.5.1 Lyza¢na metéda

Bunky nasadené na 12-jamkovu kultivacni dosti¢ku v pocte 150 000/jamka/1,5 ml
pre ABCB1, 220 000/jamka/1,5 ml pre ABCCI1, 200 000/jamka/1,5 ml pre ABCG2
a 250 000/jamka/1,5 ml pre parentné bunky sa nechali kultivovat po dobu 24 h
do konfluentnej vrstvy. Po premyti buniek PBS pufrom (37°C) bolo médium vymenené
za 500 pl Cerstvého média s pridavkom modelovych inhibitorov (25 pM MK 571,
1 uM LY 335979, 1 uM Ko 143) alebo jednotlivych testovanych TKI (alectinib,
brivanib, osimertinib, selumetinib). Testované TKI boli aplikované v Sestbodovej
koncentracnej Skale, ato 0,1, 1, 5, 10, 25 a50 pM. Po naslednej 10-minutovej

preinkubdacii boli pridané modelové substraty v zavislosti na exprimovanom ABC
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transportére, tzn. 1 uM MTX pre ABCG2 a2 puM DNR pre ABCB1 a ABCCI.
Po hodinovej inkubacii (37°C, 5% CO;) boli bunky premyté 'adovym PBS a médium
bolo nahradené 200 pl l'adového lyza¢ného roztoku (25 mM Tris, 150 mM NaCl,
1% Triton X-100, pH = 7,8). Bunky sa nechali lyzovat’ na trepacke po dobu 30 min,
lyzat bol nasledne rozsuspendovany pipetovanim, preneseny do skumaviek
a centrifugovany pri 10 000 rpm 5 min. Vzapiti sa 100 pl supernatantu lyzatu prenieslo
na kultivaénl dosticku a stanovila sa koncentracia substratu (DNR, MTX)
prostrednictvom  fluorescencného merania na pristroji Tecan Infinite M200

(DNR - ex: 480 nm, em: 560 nm; MTX - ex: 640 nm, em: 670 nm).

5.1.5.2 Stanovenie proteinov

Na stanovenie koncentracie proteinov vo vzorkdch sme pouzili kolorimetricki BCA
metodu, ktord dostala svoje pomenovanie podla bicinchoninovej kyseliny. Prave ta sa
vyuziva k spektrofotometrickému stanoveniu. Princip spo¢iva v schopnosti proteinov
redukovat’ med’naty i6n na med’ny i6n v alkalickych podmienkach. Nésledna chelatacia
med'ného i16nu kyselinou bicinchoninovou je zodpovednd za vznik ¢erveného sfarbenia

(Smith et al., 1985). Na stanovenie ndm posluzil Pierce BCA Protein Assay Kit.

Zo supernatantu lyzatu ziskané¢ho podla postupu v podkapitole 5.1.5.1 sme 10 pl
preniesli na 96-jamkovu kultivaéna dosti¢ku, ku ktorym sme pridali 100 pl vopred
pripravenej zmesi BCA (¢inidlo A : ¢inidlo B v pomere 50 : 1). Na ta ista kultivacnu
dosticku sme naniesli aj Standardy, ktoré predstavovali roztoky albuminu vo vode.
Nasledovala inkubécia 30 min pri 37°C. Celkova koncentracia proteinov bola stanovena
spektrofotometricky pri 562 nm prostrednictvom pristroja Tecan Infinite M200. Ziskané
hodnoty obsahu proteinov boli pouzité pre normalizaciu hodndt fluorescencie ziskanych

v5.1.5.1.

5.1.5.3 Prietokova cytometricka metéoda

Prietokova cytometria je univerzalna metdda poskytujuca analyzu vlastnosti buniek.
V nasom pripade ide o interakény potencidl a mieru inhibicie efluxnych transportérov.
Rovnako ako akumulacnd metéda je aj tito metdoda zaloZend na detekcii

fluorescen¢ného signalu, ktory vyvolavaja fluorescencné substraty (DNR, MTX).
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Priebeh experimentu je totozny s priebehom akumulacnych S§tadii popisanym
v podkapitole 5.1.5. Rozdiel nastava v pokracovani pokusu po hodinovej inkubécii.
Zatial' ¢o v predoslom postupe bolo médium nahradené 'adovym lyzacnym roztokom,
v tomto postupe sa médium nahrddza 50 pl Tadového 10x trypsinu bez fenolovej
¢ervene. Uvolnené bunky boli resuspendované v 450 ul 'adového PBS s 2% FBS.
Nasledne sa odmerala fluorescencia suspenzie prenesenej do eppendorfiek pomocou

pristroja Accuri C6 (DNR - ex: 488 nm, em: 585 nm; MTX - ex: 640 nm, em: 675 nm).

5.1.6 Statistické spracovanie

Statisticka analyza a grafické vyjadrenie vysledkov bolo spracované pomocou programu
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc.; San Diego, CA, USA). Déata su
prezentované ako priemer 3 nezavislych merani + smerodajna odchylka. Statisticka
vyznamnost’ pre experimenty zaoberajuce sa inhibi¢nymi u¢inkami TKI v MDCKII
bola stanovend pomocou testu one-way ANOVA nasledovanym Dunnetovym testom.
Statisticky signifikantné hodnoty boli ozna¢ené nasledovne: p < 0,05 (*), p < 0,01 (¥*),
p <0,001 (***).
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

Chemoterapia predstavuje u¢inny sposob liecby mnohych typov nadorov. Jej kladny
vplyv je vSak stale limitovany u chemorezistentnych pacientov. Pozitivnej adekvatne;j
odpovedi na chemoterapiu z velkej casti brani MDR (Yang et al.,, 2017). ABC
transportéry, obzvlast ABCB1, ABCC1 a ABCG2, si s MDR vyznamne spité. Aktivne
vytla€aju mnozstvo cytostatickych latok von zrakovinovych buniek, redukuju ich
intracelularnu  koncentraciu pod efektivnu cytotoxicku hladinu a prispievaju tak
k neuspesnej chemoterapii. MDR sa preto stala predmetom mnohych Studii, ktorych
cielom je vyvinut 0€inny spdsob inhibicie alebo inaktivacie tychto transportérov
(Beretta et al., 2017; Bugde et al., 2017; Tiwari et al., 2011). Vyvinuté malé molekuly
TKI zamerané na konkrétnu cielova Strukturu sa javia ako efektivna stratégia v boji
proti MDR. Faktom je, Ze TKI st schopné viazat sa na vdzbové miesto pre ATP
v molekule TK, preto je pochopitel'ny predpoklad ich vézby na vdzbové miesto pre ATP
aj v molekule ABC transportéra. V sucasnosti existuje niekol'ko stadii, ktoré poukazuju
na ich pozitivny modula¢ny a inhibicny ucinok na aktivitu ABC transportérov

(MclIntosh et al., 2016; Yang et al., 2017).

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na vybrané Styri TKI, ktoré sme nasledne
testovali vo vztahu k jednotlivym efluxnym transportérom. ISlo o latky alectinib,
brivanib, osimertinib a selumetinib. Akumulacné experimenty s fluorescenénymi
substratmi (DNR, MTX) sa previedli ako na parentnych linidch MDCKII, tak aj
na bunkovych liniich MDCKII modifikovanych pre expresiu jednotlivych l'udskych
génov, tj. ABCB1, ABCCIl, ABCG?2. Stidie na parentnych bunkéch sluzili ako
kontrola, ze v bunkach bez exprimovanych efluxnych transportérov nedochadza
k in vitro inhibicii transportu substritov DNR a MTX v pritomnosti ktoréhokol'vek
z vybranych testovanych ¢i kontrolnych inhibitorov. Zmeny v akumuldcii preto suvisia
vyhradne s aktivitou exprimovanych ABC transportérov. Vysledné hodnoty sa
vztahovali na kontrolné¢ inhibitory efluxnych transportérov, ato LY 335979
pre ABCB1, MK 571 pre ABCC1 a Ko 143 pre ABCG2.

Samotny experiment bol v pociatoénych Stadidach prevadzany podla prietokovej
cytometrickej metody (vid’ 5.1.5.3) na pristroji Accuri C6. Hoci sa na zaciatku zdalo, ze

metéda bude vyhovovat’, v priebehu experimentov doslo k obratu. Po niekolkych
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opakovanych meraniach s rozporuplnymi vysledkami a neodpovedajicimi udajmi sme
experiment prerusili a pokracovali lyza¢nou metodou (vid’ 5.1.5.1 a 5.1.5.2) na pristroji
Tecan Infinite M200. Dévodom neadekvatnych vysledkov u cytometrickej metddy bola
opakujtca sa porucha pristroja. V nasledujucej Casti tejto prace su uvedené vysledky

ziskané prostrednictvom pristroja Tecan Infinite M200.

6.1 Alectinib

Prvym testovanym TKI bol alectinib, latka schvalena pre liecbu ALK-pozitivnej
NSCLC. Z literatary je znamy inhibi¢ny efekt alectinibu na aktivitu enzymu ALK
(Morcos et al., 2017; Sato-Nakai et al., 2017). My sme sa zamerali na inhibiciu ABC
transportérov. Pouzité koncentracie alectinibu boli 10x niZSie v porovnani s ostatnymi

testovanymi TKI, a to kvdli jeho obmedzenej rozpustnosti.

U akumulaénych experimentov sme pozorovali signifikantné zvysenie intracelularnej
akumulacie substratov u linii MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2, a teda inhibiciu
ABCB1 a ABCG2, zatial ¢o u ABCCl overexprimujucej linie nedo$lo k ziadnej
markantnej inhibicii v porovnani s kontrolnym inhibitorom (Obr. 12). Tieto vysledky
naznacuju, Ze alectinib nie je inhibitorom ABCCI transportéru, ked’ze ani najvysSia

pouzita koncentracia alectinibu nebola dostato¢na na inhibiciu tohto transportéra.
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Obr. 12 Grafické zndzornenie akumulacie substratov DNR a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi v pritomnosti
stupnujucich sa koncentrdcii alectinibu a modelovych inhibitorov (LY 335979, MK 571,
Ko 143). Uvedené data odpovedaju priemernej hodnote troch merani = smerodajna

odchylka.
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Z Obr. 12 ataktiez z nameranych hodndt koncentracii potrebnych na 50%-nt inhibiciu
(ICsp) uvedenych v Tab. 1 sme potvrdili inhibi¢ény vplyv alectinibu na ABCBI
a ABCG2 ako uvadza aj Yang et al. (2017). Nizsie uvedené hodnoty ICsy odpovedaju
tym uverejnenym v literature, t.j. 2,5 uM potrebnych na inhibiciu ABCB1 a 0,6 uM
na inhibiciu ABCG2 (Yang et al., 2017). Napriek tomu, Ze alectinib pdsobi inhibicne,
po Case si bunky vyvinu rezistenciu aj na tuto latku, podobne ako na ostatné TKI
(Isozaki et al., 2016), preto stoji za pokus blizSie preskumat’ kombinovanu terapiu ako

moznost’ zefektivnenia terapie a oddialenia vzniku rezistencie.

Tab. 1 Hodnoty ICsy a 95% rozmedzie intervalu spolahlivosti (CI) odpovedajice

alectinibu.
ICs¢ (UM) 95% CI (uM)
ABCBI1 2,97 2,08 — 4,15
ABCC1 >5 -
ABCG2 0,58 0,41 -0,80

Podl'a Gainor et al. (2015) alectinib nepatri medzi substrity ABCB1 ani ABCG2,

rovnako ako nie su dostupné informécie popisujice alectinib ako substrat ABCC1.

6.2 Brivanib

Druhym z TKI podrobenych experimentu bol brivanib. Predstavuje prvy selektivny
dudlny inhibitor signdlnej drahy vaskularneho endotelidlneho rastového faktoru
a fibroblastového rastového faktoru, ktoré patria k proangiogenetickym faktorom.
Podava sa oralnou cestou vo forme esteru ako svojho prolieCiva (Marathe et al., 2009;
Mekhail et al., 2010). Jeho vztah k ABC transportérom zatial nie je dostatoCne

preskimany, preto sme sa na tto oblast’ rozhodli zamerat’.

Narozdiel od alectinibu sa brivanib prejavil ako efektivny inhibitor vSetkych troch
vybranych ABC transportérov, ¢o mézeme vidiet’ na Obr. 13. U ABCB1 a ABCC1 sme
zaznamenali signifikantny inhibi¢ny zésah azZ pri aplikécii troch najvysSich koncentracii
(10, 25 a 50 uM). Naopak, u ABCG2 boli dostac¢ujiice uz pomerne nizke koncentracie,

¢o dokazuje aj najnizSia hodnota ICsg (Tab. 2).
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Obr. 13 Grafické zndzornenie akumulacie substratov DNR a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi v pritomnosti
stupniujucich sa koncentracii brivanibu a modelovych inhibitorov (LY 335979, MK 571,

Ko 143). Uvedené data odpovedaju priemernej hodnote troch merani = smerodajna

odchylka.
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Tab. 2 Hodnoty ICs a 95% CI odpovedajtce brivanibu.

ICso (uM) 95% CI (uM)
ABCBI1 41,64 34,50 - 51,57
ABCC1 21,32 16,00 — 30,42
ABCG2 14,54 11,22 — 18,56

Marathe et al. (2009) pomocou transportnej Stadie naznacili, ze brivanib s velkou
pravdepodobnost’'ou nie je substratom ABCBI1. O tom, ¢i patri medzi substraty ABCCI

a ABCG?2 doposial’ nejestvuju Ziadne informacie.

Brivanib sa zda byt’ potencialnym prinosom najma v indikaciach cervikalnych nadorov,
HCC a CRC. Vysledky zverejnené Mekhail et al. (2010) ukazuji, ze brivanib je
metabolizovany vac§im poctom pecetiovych enzymov, preto by nemusel byt vyrazne
nachylny k liekovym interakcidm ako iné TKI. Zéaroven je ale nutné preskumat’ jeho
vplyv u pacientov s poruchou funkcie pecene, ked’ze k metabolizmu dochadza z velkej

miery prave tam.

6.3 Osimertinib

Dalsia testovana latka, osimertinib, patri medzi ireverzibilné inhibitory mutovaného
receptoru pre epidermalny rastovy faktor (Z. Chen et al., 2016). Pri vyhodnocovani
akumula¢nych S§tudii s osimertinibom sme pozorovali zvySenu akumulaciu substratov
u transportérov ABCB1 a ABCG2. Osimertinib teda inhiboval eflux sprostredkovany
tymito ABC transportérmi, na ¢o poukazuje aj literatura (Z. Chen et al., 2016;
Zhang et al., 2016). Nami namerané ICsy (Tab. 3) dosahuju vysSSich hodnét ako st
hodnoty publikované Hsiao et al. (2016), o mohlo byt sposobené rozdielom
v pouzitych bunkovych linidch a ich rozdielnou expresiou ABC transportérov. Podobne
ako u brivanibu, aj u osimertinibu sa prejavila inhibicia ABCCI, ale az pri vysSich

koncentraciach (Obr. 14).
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Obr. 14 Grafické zndzornenie akumuldcie substratov DNR a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi v pritomnosti
stupniujucich sa koncentracii osimertinibu a modelovych inhibitorov (LY 335979,
MK 571, Ko 143). Uvedené data odpovedaju priemernej hodnote troch merani

+ smerodajna odchylka.
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Tab. 3 Hodnoty ICs a 95% CI odpovedajlice osimertinibu.

ICso (uM) 95% CI (uM)
ABCBI1 13,66 8,56 — 19,53
ABCC1 35,91 28,54 — 45,09
ABCG2 6,89 5,42 — 8,62

Ako uvéadza Chen et al. (2016), osimertinib vykazuje vysoku substratovu afinitu
k ABCB1 a ABCG2, ¢o naznacuje, ze by mohol patrit’ medzi ich substraty a zaroven
byt kompetitivnym inhibitorom tychto transportérov. Pre potvrdenie danych poznatkov
odporti¢ame podrobit’ osimertinib experimentu na monovrstve buniek MDCKII, ktora je

na $tadium transportu vhodnejsia.

6.4 Selumetinib

Poslednym testovanym TKI bol selumetinib, latka zndma ako selektivny MEK inhibitor
(Bridgewater et al., 2016). V naSom experimente sme preskimali jeho inhibi¢né
posobenie smerom k ABC transportérom. U ziadneho z exprimovanych efluxnych
transportérov nedoSlo k vyraznej inhibicii v porovnani s kontrolnymi inhibitormi, ¢o
mozeme vidiet’ na Obr. 15. Podobne v Tab. 4 vidime, Ze hodnoty ICs, boli vysSie nez
50 uM a na inhibiciu efluxu by teoreticky bolo potrebné dosahovat’ hladin vyssich ako
je maximalna tolerovand davka u pacientov ako uvadza Gooijer et al. (2017). Navyse,

selumetinib nekompetuje s ATP ako ostatné testované TKI (McCubrey et al., 2013).
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Obr. 15 Grafické zndzornenie akumuldcie substratov DNR a MTX v parentnej linii
MDCKII a MDCKII liniach s jednotlivymi ludskymi ABC transportérmi v pritomnosti
stupniujucich sa koncentrdacii selumetinibu a modelovych inhibitorov (LY 335979,
MK 571, Ko 143). Uvedené data odpovedaju priemernej hodnote troch merani

+ smerodajna odchylka.
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Tab. 4 Hodnoty ICs a 95% CI odpovedajtice selumetinibu.

ICso (uM) 95% CI (uM)
ABCBI1 >50 uM -
ABCC1 > 50 UM ;
ABCG2 > 50 UM ;

Selumetinib bol popisany ako ABCB1 a ABCG2 substrat (Gooijer et al., 2017), no
pre ABCC1 by bolo vhodné previest adekvatny experiment, ktory by substratovu
Specifitu potvrdil alebo vyvratil.
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7 ZAVER

V tejto praci sme sa zaoberali interakénym potencidlom Styroch vybranych TKI
(alectinib, brivanib, osimertinib, selumetinib) s ABC transportérmi tzko spojenymi

s MDR (ABCB1, ABCC1, ABCG2) v bunkovej liniit MDCKII.

Vysledky ukazali inhibiény ucinok alectinibu, brivanibu a osimertinibu, zatial ¢o
u selumetinibu nebola zaznamenand Ziadna inhibi¢na aktivita smerom k efluxnym
transportérom. Alectinib pdsobil prevazne na ABCG2 a ABCBI1. Brivanib a osimertinib
sposobili inhibiciu vSetkych troch spominanych transportérov, no ABCCI1 inhibovali
v najmensej miere. VSeobecne je mozné povedat, ze ABCG2 transportér bol

najnachylnejsi, ked’Ze inhibicia sa uitho prejavovala uz v nizsich koncentraciach TKI.

Co sa tyka substratovej afinity, ti vykazuje selumetinib smerom k ABCBI a ABCG2.
U osimertinibu je pravdepodobné, ze taktiez patri medzi substraty ABCB1 a ABCG2.
Naopak, alectinib a brivanib nepatria k substraitom danych ABC transportérov. Této
praca vSak vysledky ohladom substratovej afinity jednoznacne nepotvrdzuje ani
nevyvracia a vychadza primarne z literatlry, preto sa odporii¢a preskimat’ tito oblast’

prostrednictvom vhodnejsSej metody, napr. transportnych Studii.

MDR je vo vSeobecnosti problémovou oblastou v liecbe rakovinovych ochoreni
s mnozstvom ovplyviiujucich faktorov, preto je potrebné sa jej aj nad’alej venovat
aprispievat’ tak k zefektivneniu terapie. Vysledky tejto prace sluzia ako odrazovy
mostik pre dalSie Stadie zaoberajlice sa danou problematikou. Zaroven poskytuju
prvotny obraz potencidlu testovanych latok pre vyvolanie farmakokinetickych

liekovych interakeii, ktoré st sprostredkované ABC liekovymi efluxnymi transportérmi.
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