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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Ales Sorf
Skolitel: doc. PharmDr. Martina Ceckova, Ph.D.

Nazev disertaéni prace: Studium interakci novych protinadorovych 1é¢iv s lékovymi

transportéry

I ptes vyznamné pokroky v poslednich letech je uspésnost protinadorové terapie komplikovana
rozvojem lékové rezistence. Pfi¢inou mohou byt mimo jiné¢ farmakokinetické mechanismy
mezi n€Z patii eflux podavanych cytostatik ATP-vazajicimi (ABC) transportéry a biodegradace
aktivni latky na neaktivni metabolit zprostifedkovana metabolizujicimi enzymy. Tyto proteiny
navic hraji zasadni roli v absorpci, distribuci a exkreci s nimi interagujicich 1€¢iv, coz mize pti
soucasném podani dvou a vice latek vést ke vzniku farmakokinetickych Iékovych interakci.
JelikoZz maji v moderni protinddorové terapii ¢im dal vyznamnéjsi roli cilend 1é¢iva ze skupiny
inhibitorti proteinkindz, bylo cilem této prace objasnit interakce vybranych latek z této skupiny
s ABC transportéry, pfipadné metabolizujicimi enzymy za pomoci in vitro metod, a dale
otestovat relevantni latky ex vivo na mononuklearnich bufikdch izolovanych piimo z krve

pacientil s nové diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii (AML).

V ptipad¢ inhibitoru cyklin-dependentni kindzy (CDK) 4 a 6 ribociklibu jsme pomoci
akumulacnich a prolifera¢nich studii zjistili jeho schopnost inhibovat ABCB1 a ABCG2
transportér a zarovenn modulovat t€émito transportéry zplisobenou rezistenci na daunorubicin a
mitoxantron. Zaroven jsme v transportnich studiich ur€ili, Ze ribociklib je vysokoafinitnim
substratem ABCBI. Naproti tomu u dalSich CDK inhibitort, AZD5438 a R547, jsme, 1 pfes
silnou inhibici ABCCI1 prvni z téchto latek, nepotvrdili modula¢ni potencial viici rezistenci na
daunorubicin. Tato investigativni l1éCiva nicméné zarovein inhibovala aldo-keto reduktizu
(AKR) 1C3, enzym konvertujici daunorubicin na neaktivni metabolit. Tato inhibice pak vedla

ke zvysSeni citlivosti HCT116 bunék transfekovanych pro expresi AKR1C3 vii¢i daunorubicinu.



Déle jsme potvrdili schopnost dvou tyrozin kinazovych inhibitorti alektinibu a brivanibu
zvySovat akumulaci daunorubicinu a mitoxantronu v ABCB1, ACBG2 au brivanibuiv ABCCl1
exprimujicich bunéénych liniich. I tyto dvé latky se ukdzaly byt modulatory 1ékové rezistence
zprostiedkované transportéry, i kdyz u brivanibu se synergické plisobeni s konven¢nimi
cytostatiky podafilo prokazat jen skrze ABCG2 inhibici. Ob¢ latky navic vykazaly interakcni

potencial na n€kterych izoformach cytochromu P450.

Poznatky, které jsme o chovani proteinkindzovych inhibitort ziskali v pribéhu let v ramci
experimentll na bunécnych modelech, jsme se déle pokusili pievést blize klinicky relevantni
situaci. Proto jsme izolovali periferni mononuklearni bunky pacientii s noveé diagnostikovanou
AML a snazili se urcit, zda interakce zjisténé in vitro budou pozorovatelné i ex vivo. Zjistili
jsme, ze CDK4/6 inhibitory, které jsme za timto uc¢elem testovali, zvysily akumulaci ABCB1 a
ABCGQG2 substratu mitoxantronu, a to konkrétné v builkdch pacientii pozitivnich na expresi
CD34 povrchového znaku a negativnich pro FLT3-ITD mutaci. Tento efekt byl imérny genové
expresi ABCBI a zaroven vedl u CD34+ bunék ke stimulaci apoptdzy. U ostatnich pacientli

byly naopak vysledky negativni.

Pouzitim in vitro metod jsme prokazali, ze testované latky vesmés inhibuji ABC transportéry a
jsou schopné piekondavat jimi zplsobenou rezistenci nddorovych bunék. Dale ukazujeme, ze
inhibice karbonyl redukujicich enzymd, které predstavuji dal$si mechanismus rezistence viici
antracykliniim, je potencidlnim terapeutickym cilem pro jeji pfekonani. Pokusy provedené na
leukemickych bunkdch AML pacientli pak dokazuji, Ze pfi vhodné personalizaci na zakladé
transportérové exprese a s ni souvisejicich markerii, naptiklad CD34 pozitivity, je mozné

vytipovat skupinu pacientd, ktefi mohou z vhodné€ nastavené kombinované terapie profitovat.
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Despite the significant progress in recent years, the efficiency of anticancer therapy is still
complicated by drug resistance. This phenomenon can be mediated by pharmacokinetic
mechanisms such as efflux via ATP-binding cassette (ABC) transporters and biodegradation of
parent drug to inactive metabolites via metabolizing enzymes. These proteins also play a key
role in absorption, distribution and excretion of drugs. When two or more interacting substances
are administered simultaneously, the pharmacokinetic drug-drug interactions may occur. Since
the targeted protein kinase inhibitors are becoming more common and important component of
modern anticancer therapy, the aim of this study was to elucidate interactions of selected drugs
of this novel therapeutic group with ABC transporters and also drug metabolizing enzymes by
in vitro approaches. We further examined relevant substances ex vivo using mononuclear cells
isolated directly from the blood of patients de novo diagnosed for acute myeloid leukemia

(AML).

Regarding the cyclin-dependent kinase (CDK) 4/6 inhibitor ribociclib, we showed its ability to
inhibit ABCB1 and ABCG2 in accumulation assays. Moreover, ribociclib modulated
transporter mediated resistance to daunorubicin and mitoxantrone. The transport assays across
MDCKII monolayers determined ribociclib as high affinity ABCB1 substrate. On the contrary,
with other two tested CDK inhibitors AZD5438 and R547, we did not observe any effect on
daunorubicin resistance modulation, despite strong ABCC1 inhibition by the first of the two
compounds. Nevertheless, these investigational compounds inhibited aldo-keto reductase
(AKR) 1C3, the enzyme that converts daunorubicin to its inactive metabolite. This inhibition
sensitized AKR1C3 transfected HCT-116 cells to daunorubicin.



We further exploited the ability of two tyrosine kinase inhibitors alectinib and brivanib to
enhance accumulation of daunorubicin and mitoxantrone in ABCB1-, ABCG2- and in the case
of brivanib also in ABCCl-expressing cell lines. These two drugs also appeared to be drug
resistance modulators, even though brivanib potentiated the effect of conventional drugs only
by ABCG2 inhibition. Both drugs also exhibited interactions with several cytochrome P450

isoforms.

We further aimed to exploit the knowledge on protein kinase inhibitors, that we have gained in
our in vitro experiments throughout the past few years in clinically more relevant settings.
Therefore, we isolated peripheral blood mononuclear cells from patients with de novo
diagnosed AML to verify, whether the interactions observed in cell lines could be also
confirmed ex vivo. We showed, that CDK4/6 inhibitors selected for these experiments increased
accumulation of ABCBI1 and ABCG?2 substrate mitoxantrone in patient cells positive for CD34
expression and negative for FLT3-ITD mutation. This effect was related to the ABCBI gene
expression and it led to increased apoptosis of CD34" leukemia cells. Contrary, no such

correlation could be observed in other patients.

Using in vitro methods, we demonstrated that majority of the tested drugs acts as inhibitors of
ABC transporters and can serve as modulators of transporter-mediated drug resistance of cancer
cells. Furthermore, we showed that inhibition of carbonyl reducing enzymes can become a
potential additional target for overcoming multidrug resistance of cancer cells to anthracyclines.
The experiments conducted in leukemic cells of AML patients indicate that the combination
therapy involving protein kinase inhibitors can be beneficial when personalized based on

transporter expression and markers that are related to it, such as CD34-positivity.
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Seznam zkratek

1. SEZNAM ZKRATEK

ABC

AKR

ALK

AML

CDK

CDKI

CYP

EMA

FDA

FGFR-1

MDCK

NSCLC

PBMC

SCLC

TKI

VEGFR-2

10

ATP-binding cassette, ATP-vazajici transportéry

aldo-keto reduktaza

anaplasticka lymfom-kinaza

akutni myeloidni leukémie

cyklin-dependentni kinazy

inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

cytochromy P450

European Medicines Agency, Evropska lékova agentura

Food and Drug Administration, Ufad pro dohled nad potravinami a 1é¢ivy
receptor pro fibroblastovy rastovy faktor

Madin-darby canine kidney bunécna linie

non-small cell lung cancer, nemalobunéény karcinom plic

pripheral blood mononuclear cells, mononuklearni buniky izolované z plné krve
small cell lung cancer, malobunéény karcinom plic

tyrozin kinazové inhibitory

receptor pro vaskularni endotelovy ristovy faktor



Uvod

2. UVOD

Zhoubnd nadorova onemocnéni jsou v soucasnosti podle statistickych tdaji Svétové
zdravotnické organizace celosvétoveé druhou nejCastéjsi pri¢inou umrti mezi chorobami [1].
Kazdy rok onemocni jednou z fady hematologickych malignit nebo solidnich tumort 18,1
milionu lidi, na které pak pfipada 9,6 milionu tmrti rocné¢ [2]. I pfes vyznamné pokroky
v chemoterapii, které piedstavuje predevsim moderni protinddorova terapie, spocivajici ve
vyuziti malych molekul nebo protilatek cilicich na specifické struktury hojné exprimované
v nadorové tkani [3, 4], je 1 v dneSni dobé 1écba komplikovana a ¢asto netispéSna mimo jiné
z divodu rozvoje 1ékové rezistence. Tento fakt je umocnény skute¢nosti, Ze u nékterych
indikaci je, nejen z diivodi farmakoekonomickych, zlatym standardem terapie konvencénimi
cytostatiky. Rezistence na chemoterapii se mize vyvinout bud’ na farmakodynamické bazi, kdy
dojde naptiklad k mutaci cilové struktury, supresi apoptotickych signalnich drah, zvysené
aktivit¢ reparacnich mechanismii nadorové bunky atd. [5, 6], nebo na podklade
farmakokinetickém. Ten zahrnuje dva klicové mechanismy a sice a) eflux prostfednictvim
ATP-vazajicich (ABC) l1ékovych transportéri a metabolismus 1é¢iva prostiednictvim enzymd,

coz ma za nasledek tvorbu protinddorove inaktivnich metaboliti [6-8].

ABC efluxni transportéry jsou pienasece piitomné v plazmatické membrané schopné zajistovat
prestup riznorodych latek ven z bunék. Jelikoz jde o transportéry aktivni, je tento pfenos mozny
1 proti koncentracnimu gradientu [9]. V téle je pfitomnost ABC transportéra vlastni mnoha
tkanim a jejich aktivita zajiSt'uje mimo jiné pfirozenou ochranu organismu pied neZadoucimi
ucinky léc¢iv [10]. Pokud je pacientovi podavano 1é¢ivo, které je zaroven substratem jednoho
nebo vice transportérd, Ize jeho farmakokinetiku zésadné ovlivnit piipadnou indukei ¢i inhibici
tohoto transportéru. Tim dochézi k rozvoji 1ékovych interakei, jejichz disledky mohou pro
pacienta byt nebezpecné, ale v nékterych piipadech i prospésné. Benefit pro pacienta by mohla
predstavovat napiiklad inhibice ABC transportért ptitomnych v nadorovych bunkach, coZ by
mohlo vyustit ve zvySeni koncentrace cytostatika v buiice tumoru a disledkem by byl zanik

nadorové builky a omezeni progrese onemocnéni.

Ke sniZeni ucinnosti protinddorové terapie muze zéaroven dojit, pokud je podané 1écivo
biotransformovano. Aktivita metabolickych enzymi je jiz tradi¢né povazovana za klicovy
parametr farmakokinetiky 1é¢iva. Predev§im izoenzymy systému cytochromu P450 (CYP)
katalyzuji pfeménu 1é¢iv na produkty, které mohou byt farmakologicky aktivni, nebo neaktivni.

Vedle zvysené exprese ABC transportéri muze nddorova tkan disponovat i nadmérnou
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enzymatickou vybavou, jez povede ke sniZzeni ucinnosti terapie, a to v piipadé, ze je
protinddorové agens transformovano na latku, ktera protinddorovym ucinkem nedisponuje,
nebo jej vykazuje v mife niz§i nez latka parentni. Konkrétné byl tento mechanismus rezistence
popsan v nedavné dobé pro karbonyl redukujici enzymy, které jsou kliCovym hracem
v metabolické cesté antracyklini [11-14], latek, které se jiz po desitky let hojné pouzivaji

v protinddorové terapii.

Bylo logickym krokem, Ze se vyzkum zaméfil na moznosti ovlivnéni vySe uvedenych
mechanismi. Rada in vitro, in vivo i klinickych studii nasledovala s cilem otestovat §kalu
modulatortt pfedev§im ABC transportérii a jejich ucinnost v kombinované protinddorové
terapii. Pfevazné rozpacité vysledky téchto pokust vedly k hypotéze testovani latek, které jsou
samy o sobé modernimi 1éCivy schvalenymi pro terapii fady solidnich tumorti a

hematologickych malignit — tzv. inhibitor( proteinkindz.

Z tohoto divodu bylo i cilem této disertaéni prace popsat interakce vybranych inhibitorQ
proteinkindz s ABC Iékovymi transportéry, ptipadné relevantnimi metabolizujicimi enzymy za
ucelem a) predikce farmakokinetickych Iékovych interakci, ke kterym by mohlo dochazet pti
kombinované terapii, b) zjiSténi moznosti modulace farmakokinetické Iékové rezistence
nadorovych bunck vici 1é€ivim podléhajicim efluxu ABC transportéry nebo metabolické

inaktivaci.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Fyziologicka exprese a funkce ABC transportérii a mozné lékové interakce

ABC transportéry jsou transmembranové proteiny vyznacujici se schopnosti prenaset aktivné
Sirokou Skalu substrati vcetné iontil, cukrii, aminokyselin, peptidl, 1éCiv a jejich metabolitl
pies bunéénou membranu proti koncentracnimu gradientu [9, 15, 16]. Do soucasné doby bylo
objeveno celkem 49 Clent této transportérové rodiny, pficemz tato je dale ¢lenéna do sedmi
podrodin ABCA — G [17]. ABC transportéry jsou fyziologicky exprimované v mnoha tkanich
lidského téla. Zde ovliviuji farmakokinetiku endogennich latek i xenobiotik rozlicné chemické
struktury [10]. Jejich hojna ptitomnost a zna¢né¢ Siroka substratova specifita tak mize vyustit

v zavazné 1ékové interakce.

Z hlediska role ABC transportéri ve farmakokinetice 1éCiv se hovofi zejména o dvou
zastupcich, ABCBI1 (P-glykoprotein, Pgp) a ABCG2 (Breast cancer resistance protein, BCRP)
[18]. Z tohoto diivodu je i regulaénimi autoritami, véetné amerického Ufadu pro dohled nad
potravinami a 1é¢ivy (FDA, z anglického Food and Drug Administration) i Evropské 1ékové
agentury (EMA, z anglického European Medicines Agency), vyzadovano dolozeni ptipadnych
interakci s témito transportéry pii registraci nového lé€iva [19, 20]. Vyznamnou roli mohou mit
rovnéz transportéry z podrodiny ABCC (Multidrug resistance associated protein, MRP). Mezi
nimi ma z hlediska farmakokinetiky vyznacné postaveni ABCC2, ktery se zasadné podili
predevsim na exkreci konjugovanych metabolitti do zluci [21]. Exprese ABC transportérii na
zaklad¢ lokalizace predurcuje svij vliv na absorpci, distribuci a eliminaci pfenaSenych

substratu.

Obecnym principem jejich fyziologické role je zajiSténi ochrany organizmu a jeho tkani pred
potenciadlné toxickym uc¢inkem exogennich latek vcetné 1é¢iv [10]. Pti podani 1é¢iva per os je
prvnim klicovym dé&jem absorpce. K té dochazi u velké vétSiny latek v tenkém stieve, kde
lé¢ivo musi prostoupit pres intestinalni bariéru do krevniho ob&hu. Tento pfestup muize byt
ovSem vyznamné limitovan transportéry ABCB1 a ABCG2 exprimovanymi na apikalni strané
enterocytll [22, 23], pokud je 1é¢ivo substratem téchto prenasecl. ABC transportéry jsou rovnez
pfitomny v dilezitych biologickych bariérach, kde omezuji distribuci svych substrati do
citlivych tkani a zajiStuji tak jejich bezprostiedni ochranu. Pfikladem mohou byt jednak
hematoencefalicka bariéra, dale hematotestikularni bariéra a rovnéz také placenta, ve kterych

plni ABC transportéry ochrannou roli pro citlivou mozkovou tkan, zarodecné buiky, resp.
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vyvijejici se plod. Exprese ABC transportéri v eliminacnich organech pak vede k ovlivnéni
exkrece 1éCiv z organizmu. V jaternich hepatocytech ABC transportéry prenaseji své substraty
do zluce a podileji se tak na biliarni exkreci, na apikdlni membrané bunék proximalniho tubulu
ledvin pak umoziuji, ptipadné usnadiiuji aktivni sekreci svych substratii moci [24].

Brain capillary endothelial cells

ENT1, ENT2

Brain Basolateral

MDRT (P-gp)
BCRP  MRP4  MRPS

Blood Apical/luminal
ENTZ OATP 12

OATP2E1

Intestinal epithelia

MDR1 (P-gp)
BCRP

ENT1,
ENT2

MRP2

MRP3
MCT1

05T MDR1 (P-gp)

ASBT ~osTR

PEPTI,
PEPT2

OATP

QATP1B1

ocT1 BS

Intestine Blood Kidney proximal tubules
0AT3 OAT1 OATPACT
0OAT2 0CT2

ENT2

MDR1 (P MFRP2,
(P-gp) MRpd

Obrazek 1. Priklady fyziologické lokalizace transportéri (ABC transportéry jsou v obrazku

zvyraznény obdélniky) v klicovych tkanich. Pfevzato a upraveno z Giacomini et al 2013 [24].

Na vSech zminénych mistech pak miZe pii podani dvou a vice 1éCiv interagujicich s ABC
transportéry dojit k rozvoji farmakokinetickych 1ékovych interakci. Mezi substraty ABC
transportérti, které mohou byt ob€ti podobnych interakci, se fadi 1éCiva ze Siroké Skaly
terapeutickych skupin [10, 25]. Mezi nimi maji nezastupitelné misto cytostatika, a to nejen
tradi¢ni chemoterapeutika typu antracyklinfi, Vinka alkaloida atp., ale i moderni latky véetné
inhibitord proteinkinaz (Tabulka 1). Jak jiz bylo zminéno, regula¢ni autority a Mezindrodni

transportérové konsorcium doporucuji z hlediska farmakokinetickych 1ékovych interakci
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studovat zejména ABCB1 a ABCG2. Inhibitory ABCB1 a ABCG2 mohou tedy zvysit absorpci
a tim 1 biologickou dostupnost substratii podavanych peroraln€. Zaroveii mohou zpusobit
zvySeni pfestupu do citlivych tkdni inhibici ABC transportérii v biologickych bariérach.
Inhibice transportérii lokalizovanych v eliminacnich organech pak zpomali eliminaci l1éCiva a
prodlouzi jeho biologicky polocas. Silné induktory ABC transportér (naptiklad rifampicin)
ptikladem lékové interakce na ABCBI je napt. zvySeni absorpce a sniZeni rendlni a hepatalni

eliminace digoxinu v piitomnosti ABCBI inhibitora [26].

3.2 ABC transportéry v 1ékové rezistenci

Mimo svou fyziologickou expresi a funkci v organismu jsou ABC transportéry nadmérné
exprimovany v nadorovych buiikkach [6]. Tato skutecnost byla dobie popsdna jak pro
hematologické malignity, tak pro solidni tumory. Jelikoz celd Skéla protinadorovych latek jsou
zaroven substraty ABC transportérii, podléhaji tak odCerpavéani z nadorové bunky, ¢imz je
koncentrace 1éCiva sniZzena Casto az pod terapeutickou hladinu. To ma za nasledek preziti
vétsitho poc¢tu nddorovych bunék vedouci ke snizeni ucinnosti, respektive az k selhani

protinadorové terapie.

Obrazek 2. Schéma nadorové bunky exprimujici ABC transportéry odcerpavajici 1€¢ivo (e)

ven z bunky proti koncentracnimu gradientu.
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Z hlediska klinického bylo dobfe prokazano spojeni mezi expresi transportéri ABCBI,
ABCG2 a ABCCI a progndzou pacienta z hlediska odpovédi na terapii a dlouhodobého preziti.
V ramci 1éCiv uzivanych v terapii nddorovych onemocnéni patii spousta z nich mezi substraty
téchto tii transportérti [25]. Jde jak o cytostatika klasicka, tak 1 o moderni latky ze skupiny
inhibitort proteinkinaz, které jsou klinicky testovany, nebo jiz zavedeny do terapie a kterych
se tyka tato disertacni prace (ptrehled v tabulce 1.). Z tabulky je dobie patrné, ze spektrum
substrati se mezi jednotlivymi pienaseci ¢asto prekryva a pro jednu latku je mnohdy relevantni

eflux pomoci vSech tfi zminénych transportért.

U solidnich tumorti prokazaly studie pteziti souvislost exprese ABCBI s progresi onemocnéni
u prsnich karcinomt [27]. Podobn¢ byla prokdzana souvislost mezi expresi ABCCI a vyS$im
rizikem relapsu stejné jako krat$i dobou pteziti u malobunééného karcinomu plic (SCLC) [28,
29]. Sporngjsi je potom role ABCBI1 v rezistenci napiiklad ovaridlniho karcinomu [30].
ABCG?2 je spojovan s negativni progndzou pro postoperacni terapii resektabilniho duktalniho
karcinomu pankreatu, ptipadné s negativni progresi SCLC [31, 32]. Zajimavym faktem také je,
Ze Casto jsou tyto tfi transportéry negativnim markerem i v ptipadé terapie cytostatiky, ktera
ABCBI1-, ABCG2-, nebo ABCCIl-dependentnimu efluxu nepodléhaji. Stale vice je tedy

dilezité hodnotit i vyznam ABC transportért plynouci z efluxu signalnich molekul a metabolitii

endogennich latek, jejichz ptisobeni je pro nddorovou bunku skodlivé [7, 33].

Na rozdil od pomérné heterogennich a spornych vysledkli mezi solidnimi tumory existuje velké
mnozstvi studii, které souhlasné dokazuji roli ABC transportéri v hematologickych
malignitach, a to predevS§im u akutni myeloidni leukémie, které¢ se podrobnéji vénuje
podkapitola 3.4. Exprese ABC transportérii byla rovnéz prokézana v souvislosti s horsi
prognozou akutni lymfoblastické leukémie u déti i dospélych [34, 35]. RovnéZ u klasického
Hodgkinova lymfomu byla pozorovana nedostate¢na odpovéd’ na 1écbu u pacientt s ABCC1

[36].
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3.3 Prispévek enzymii I. faize metabolismu k nadorové lékové rezistenci

3.3.1 Cytochromy P450

Hem-dependentni monooxidazové systémy CYP hraji naprosto zdsadni roli ve farmakokinetice
celé fady 1éCiv a jsou zaroven velmi Castym mistem lékovych interakci [37]. Dosud byly
identifikovany geny kodujici desitky izoforem, pficemz naprostd vétSina xenobiotik je
metabolizovana izoformami z rodin CYP1 — 3. Naproti tomu konkrétni klinické dikazy, ze by
CYP byly zodpovédné za rozvoj rezistence nadorové terapie viceméné nejsou. Byl publikovan
naptiklad vliv metabolismu prostfednictvim CYP na rezistenci vii¢i docetaxelu a moznost jeho
ovlivnéni protedzovymi inhibitory (ritonavir) [38-41], nicméné zadna robustni analyza neni

v soucasnosti stale dostupna.

3.3.2 Karbonyl redukujici enzymy

Relativné méné probadanou skupinou enzymi, hrajicich ov§em vyznamnou roli v metabolismu
endogennich i exogennich latek, jsou NAD(P)H dependentni karbonyl redukujici enzymy. Tyto
katalyzuji redukci latek obsahujicich ve své struktuie karbonylovou skupinu [42-44]. Pro
cytostatickou 1é¢bu pak je zasadni redukce antracyklinovych chemoterapeutik na 13-hydroxy
metabolity, které pfedstavuji hlavni metabolickou cestu téchto 1éCiv [45, 46]. 1 kdyz byly
antracykliny objeveny jiZ v Sedesatych letech minulého stoleti, jsou nadéle klicovou soucasti
terapie napiiklad u akutni myeloidni leukémie (podkapitola. 3.4). Tato reakce miiZe probihat za
ucasti enzymil z nadrodiny dehydrogenaz/reduktaz s kratkym fetézcem, nebo aldo-keto
reduktadz [47, 48]. Fyziologicky jsou tyto reduktizy zodpovédné mimo jiné za metabolismus
endogennich latek jako jsou prostaglandiny a steroidni hormony. Zaroven jsou podobné jako
ABC transportéry nadmérn€ exprimovany v nddorovych buikéach [49, 50]. Metabolismus
antracyklind, které jsou navic dlouho znamé jako substraty ABC transportért, je pak dalsi
moznou cestou vzniku rezistence, nebot’ tato metabolickd cesta vede k tvorbé redukovanych
metabolitll, jenz vykazuji vyznamné sniZenou antiproliferativni aktivitu [11-13]. Pfipadna
inhibice se tak, vedle inhibice ABC transportért, nabizi jako potencialni dosud velmi malo

probadany terapeuticky cil pro pfekondni farmakokinetické rezistence na antracykliny.
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3.4 Farmakokineticka rezistence u AML

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni onemocnéni myeloidni progenitorové linie, které
postihuje predevsim dospé€lé pacienty. Jeji incidence roste s vékem a ani s moznostmi mediciny
21. stoleti neni jeji progndza ptizniva, kdy pétilet¢ doby preziti dosahne ptiblizné 28,3%
nemocnych [51]. Standardni terapii nasazovanou nejcastéji u de novo diagnostikované AML
zustava jiz po léta tzv. rezim 7+3, ktery zahrnuje kombinaci cytarabinu s antracyklinem,
nejcasteji daunorubicinem, popf. idarubicinem [52, 53]. Ta je nasledovana ,,mirnéj$i“ udrzovaci
1é¢bou a u vybranych pacientii transplantaci kostni diené. Rozhodnuti o 1€¢b¢ konkrétniho
pacienta pak podléha zvazeni riznych faktort jako je v€k pacienta, komorbidity, pfitomnost

FLT3 mutace a charakteristika karyotypu.

Podobné jako u nddorovych onemocnéni obecné je i u AML zasadni komplikaci rezistence na
1écbu. Ta je spojovana s existenci rezistentni subpopulace bunék, kterd ¢asto koresponduje s
populaci tzv. leukemickych kmenovych bunék [54]. Tato subpopulace Casto odola i razantni
uvodni indukéni terapii a je zodpovédna za nasledny relaps onemocnéni. S rezistenci AML
stejné jako s leukemickymi kmenovymi builkkami je spojena i pfitomnost ABC efluxnich
transportérti. Mnoho studii prokazalo v ptipadé AML jednoznacnou korelaci mezi expresi
transportért, predevsim ABCB1 a ABCG?2, a prognézou onemocnéni [55-58]. Experimentalné
byla potvrzena exprese a funkce téchto pienasecii zejména v primitivnich nediferencovanych
blastech, které maji typickou charakteristiku CD34°CD38, coz koresponduje pravé
s leukemickymi kmenovymi buiikami [57, 59]. Zaroveni bylo prokdzano, Ze se u pacientli
s AML casto vyskytuje zvySend exprese vicero transportérii zaroven, zejména je pak zndma
soucasna exprese pravé ABCBI a ABCG2, coZz naznacuje mozné pficiny selhani klinickych

studii zamétenych na velmi selektivni transportérové inhibitory (podkapitola 3.5) [60].

U induk¢ni terapie daunorubicinem je vedle distribuce do leukemické bunky, kterd miize byt
ovlivnéna efluxem pies ABC transportéry, zaroven dulezité myslet na dalsi farmakokineticky
fenomém a to na metabolismus. Dominantni metabolickou drahou daunorubicinu je redukce
pomoci karbonyl redukujicich enzymi na daunorubicinol [45, 46], jejimz disledkem dochézi
metabolizaci vice nez 50% parentni latky na protinddorove inaktivni metabolit béhem nekolika
hodin po podani 1éc¢iva (podkapitola 3.3) [61]. Pfitomnost zodpovédnych reduktdz byla
prokazana pravé u leukemickych bunék a zdsah do redukce daunorubicinu by tak mohl
pfedstavovat novy potenciadlni a dosud neprobadany cil pro zefektivnéni terapie AML, jak

naznacuji prvni in vitro studie [62-67].
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Vedle vyse zminéného je zaroven dilezit¢ si uvédomit, ze AML je onemocnéni prevazné
postihujici starsi pacienty. Ti mnohdy fadou onemocnéni zaroven a jejich stav neziidka zcela
znemoznuje podani inicidlni indukéni terapie, jelikoz terapeutické davky daunorubicinu by
organismus nemocného nezvladl [52]. Moznost kombinace s inhibitorem efluxu a metabolizace
by tak umoZznila podani nizsich davek protinadorovych 1é¢iv pii zachovani jejich terapeutického
ucinku, coz by bylo mozné vyuzit pro terapii nejohrozenéjsich pacienti, u kterych je dosud

nasazovana pouze paliativni kura.

3.5 Snaha o prekonani farmakokinetické 1ékové rezistence

Pot¢ co doSlo ke zjisténi, ze ABCBI transportér negativné ovliviiuje cytotoxicitu
protinadorovych 1é¢iv, byly zahdjeny experimenty s cilem tomuto efektu zamezit. Testovani
zavedenych inhibitort ABCB1 verapamilu a cyklosporinu A na nddorovych bunécnych liniich
prokézalo pozitivni efekt na cytotoxicitu konvencnich cytostatik vinkristinu a daunorubicinu
[68, 69]. Nad&jné byly rovnéz vysledky prvnich klinickych studii u AML [70]. Problém byl, Ze
tyto inhibitory vykazovaly vyznamny farmakodynamicky efekt, ktery determinoval toxicitu
jejich spolecného podani pro pacienty, coz prevysilo potencialni terapeuticky benefit. Nad¢ji
vzbudilo zavedeni inhibitori druhé generace s vyrazné¢ vyssi selektivitou vici ABCBI,
konkrétné latky valspodar, kterd sama byla analogem cyklosporinu A bez imunosupresivnich
ucinkd [71, 72]. Ani v tomto piipadé se vSak nepodafilo dosahnout benefitu pro pacienty a
vymytit nezadouci U€inky, a tudiz se klinické uplatnéni opét nenaslo [73, 74]. Do tretice byla
velka oCekavani po objevu inhibitor tfeti generace, které se daji oznacit za vysoce selektivni,
cilené proti ABCBI (zosuquidar), ptipadné proti ABCB1 1 ABCG2 (elacridar, tariquidar). I tato
skupina vSak ptes nadéjné vysledky v prvnich fazich klinického vyvoje [75] nedoséahla tispéchu
v terapii [76] mimo jiné proto, ze efekt silného inhibitoru podnitil vyraznou manifestaci

nezadoucich u¢inka spolupodavaného léciva.

Obecné Ize také formulovat dalsi dva zékladni diivody selhdni dosavadnich snah o piekonani
MDR. Zaprvé se ukazuje, Ze transportérova vybava nddorovych buné€k je vyrazné Sirsi a cileni
na jeden transportér se ukazuje jako kontraproduktivni [60]. Multivariantni analyza prokazala
korelaci v expresi né€kolika rtiznych ABC transportérit v nékterych hematologickych
malignitach, stejné jako korelaci mezi poctem piitomnych transportéri a negativni prognézou
onemocnéni [55, 77]. Podobné byla provedena analyza ukazujici soucasnou nadmérnou expresi

sedmi transportéri u nddoru pankreatu [78].
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Zadruhé pak design studii ptili§ nepocital s velkou heterogenitou tumorti a skutecnosti, ze
cileny transportér exprimuje Casto mensi ¢ast pacientli zapojenych do studie [79]. Z toho
diivodu mohl zistat skryty ptipadny pozitivni efekt na minoritu pacientli v rdmci celkové
negativniho vystupu studie, ktery mohl manifestovat v drtivé vétSiné spiSe inhibici

fyziologického ABCB1 vedouci k pro pacienta negativnim Iékovym interakcim.

3.6 Nové pristupy k modulaci farmakokinetické 1ékové rezistence

Jelikoz tedy testovani specifickych silnych inhibitort ABC transportéri nevedlo k
oc¢ekavanému klinickému tspéchu, bylo zapotitebi posunout snahy o nalezeni vhodnych latek
jinym smérem. V poslednich letech se tak vyzkum lé¢iv ovliviyjicich 1ékovou rezistenci
soustfedil na latky, které nehraji vyluéné roli modulétori na ABC transportérech, ale samy o
sobé& vykazuji protinddorovou aktivitu. Hypoteticky by tak zprostiedkovavali pacientiim duélni
benefit, ktery by zaroven mohl vést ke snizeni podavanych davek konvencni chemoterapie a
ptispét tak klepSi toleranci a odpovédi na 1écbu. Jelikoz jsou v rdmci soucasnych
protinadorovych terapeutickych rezimil stale ¢astéji vyuzivana moderni cilend 1éCiva, kterd
specificky zasahuji pro dany nador charakteristické struktury a signalni kaskady, byla polozena
otazka, zda tato lé¢iva nemohou zaroven ovlivnit aktivitu ABC transportéra hrajicich roli
v nddorové rezistenci. Takové interakce pak byly potvrzeny u prvnich tyrozin-kindzovych
inhibitord (TKI) zavedenych do klinické praxe — imatinibu, gefitinibu a erlotinibu [80-86]. Od
té doby byly podobné vlastnosti objeveny u celé tady, da se fici velké vétsiny, TKI, které, at’

JiZ uspésné, €1 neuspésné, prosly klinickym zkouSenim [87, 88].

V nasi vyzkumné skupiné mame dlouholetou zkuSenost s inhibitory cyklin-dependentnich
kinaz (CDKI). Jedna se o latky, které jsou schopné inhibovat cyklin-dependentni kinazy (CDK),
enzymy, které hraji klicovou roli v regulaci bunécného cyklu, a tim kontrolovat vyvoj bunék a
jejich déleni [89]. Vzhledem k tomu, Ze CDK jsou ¢asto v nadorové tkani deregulovany a pro
celou fadu nadort je charakteristicka jejich zvySend exprese, staly se CDKI potencialni
l1écebnou strategii testovanou v klinické praxi [90]. Prvni 1éCiva z této terapeutické skupiny
dostala v minulych péti letech kladné stanovisko pro schvaleni v terapii od amerického tradu
FDA a nasledn¢ EMA (vice v podkapitole 3.7.2). Nase experimentalni prace prokazaly, ze
CDKI, podobné jako TKI, hojné interaguji s ABC transportéry at’ uz ve smyslu substratii, nebo
inhibitort [91-96]. U celé tady z nich, jmenovité napiiklad u dinaciklibu, flavopiridolu, nebo

olomoucinu II jsme rovnéz identifikovali potencidl k pfekondni ABC transportéry
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zprostiedkované rezistence na konvencni cytostatika [91-94]. Velmi recentni publikace kolegii
z Katedry biochemickych véd zase poukazaly na modulac¢ni u¢inky CDKI vii¢i karbonyl

redukujicim enzymtim [97, 98].

3.7 Prehled lé¢iv testovanych v ramci této prace

3.7.1 Nespecifické inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Chronologicky prvni testované CDKI v praxi vykazovaly inhibi¢ni aktivitu vici celé Skale

CDK. Soucasti této prace pak bylo hodnoceni dvou konkrétnich zéstupcti této podskupiny.

3.7.1.1 AZD5438

AZD5438 je polyCDK inhibitor vykazujici nejvyssi afinitu k CDKI1, 2, a 9 [99, 100].
V preklinické fazi byla prokdzéna vyznamnd acinnost této latky proti bunéénym liniim a
nadorovym xenograftim [99, 100]. V ramci prvni faze klinického hodnoceni byl odhalen
pomérné kratky biologicky polocas tohoto 1éCiva [101]. Dalsi faze doposud nebyly provedeny.
Stejné€ nejsou zndmy zadné konkrétni informace o interakcich AZD5438 s ABC transportéry,

nebo biotransformacnimi enzymy.

3.7.1.2 R547

R547 je inhibitor cilici na nékolik CDK, pfedevS§im pak na CDKI1, 2 a 4, nicméné
s vyznamnymi inhibi¢nimi vlastnosti i ku CDKS5 a CDK7 [102]. Stejné€ jako u predchozi latky
dosud neprobéhla druhé faze klinického hodnoceni a rovnéZ nebyly dosud publikovany Zadné

informace o interakcich R547 se strukturami, na které je zamétena tato prace.

3.7.2  Specifické CDK4/6 inhibitory

vvvvvv

které znamenaly vyznamny posun v terapii karcinomu prsu [103-106]. Pisobenim na vyse
zminéné kindzy blokuji fosforylaci Rb proteinu a tim dochazi k zastaveni bun&cného cyklu

v G1 fazi [104]. VSechny tfi latky doposud schvalené regula¢nimi autoritami proSly velmi
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rychle a uspésné klinickym zkouSenim a v souCasnosti jsou testovany pro terapii dalSich

solidnich tumori i hematologickych malignit.

3.7.2.1 Palbociklib (PD-0332991)

Palbociklib byl prvnim selektivnim CDK4/6 inhibitorem, u n¢hoz byla pozorovana vyznamna
aktivita proti nddorovym bunkam a xenograftim [107-109]. V klinickém testovani pak vysla
najevo efektivita palbociklibu v kombinaci s inhibitorem aromatazy pii podani pacientim
s estrogen receptor pozitivnim karcinomem prsu [110, 111]. V tinoru 2015 se palbociklib stal
prvni latkou ze skupiny CDKI, ktera byla schvalena americkou FDA, a to pravé v této indikaci

[112, 113].

Z hlediska interakci s ABC transportéry byla popséna substratova afinita palbociklibu
k ABCB1 a ABCG2, coz m¢lo za nasledek omezeny piestup palbociklibu ptes
hematoencefalickou bariéru [114-116]. Omezeny pfestup do mozku je ostatné spolecnym
fenoménem rovnéz pro ribociklib a abemaciklib [117]. Dale bylo pozorovano synergické

pusobeni palbociklibu s paklitaxelem, které¢ by mohlo byt pficteno inhibici ABCB1 [118].

3.7.2.2 Ribociklib (LEE-011)

Ribociklib je dal§im CDK4/6 inhibitorem, ktery je pfi prvnim pohledu na chemickou strukturu
vyrazn€ podobny palbociklibu [119]. Z toho vyplyvaji podobné farmakodynamické vlastnosti
a rovn¢z indikace, pro kterou byl testovan. V ramci klinické studie MONALEESA-2 bylo 1
vzhledem k ptedchozi zkuSenosti s palbociklibem neptekvapivé dosazeno velmi pozitivnich

vysledkli [120-122] a doslo k rychlému schvéleni od FDA v roce 2017 [123].

Jak jiz bylo konstatovano v pfedchozi podkapitole, prestup ribociklibu pfes
hematoencefalickou bariéru je téZ omezeny, byt v mensi mife nez u palbociklibu [117, 124].
Z tohoto divodu a vzhledem k vyznamné strukturalni podobnosti obou latek lze uvaZzovat o

mozné substratové afinité k ABC transportérim, nicméné piimy diikaz chybi.

3.7.2.3 Abemaciklib (LY2835219)

Ttetim CDK4/6 inhibitorem, ktery dostal zelenou od FDA je abemaciklib [125]. Podobné¢ jako

ribociklib proSel i tento inhibitor velmi rychle klinickymi zkouSkami a zaradil se tak po bok
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ostatnich zastupci této terapeutické skupiny. Na rozdil od dvou pfedesSlych latek byla pro
abemaciklib detailné¢ popséna in vitro inhibice ABCB1 a ABCG2 transportérii, kterd vedla

k prekonéni rezistence bun¢k viici zndmym substratiim téchto prenasect [126].

3.7.3 Tyrozin kindzov¢ inhibitory

Jedna se o velmi Sirokou a klinicky uspesnou 1ékovou skupinu, jejiz terapeutickou historii 1ze
stopovat az do roku 2001, kdy byl k pouziti v terapii chronické myeloidni leukémie schvalen

vibec prvni jeji zastupce imatinib.

3.7.3.1 Alektinib

Alektinib je vysoce selektivni inhibitor anaplastické lymfom-kindzy (ALK), ktery preklinicky
vykazal vyssi afinitu k ALK, neZ jeho pfedchiidce s obdobnym mechanismem ucinku krizotinib
a zaroven vykazal pozitivni efekt vii¢i modeliim rezistentnim praveé na krizotinib [127, 128].

Alektinib by roku 2015 schvalen pro terapii nemalobunécného karcinomu plic (NSCLC) [129].

Ve studii Kodama et al. nebyla pozorovana asymetrie v piestupu alektinibu ptes Caco-2
bunéénou monovrstvu, coz naznacuje ze alektinib neni aktivné transportovan ABCBI
pfenaSecem, coz nepiimo potvrzuje i t€inny prestup alektinibu do mozkové tkané [ 130]. DalSim
potvrzenim je pak studie, kterd potvrdila Ze pfitomnost ABCBI nezplisobuje rezistenci na
alektinib, na rozdil od jiného ALK inhibitoru ceritinibu [131]. Z hlediska enzymatickych
interakci byla dobfe potvrzena substratova afinita alektinibu k CYP3A4 [132].

3.7.3.2 Brivanib

Brivanib je duélni inhibitor receptoru pro vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGFR-2) a
receptoru pro fibroblastovy ristovy faktor (FGFR-1) a v preklinickych studiich vykazal
vyznamny efekt na xenograftové modely hepatoceluldrniho karcinomu [133]. V naslednych
klinickych studiich vSak nedosdhl vyrazné lepSich vysledkii neZ multikindzovy inhibitor

sorafenib [134, 135]. I pfesto je vSak ve vyvoji pro uvedeni na miliardovy ¢insky trh.
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4. CILE PRACE

Moderni cilena nizkomolekularni protinadorova 1é¢iva zaznamenala v poslednich deseti letech

vyznamny klinicky uspéch a fada z nich je jiz schvalena a mnoho dalSich je v klinickém

zkousSeni na terapii riznych typ nadorovych onemocnéni. Z tohoto divodu je dilezité znat

jejich interakce s 1ékovymi transportéry, potazmo metabolizujicimi enzymy, které mohou mit

zasadni vyznam pro jejich 1ékové interakce nebo pro jejich moznou roli v modulaci nadorové

rezistence. Konkrétnimi cili moji prace pak bylo:

1)

2)

3)

4)

Pomoci in vitro akumulacnich a transportnich studii zjistit, zda studované latky
interaguji s efluxnimi transportéry ABCB1, ABCG2, nebo ABCC1 a zda jsou schopné

prostfednictvim téchto interakci ovlivnit koncentraci cytotoxickych latek v buiikach.

Prostfednictvim testovani cytotoxicity jednotlivych latek a jejich kombinaci urcit, zda
ABC lékové transportéry mohou byt zodpovédné za rozvoj rezistence vici testovanym
1é¢iviim a zda jsou testované latky naopak schopny modulovat transportéry navozenou

rezistenci vii¢i konvenénim cytostatikiim.

U vybranych latek zjistit, zda interaguji s enzymy prvni faze metabolismu, coz by mohlo
opét predurcit 1ékové interakce téchto 1éCiv. Zaroven v piipadé pozitivni inhibice
karbonyl redukujicich enzymu otestovat, zda tento jev vede k ovlivnéni enzymatické

rezistence na antracykliny.

Aplikovat zavéry a poznatky ziskané prubéznym plnénim cild 1-3 na klinicky
relevantnim modelu — perifernich mononuklearnich buiikach izolovanych z pacientt de
novo diagnostikovanych pro AML — a zjistit, zda jsou v klinické praxi pouZivané

CDK4/6 inhibitory schopny ovlivnit farmakokinetickou rezistenci AML.
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5. SEZNAM PRACI A PODIL KANDIDATA NA JEDNOTLIVYCH
PUBLIKACICH

Tato prace je komentovanym souborem 5 praci, které byly publikovany v zahrani¢nich
casopisech s impakt faktorem a jednoho manuskriptu, ktery je v dobé odevzdani prace
v reviznim fizeni. Kandidat je v jejich ramci prvnim autorem dvou publikovanych praci
(publikace 1, 2) a ptilozeného manuskriptu (3) a spoluautorem dvou publikaci (4, 5). Déle je
pak kandidat spoluautorem dvou aktudlné publikovanych praci, jejichz vycet je k nahlédnuti
v kapitole 9. Podil autora na jednotlivych publikacich zahrnutych v disertacni praci je
nasledujici:

1. Ribociclib shows potential for pharmacokinetic drug-drug interactions being a

substrate of ABCB1 and potent inhibitor of ABCB1, ABCG2 and CYP450 isoforms in

vitro
Ales Sorf, Jakub Hofman, Radim Kuéera, Frantisek Staud a Martina Ce¢kova

Biochemical Pharmacology 2018, 154, p 10-17., IF2015 4,825, Q1

- Kompletni bunééné experimenty:
o akumulaéni studie na MDCKII a A431 bunéénych liniich
o cytotoxicitni studie na MDCKII bunéénych liniich
o transportni studie pfes MDCKII bunénou monovrstvu
o kombina¢ni studie v MDCKII a MCF-7 buné&énych liniich
o induk¢ni experimenty na MCF-7 buiikach

- kompletni analyza dat

- sepsani manuskriptu

2. Cyclin-dependent kinase inhibitors AZD5438 and R547 show potential for enhancing
efficacy of daunorubicin-based anticancer therapy: Interaction with carbonyl-reducing

enzymes and ABC transporters

Ale$ Sorf", Eva Novotna”, Jakub Hofman, Anselm Morell, Frantidek Staud, Vladimir Wsél a

Martina Cec¢kova
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Biochemical Pharmacology, 2019, 163, p. 290-298, 1F2018/19 4,825, Q1
*sdilené prvni autorstvi, oba autofi pfispéli rovnym dilem

- kompletni bunééné experimenty (tj. akumulaéni studie na MDCKII bunéénych liniich,
cytotoxicitni studie na MDCKII bunéénych liniich, kombinacni studie na MDCKII
buiikach)

- analyza dat v transportérové ¢asti manuskriptu

- kompletni sepsani manuskriptu

3. Targeting pharmacokinetic drug resistance in acute myeloid leukemia cells with

CDKA4/6 inhibitors.

Ales Sorf, Simona Sucha, Anselm Morell, Eva Novotna, Frantidek Staud, AlZbéta Zavielova,

Benjamin Visek, Vladimir Wsél a Martina Ce¢kova.

Manuskript v soucasné dobé (fijen 2019) v reviznim fizeni v ¢asopise Leukemia, [F2015/19 9,944

- optimalizace pouzitych cytometrickych metod, znaceni bunék protilatkami a zpracovani
krevniho materialu

- kompletni experimenty na HL-60 bunkach (provedeni akumulacnich studii, annexin
V/PI dudlni barveni HL-60 bun¢k)

- podil na praktickém provedeni funkénich experimentii na PBMC bunkach pacientt
s AML

- analyza dat a sepsani manuskriptu

4. Interactions of alectinib with human ABC drug efflux transporters and CYP450

biotransformation enzymes: effect on pharmacokinetic multidrug resistance

Jakub Hofman, Ales Sorf, Dimitrios Vagiannis, Simona Suchd, Eva Novotna, Sarah Kammerer,

Jan-Heiner Kuepper, Martina Cetkové a Frantisek Staud

Drug Metabolism and Disposition 2019, 47(11), p. 699-709, 1F2018/19 3,354, Q2
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- provedeni kombinac¢nich studii na A431 rezistentnich bunécnych liniich
- kompletace a analyza ptislusnych dat

- podil na sepsani ptislusnych ¢asti manuskriptu a revize manuskriptu

5. Brivanib inhibits several human ABC drug efflux transporters and CYP450
biotransformation enzymes exhibiting potential for pharmacokinetic drug-drug

interactions and modulation of multidrug resistance.

Jakub Hofman, Ales Sorf, Dimitrios Vagiannis, Simona Suchd, Eva Novotna, Sarah Kammerer,

Jan-Heiner Kuepper, Martina Cegkova a Frantisek Staud.

Molecular Pharmaceutics, IF2018/19 4,396, Q1

- provedeni kombinac¢nich studii na A431 rezistentnich bunéénych liniich
- kompletace a analyza ptislusnych dat

- podil na sepsani ptislusnych ¢asti manuskriptu a revize manuskriptu
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7. KOMENTARE K JEDNOTLIVYM PUBLIKACIM

7.1 Ribociclib shows potential for pharmacokinetic drug-drug interactions being a
substrate of ABCBI1 and potent inhibitor of ABCB1, ABCG2 and CYP450 isoforms
in vitro

Ales Sorf, Jakub Hofman, Radim Kuéera, Frantisek Staud a Martina Cetkova

Biochemical Pharmacology 2018, 154, p 10-17., DOI: 10.1016/j.bcp.2018.04.013

IF2018 4,825, Q1

RIBOCICLIB
as an inhibitor

= High potential for pharmacokinetic DDIs and MDR reversal

Obrazek 3. Graficky abstrakt k publikaci 1.

Ribociklib je CDK4/6 inhibitor, ktery byl schvélen pro terapii nadoru prsu pozitivniho na
estrogenovy receptor. Je metabolizovany prostiednictvim CYP3A4, ale jeho interakce
s transportéry nebyly dosud popsany. Cilem této prace bylo objasnit mozné 1ékové interakce
ribociklibu s relevantnimi ABC transportéry, piipadné zjistit inhibi¢ni G€inky ribociklibu na

izoformy CYP.

Metodou transportu pies monovrstvu MDCKII bunék jsme urcili, Ze ribociklib je substratem
ABCBI, ne vSak ABCG2, nebo ABCCI1. V akumulac¢nich studiich jsme naopak pozorovali
zvySeni akumulace substratu transportéri v MDCKII-ABCB1 i MDCKII-ABCG2 burnkach,
coz naznacuje, ze ribociklib je schopny inhibovat tyto dva transportéry. Kombinace ribociklibu
s cytostatiky daunorubicinem a mitoxantronem, které jsou zndmymi substraty zminénych
prenasecl, pak vedla k synergickému ptisobeni v MDCKII buiitkach a buitkaich MCF-7
odvozenych od prsniho adenokarcinomu. Ribociklib zaroven vykazal inhibi¢ni efekt 1 vici

CYP3A4, CYP3AS, CYPIA2 a CYP2C9.

Souhrnem jsme potvrdili, Ze ribociklib je substritem ABCBI1, coz mlize mimo jiné vysvétlit
jeho omezeny prestup do mozku. Zaroveinl jsme prokazali inhibici nékterych izoforem CYP a

transportérit ABCB1 a ABCG2, coz vedlo k synergickému ptisobeni s konvenénimi cytostatiky.
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Potvrdili jsme tak interak¢ni potencial ribociklibu na 1ékovych transportérech a enzymech a
schopnost tohoto CDK4/6 inhibitoru modulovat transportéry zprostfedkovanou rezistenci

nadorovych bunék.

7.2 Cyclin-dependent kinase inhibitors AZD5438 and R547 show potential for
enhancing efficacy of daunorubicin-based anticancer therapy: Interaction with

carbonyl-reducing enzymes and ABC transporters

Ales Sorf", Eva Novotna”, Jakub Hofman, Anselm Morell, Frantifek Staud, Vladimir Wsél a

Martina Ce¢kova
Biochemical Pharmacology, 2019, 163, p. 290-298, DOI: 10.1016/j.bcp.2019.02.035
1F2018/19 4,825, Q1
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Obrazek 4. Graficky abstrakt k publikaci 2.

Farmakokinetickd 1ékova rezistence naddori muZe byt zplsobena nejen aktivnim efluxem
cytostatik ptes ABC transportéry, ale v ptipadé n¢kterych latek, v nasem piipadé antracyklind,
1 biotransformaci na neaktivni metabolity katalyzovanou karbonyl redukujicimi enzymy. Cilem
této studie bylo posoudit mozny vliv dvou CDKI — AZD5438 a R547 — na rezistenci

daunorubicinu z pohledu inhibice transportérti a karbonyl redukujicich enzymd.

Z akumulacnich studii vyplynulo, Ze latka AZD5438 je inhibitorem vSech studovanych
transportérit (ABCB1, ABCG2 i1 ABCCl1) s vyrazné nejvyssi potenci viici ABCC1. Bunky
MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 byly rovné€z méné citlivé vii¢i cytotoxicité studovanych
latek oprott MDCKII kontrolni linii. I pfesto nebyl pozorovan silnéjsi synergismus pii vystaveni
ABCCI1 exprimujicich bun¢k spole¢nému ptisobeni AZD5438 a daunorubicinu oproti buitkam

parentnim. Obé dvé latky navic sniZzovaly pfeménu daunorubicinu na neaktivni metabolit
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daunorubicinol prostfednictvim inhibice izoformy AKRIC3, coz vedlo k synergickému

pusobeni v AKR1C3 transfekovanych HCT-116 bunkach.

V této studii jsme potvrdili interakéni potencidl dvou CDK inhibitor s ABC transportéry a
karbonyl redukujicimi enzymy. Zaroven jsme ukazali, Ze studované CDKI jsou schopné
prekonat rezistenci na daunorubicin nikoliv pfes ovlivnéni ABC transportéri, nybrz inhibici
AKRIC3, ¢imzZ je omezena konverze na neicinny metabolit daunorubicinol a je tedy dulezité
pii hodnoceni mozného ovlivnéni rezistence na antracykliny pamatovat na oba uvedené

farmakokinetické mechanismy.

7.3 Targeting pharmacokinetic drug resistance in acute myeloid leukemia cells with

CDKA4/6 inhibitors.

Ales Sorf, Simona Suché, Anselm Morell, Eva Novotn4, Frantisek Staud, Alzbéta Zavielova,

Benjamin Visek, Vladimir Wsél a Martina Ceckova.
Manuskript v soucasné dobé (fijen 2019) v reviznim fizeni v ¢asopise Leukemia

1F2018/19 9,944

Akutni myeloidni leukémie (AML) je maligni onemocnéni, jehoZ 1écba, pokud mize byt
s ohledem na aktuélni zdravotni stav pacienta vliibec zahdjena, Casto selhava. Jednou z pficin
muize byt aktivita ABC transportéri ABCB1 a ABCG2, jejichZz exprese byla prokézana
v leukemickych kmenovych buiikéch a korelovana se zhorSenou prognoézou a snizenou dobou
preziti. JelikoZ jsou klicovou soucdasti inicidlni terapie AML antracykliny, je nutné zvazit i jejich
biotransformaci karbonyl redukujicimi enzymy. V této praci jsme testovali vliv CDK4/6
inhibitorti abemaciklibu, palbociklibu a ribociklibu, které jsou v soucasnosti registrovany pro
terapii prsnich nadort a zaroven u nich probiha klinické zkouSeni pro terapii akutni leukémie,
na akumulaci a proapoptotické ptisobeni substratii ABC transportérii. Mimo ovlivnéni funkce
efluxnich transportéra jsme hodnotili téZ jejich mozny vliv na redukci antracyklinti, konkrétné
dauborubicinu. Vysledky ziskané in vitro testovanim na relevantnich buné¢énych liniich jsme
pak testovali na mononukledrnich builkkach izolovanych zkrve (PBMC) de novo

diagnostikovanych pacienti s AML s ohledem na nekteré diagnostické charakteristiky.
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Nejprve jsme potvrdili, Ze vSechny testované latky zvySuji akumulaci daunorubicinu a
mitoxantronu v HL-60 ABCB1 a HL-60 ABCG2 rezistentnich liniich. Zaroven jsme pomoci
dudlniho barveni annexinem V + propidium jodidem a také pouzitim analyzy sub-G1 frakce
potvrdili potenciaci apoptozy indukované témito cytostatiky. Naproti tomu testované CDK4/6
inhibitory signifikantn€ neovlivnily redukci daunorubicinu na daunorubicinol. Proto jsme se pii
analyze PBMC sousttedili na interakce testovanych latek s ABC transportéry. Podafilo se nam
prokézat, ze CDK4/6 inhibitory zvysuji akumulaci mitoxantronu v PBMC, které¢ jsou CD34-
pozitivni. Tento efekt pak vede ke zvySeni apoptotické populace CD34" PBMC pii spole¢ném
podani mitoxantronu a CDK4/6 inhibitorti. Podobné bylo pozorovano zvySeni akumulace
modelového substratu v piitomnosti testovanych latek rovnéz u pacienti negativnich pro
pritomnost FLT3-ITD mutace. Tento efekt koreloval s mirou exprese ABCBI, ktera je v obou

skupinach (CD34" a FLT3-ITD") oproti ostatnim pacientim zvysSena.

Ukazali jsme, ze kombinovana terapie CDK4/6 inhibitori a konvenc¢nich cytostatik ma
potencialni uplatnéni v personalizované terapii AML, a to na zékladé CD34 pozitivity, FLT3-
ITD negativity, ptipadné jinych markerti souvisejicich s ABCBI expresi. Takovéto terapeutické
schéma by rovnéz mohlo umoznit snizeni podavanych davek antracyklinli, a tak zpfistupnit
1é¢bu 1 pacientlim, pro které jsou soucasné terapeutické moznosti zatézi, jiz jejich organismus

nedokéze podstoupit.

7.4 Interactions of alectinib with human ABC drug efflux transporters and CYP450

biotransformation enzymes: effect on pharmacokinetic multidrug resistance

Jakub Hofman, Ales Sorf, Dimitrios Vagiannis, Simona Sucha, Eva Novotna, Sarah Kammerer,

Jan-Heiner Kuepper, Martina Cegkova a Frantisek Staud
Drug Metabolism and Disposition 2019, 47(11), p. 699-709, DOI: 10.1124/dmd.119.086975

IF2018119 3,354, Q2

Alektinib je TKI, ktery je 1é¢ivem prvni volby u ALK pozitivniho metastatického NSCLC.
Cilem této studie bylo stanovit jeho interakce s ABC transportéry a CYP izoformami,
relevantnimi pro moZzny rozvoj mnohopocetné lékové rezistence a lékovych interakci

s vyuzitim in vitro modelt.
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Akumulacni studie na MDCKII bunkach prokéazaly, ze alektinib zvySuje akumulaci
cytotoxickych substrati ABCB1 a ABCG2 v piislusnych bunéénych liniich. Akumulace
v MDCKII-ABCCI1 nebyla ovlivnéna. V néslednych kombina¢nich studiich vedla inhibice
ABCBI1 a ABCG2 k piekonani rezistence na daunorubicin a mitoxantron v exprimujicich
MDCKII a lidskych A431 buiikach. Zaroven bylo zjisténo, Ze alektinib pouze slab¢ interaguje
s mikrosomalni frakci CYP izoforem a navic v relevantnich bunécnych modelech neindukuje

expresi ani jedné ze studovanych struktur.

Zaverem lze konstatovat, ze alektinib je potentnim inhibitorem ABCB1 a ABCG2 se schopnosti
piekondvat transportéry zprostiedkovanou rezistenci in vitro. Zaroven jde o latku s nizkym
interakénim potencidlem na izoformach CYP, coz je dal$i vyhodnou charakteristikou pro

kombinovanou terapii pacientt.

7.5 Brivanib inhibits several human ABC drug efflux transporters and CYP450
biotransformation enzymes exhibiting potential for pharmacokinetic drug-drug

interactions and modulation of multidrug resistance.

Jakub Hofman, Ales Sorf, Dimitrios Vagiannis, Simona Suché, Eva Novotnd, Sarah Kammerer,

Jan-Heiner Kuepper, Martina Ce¢kova a Frantisek Staud.
Molecular Pharmaceutics 2019, DOI: 10.1021/acs.molpharmaceut.9b00361

IF2018/19 4,396, Q1

Brivanib je inhibitor FGFR-1 a VEGFR-2, ktery byl testovan v terapii hepatoceluldrniho
karcinomu a NSCLC a v soucasnosti je v klinickém zkouSeni jako ekonomicky dostupné;si
alternativa sorafenibu na vychodnich trzich. V této praci jsme zkoumali jeho interakce s ABC
transportéry a CYP enzymy a jejich mozné dopady na rozvoj lékovych interakci a modulaci

mnohocetné 1ékové rezistence.

V akumula¢nich studiich na MDCKII buiikach vykazal brivanib inhibici vSech tii studovanych
transportéri — ABCB1, ABCG2 i ABCCI. Nasledné kombina¢ni studie jak s pouzitim
MDCKII, tak A431 bunék a jejich transportéry exprimujicich variant, dokazaly synergismus
pouze u kombinace brivanib + mitoxantron u MDCKII-ABCG2 a A431-ABCG2 linii.

Synergismus na ostatnich transportérech oproti tomu pozorovan nebyl. Déle jsme potvrdili
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brivanib jako inhibitor CYP2C podrodiny a CYP2B6 izoformy. V induk¢nich studiich jsme pak
pozorovali mirnou indukci exprese ABCBI a CYPIA2 na urovni mRNA, kterd se ovSem

nemanifestovala ve zvySené transportni a enzymatické aktivité na tirovni proteinu.

Prokazali jsme interakéni potencial brivanibu na ABC transportérech a CYP a moznost
modulace ABCG2 zprosttedkované rezistence. Nase data mohou poslouzit jako zaklad pro in
vivo studie, které pln€¢ ur¢i bezpecnost a efektivitu terapie brivanibem u onkologickych

pacienttl.
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8. ZAVER

V moderni terapii ptedstavuji inhibitory proteinkindz ovliviujici klicové receptory a signalni
drahy nadorovych bunck nadéji pro velké mnozstvi pacienti s nadorovym onemocnénim.
Uspé$nost protinadorové 16¢by je asto limitovana rezistenci na podavana 1é¢iva, kterd miize
byt zplisobena aktivitou efluxnich transportérti od¢erpavajicich 1é¢iva ven z nddorovych bunék,
ptipadné degradaci ti¢inného 1é¢iva prostiednictvim enzymatickych systému. Ve své praci jsem
se proto zaméfil na interakce vybranych zastupct inhibitorti proteinkindz s ABC transportéry a
jejich vyuziti v piekonavani lékové rezistence viuci konvencnim cytostatikiim, pfipadné na

objasnéni, zda se tento mechanismus muze uplatnit i skrze metabolické enzymy.

Za timto Uc¢elem jsme vyuzili fady in vitro metod s pouZzitim modelovych MDCKII bunék a
jejich transdukovanych variant exprimujicich studované transportéry, ptipadné A431 bunécnou
linii a jeji rezistentni sublinie. Transportni studie pfes bunécnou monovrstvu MDCKII bun¢k
nam poslouzily k urceni, zda je studovana latka substraitem ABC transportéri. Akumulaéni
studie s fluorescencnimi substraty ABCB1, ABCG2 a ABCCI1 nam poslouzily ke stanoveni
inhibi¢nich vlastnosti testovanych inhibitori proteinkindz k témto pfenaSecim. Pfi znalosti
cytotoxicity studovanych latek a antiproliferativniho efektu konvencénich cytostatik
daunorubicinu a mitoxantronu jsme pomoci kombinac¢nich studii testovali, zda pii spolecné

expozici tyto latky vykazuji synergické plisobeni skrze inhibici ABC transportéri.

V moji prvni prvoautorské praci jsme detailné¢ prozkoumali interakéni potencidl ribociklibu,
CDK 4/6 inhibitoru schvaleného pro terapii nadoru prsu. Zjistili jsme, Ze ribociklib je
substratem ABCBI a jeho antiproliferativni i€innost je sniZzena v buiikach exprimujicich praveé
ABCBI1. Zaroven je ribociklib inhibitorem ABCBI1 a ABCG2 transportéri, které hraji
vyznamnou roli v nadorové rezistenci. Jejich inhibici jsme dosédhli potenciace cytotoxickych
ucinkli daunorubicinu a mitoxantronu v MDCKII-ABCB1 a MDCKII-ABCG2 buiikach a
v prsni nadorové linii MCF-7. Timto jsme prokazali potencial tohoto klinicky vyznamného
lé¢iva k lékovym interakcim na ABC transportérech a jeho moZny pozitivni efekt
v kombinované nadorové terapii. Na tyto poznatky jsme pak navézali 1 studii vyuZivajici ex
vivo vzorky krevnich mononukledrnich bunék pacientli de novo diagnostikovanych pro AML
(viz dale). Podobnych zavéri jako u in vitro studie s ribociclibem, jsme se dobrali i1 ve studiich
interakci dvou TKI alektinibu a brivanibu. Tyto latky rovnéz vykéazaly potencial pro modulaci
1ékové rezistence, ¢imz se zatfadily mezi dlouhy seznam podobné interagujicich 1éciv této

terapeutické skupiny.
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Odlisné vysledky jsme pozorovali u dvou investigativnich nespecifickych CDKI AZD5438 a
R547. Latka R547 se ukazala byt velmi slabym inhibitorem ABCB1, ABCG2 i ABCCI.
U AZD5438 jsme dosahli vyrazného zvyseni akumulace daunorubicinu v MDCKII-ABCC1
bunikach. Nicmén¢ ani prostfednictvim inhibice ABCC1 jsme neprokazali synergické ptisobeni
AZD5438 a daunorubicinu, jelikoz mezi ABCC1 exprimujici a parentni linii nebyl zadny rozdil.
Eflux skrze ABC transportéry vSak neni jediny mechanismus farmakokinetické rezistence na
daunorubicin. Za jeji rozvoj mohou byt zodpovédné i karbonyl redukujici enzymy, které
transformuji daunorubicin na jeho protinadorové méné aktivni metabolit daunorubicinol.
Jelikoz tedy AZDS5438 a R547 neovliviiovaly transportéry navozenou rezistenci na
daunorubicin, otestovali jsme jejich efekt na relevantni karbonyl redukujici enzymy. Zjistili
jsme inhibici vi¢i AKR1C3 izoformé a skrze modulaci jeji aktivity jsme doséhli synergického
efektu obou studovanych latek s daunorubicinem. Tato studie ukazuje, Ze je dulezité zkoumat
moznosti modulace nadorové rezistence i z pohledu dalSich mechanismu, které mohou piispét

k vyslednému klinickému dopadu pfi kombinované terapii.

V pribéhu feSeni vSech vyse uvedenych studii a v kontextu jiz diive publikovanych praci jsme
tak sesbirali pomérné velké mnozstvi in vitro dikazu, které ptispély do mozaiky interakci
inhibitorti proteinkindz s ABC transportéry a metabolickymi enzymy a jejich potencidlu
ovlivitovat rezistenci nadorovych bunék. Pro odhad mozné klinické relevance nasich poznatk,
jsme nicméné povazovali za nutné vyzkouset tuto teorii na modelové situaci, ktera bude blizsi
realnému patologickému stavu vyzadujicimu optimalizovanou terapii. V nasledné studii jsme
se proto zaméfili na PBMC izolované z krve pacientl de novo diagnostikovanych pro AML (4j.
pacientll bez ptfedchozi protinadorové terapie, jez by mohla vést k indukci rezistencnich
mechanizmil). U téchto bunék jsme testovali ex vivo, zda jsou CDK4/6 inhibitory palbociklib,
ribociklib a abemaciklib, latky jiz zavedené v klinické praxi terapie nadorti prsu a momentalné
klinicky zkouSené u akutnich leukémii, schopné dosdhnout podobnych vysledki jako u nasich
in vitro studii. Zaroven jsme hodnotili, jak je pro tyto interakce dilezité rozdéleni pacientl na
zaklade jejich fenotypu. V rdmci celé blize nespecifikované populace pacientil jsme nedosahli
signifikantnich vysledkii co do ovlivnéni akumulace cytotoxickych substratli uvnitt PBMC
bun¢k, a indukce proapoptotickych zmén. Pfi zaméteni na pacienty, jejichz PBMC byly CD34-
pozitivni, coZ zna¢i nadorové bujeni blastii ve velmi raném stadiu vyvoje, vSechny tfi CDKI
zvysily intraceluldrni akumulaci mitoxantronu az o 30 — 50%. V hodnoceni exprese ABC
transportérl jsme pak zjistili vyrazné zvysené hladiny ABCB1 mRNA u CD34" pacienti oproti

zbytku testované populace. Relativni exprese ABCBI navic signifikantné korelovala s efektem
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CDKI na akumulaci mitoxantronu uvniti bunék. Navic tato akumulace vedla ke zvySeni
apoptézy PBMC vystavenych kombinaci CDKI s mitoxantronem, coz opét nebylo

pozorovatelné u CD34" pacientd.

Prokézali jsme tak, Ze efekt na modulaci rezistence nadorovych bunék je mozné pozorovat ex
vivo u leukemickych bunék. Zaroven tyto vysledky naznacuji dulezitost stratifikace terapie dle
AML fenotypu, tj. kladeni dlirazu na spravny vybér pacientli, pro néz by mohl byt dualni efekt
inhibitort proteinkinaz prospésny. Pokud by byli pacienti s AML roztazeni na zakladé CD34
exprese, pripadné jinych markert spojenych s piitomnosti ABC transportérti, mohla by takova
terapie pfinést benefit oproti stavajici [éCebné strategii. Kombinovana terapie by mohla vést ke
snizeni davek a zvyseni tolerance k 1é¢b¢e, coz by zaroven umoznilo 1éCit 1 pacienty, ktefi by

k chemoterapii ve standardnim davkovani nebyli pro aktuélni stav organizmu indikovani.
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