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such as ABCB1, ABCG2 and ABCC1 have a wide range of substrates, including several

conventional cytostatics.

This study aimed to examine the influence of overexpression of the mentioned
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pralsetinib and tazemetostat as potential inhibitors of ABCG2 transporter. According
to the MTT assay results, all of these drugs had shown a potential to be transporter
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Despite several years of research, we still do not have ABC transporter inhibitors
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modulators.
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1. Seznam zkratek

ABC
ABCBI1
ABCC1
ABCG2
ATP
Cap
DNA
DMEM
DMSO
FBS
MDCKII
MDR
MTT
NBD
PBS
Pra
Taze
Topo
TKIs

TMD

ATP-binding cassette

P-glykoprotein (P-gp, MDR1)

multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)

breast cancer resistance protein (BCRP, MXR, ABCP)
adenosintrifosfat

kapmatinib

deoxyribonukleova kyselina

Dulbecco's Modified Eagle's médium

dimethylsulfoxid

fetalni bovinni sérum

Madin-Darby Canine Kidney II, buné¢na linie

z ang. multidrug resistance, mnohocetna 1ékova rezistence
methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid

z ang. nucleotide-binding domain, doména vazajici nukleotid
fosfatovy pufr

pralsetinib

tazemetostat

topotekan

tyrosinkinazové inhibitory

z ang. transmembrane domain, transmembranova doména



2. Uvod

Nadorovéd onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfi¢in Gmrti na celém svété.
V dnesni dobé existuje nékolik typt protinddorové lécby, jako napf. chirurgické
odstranéni solidnich nadorii, radioterapie, hormondlni terapie a S$iroce vyuZzivana
chemoterapie. V poslednich letech k témto moznostem pifibyly moderni strategie,
a to imunoterapie a cilend 1écba. Obvykle se v jednom IéCebném procesu kombinuje
nékolik typli terapie, pficemz zdkladem byvd velmi casto chemoterapie
(Faguet, 2015; Sung et al., 2021; Svihovec Jan, 2018). I pfes moznost t&chto kombinaci
terapie v mnoha pifipadech nedosahuje pozitivnich vysledkd. Toto selhani
chemoterapeutické 1é¢by je spojovano se vznikem mnohocetné 1ékové rezistence (MDR),
ktera se v poslednich letech stala pfedmétem mnoha vyzkumt (Bukowski et al., 2020;

Holohan et al., 2013; Mansoori et al., 2017).

MDR je komplexni problém, jelikoz je jeji vznik spojovan stadou riiznych
mechanizmii. Kromé snizeni absorpce, zmén metabolizmu a eliminace cytostatik jde
1 0 zménu aktivity cile 1é¢iv nebo zrychleni procesu opravy DNA. Jednim z mechanizmt
vzniku MDR je 1 snizeni akumulace 1é¢iv v nddorovych buiikach v disledku zvySené¢ho
efluxu téchto léCiv (Rang Humphrey et al., 2016; Szakécs et al., 2006). S timto
mechanizmem je nej¢astéji spojovana rodina ABC lIékovych transportéri, jejiz schopnosti
je transportovat fadu fyziologickych molekul ale také protinddorovych 1€¢iv skrz
membranu nadorovych bunék. Konkrétnimi transportéry spojovanymi se vznikem MDR
jsou ABCBI (P-glykoprotein), ABCC1 (multidrug-resistance protein 1) a ABCG2 (breast
cancer resistance protein), na nézZ je tato prace zamétfena (Choi & Yu, 2014; Housman

et al., 2014; Liu, 2019).

Jednotlivé transportéry jsou exprimované v mnoha tkanich lidského organismu,
kde plni rozli¢né fyziologické funkce, nicméné v nadorové tkani mize jejich zvysSena
exprese zasadné ovlivnit pribéh protinadorové 1écby. Celd fada konvencnich cytostatik
patii mezi substraty transportérit ABCB1, ABCC1 a ABCG2. Pravé jejich overexprese
v nadorovych buiikdch je spojovana se sniZenou ucinnosti cytostatik a v disledku
toho i s nedosahovanim stanovenych cilti a selhanim terapie (Housman et al., 2014;
Ward et al., 2021). Tato prace se zabyva zménami antiproliferacniho ucinku sedmi
zvolenych konvencnich cytostatik v pfitomnosti overexprimovanych ABC transportérii

zminénych dfive. Role obéti téchto cytostatik byla naznacena jiz diive, nicméné se studie



ve svych vysledcich ¢asto neshoduji, at’ uz jde o uroven rezistence ¢i substratovou
specifitu. Dal§im problémem je to, ze se néktera 1éCiva nemusi chovat dle sigmoidalni
dose-response kinetiky, coz znemoziiuje analyzu kombinacniho efektu metodou Chou-
Talalay. Cytostatika vybrand pro tuto praci jsou uzivana v 1é€bé nemalobunécného
karcinomu, coz je indikace, které se aktualné vénuje pracovni skupina mého skolitele.
Podrobny popis chovani vybranych 1é¢iv v modelech MDCKII a A431 je nenahraditelny
pro moznost jejich vyuziti v kombinacnich studiich, které odhaluji modulacni schopnosti
novych cilenych 1éCiv. Vysledky tohoto vyzkumu tak budou slouzit jako odrazovy mitistek

pro velké mnozstvi navazujicich studii.

Rodina ABC efluxnich transportérii je predmétem velkého mnozstvi studii,
zabyvajicich se nejen jejich strukturou a mechanizmem transportu, ale také jejich roli
ve vzniku MDR. AvSak neméné dulezit¢ jsou studie vénujici se hledani zplsobu
modulace MDR zprostiedkované témito transportéry. V dnesni dobé jsou zkoumany nové
cesty, jak eliminovat zvySeny eflux protinddorovych 1éCiv, a to napf. pomoci tzv. drug
delivery systems ¢i monoklondalnich protildtek. Nicméné zékladnim principem je inhibice
téchto transportérl, a proto je neustale vyvijena snaha nalézt molekuly, které by mohly
byt pouzity jako inhibitory efluxu protinddorovych 1é¢iv (Assaraf et al., 2019; Li et al.,
2016). Z toho diavodu je soucasti prace kromé komparativnich proliferaénich MTT testt
1 kombina¢ni studie. Jejim cilem bylo ovéfit vyuzitelnost ziskanych vysledkl
pro kombinaci cytostatik s potencidlnimi inhibitory ABC efluxnich transportérti. V téchto
experimentech byla pouzita tfi cilena 1éCiva jakoZto potencialni modulatory a sledovany
zmény antiproliferacniho ucinku topotekanu jako obéti rezistence zprostiedkované

overexpresi ABCQG2 transportéru.
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3. Teoreticka Cast

3.1 Protinadorova lécba

Nadorova onemocnéni se fadi mezi hlavni pfi¢iny tmrti v kazdé zemi svéta.
Podle odhadii Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou prvni ¢i druhou nejcastéjsi
pricinou smrti ve véku do 70 let ve 112 ze 183 zemi, ve zbylych 23 jsou pak tfeti ¢i ¢tvrtou
pri¢inou. Neustdle narGstajici incidence a mortalita je dasledkem starnouci populace
a samozfejme 1 fady rizikovych faktora (Sung et al., 2021).

Nadorové onemocnéni je charakterizovano nekontrolovanou proliferaci télu
vlastnich bunék a sifenim jejich abnormalnich forem v celém organismu. Pti¢inou tohoto
déje jsou genetické a epigenetické zmény, které zpilsobuji inaktivaci tumor
supresorovych gent ¢i aktivaci onkogent. RozliSujeme dva typy nadori, a sice benigni
amaligni, pficemz druhy typ je navic charakteristicky svou schopnosti prorustat
do okolni tkan¢, ménit stupen diferenciace a metastazovat (Rang Humphrey et al., 2016).
Zdravé bunky peclivé kontroluji cely sviij bunécny cyklus pomoci produkce a uvoliiovani
rustovych faktorli, zatimco u nédorovych bun€k dochdzi k deregulaci téchto procesii.
Kromé schopnosti unikat bunééné smrti a faktortim potlacujicim proliferaci maji nadory
n¢kolik dalSich vlastnosti, které jim umoznuji jejich neustaly rast. Tyto vlastnosti

se stavaji cilem terapie, jak je zndzornéno na Obr. 1 (Hanahan & Weinberg, 2011).

EGFR Cyclin-dependent
inhibitors kinase inhibitors

Sustaining Evading
Aerobic glycolysis proliferative growth Immune activating
inhibitors signaling suppressors anti-CTLA4 mAb

Proapoptotic g crep i Telomerase
imeti o replicative io
BH3mimstics death immortality Inhibitors
¥ h
Genome 4 k Tumo_r-
instability & y  promating
mutation - inflammation

PARP Inducing Activating Selective anti-
inhibitors angiogenesis invasion & inflammatory drugs
metastasis

Inhibitors of Inhibitors of
VEGF signaling HGF/c-Met

Obrazek 1: Cilena léc¢ba a charakteristické znaky ndadori. Znamé znaky nddorii,

jako napr. indukce angiogeneze, vyhybani se imunitni reakci, genové mutace a dalsi

znazornené se stavaji obeti cilené lécby. Prevzato z: (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Prvni poznatky o nadorovych onemocnénich jsou staré nékolik tisicileti. Nejstarsi
dochovany pfipad nadoru prsu pochdzi ze starovékého Egypta zroku 1500 pt.n.l.,
pojmenovanim a popisem nadorovych onemocnéni se zabyval staroveéky fecky lékar
Hippokrates. Jiz v této dob¢ byla snaha o vyléCeni nddorovych onemocnéni pomoci
chirurgickych zakrokti. Po mnoho staleti $lo o jedinou dostupnou terapii. S rozvojem
védy v 19.a20. stoleti byly objeveny nové diagnostické i terapeutické postupy,
konkrétné radioterapie, chemoterapie a hormonalni terapie, které se dnes ¢asto kombinuyji.
V poslednich desetiletich véda pracuje na rozvoji imunoterapie a cilené 1écby, ale také

na zdokonaleni jiz znamych terapeutickych postupti (Faguet, 2015; Sudhakar, 2009).
3.1.1 Konven¢ni lécba

V soucasné dob¢ tvoii zdklad terapie chirurgickd 1écba, radioterapie
a protinddorova lécba neboli chemoterapie. Podstatou konvenéni 1é€by je uziti cytostatik,
jejichz cilem je inhibice bunécné proliferace a indukce apoptdzy nadorovych bunck

(Svihovec Jan, 2018).

Vzhledem k neselektivnimu systémovému pusobeni téchto latek dochazi
k poSkozeni vSech ostatnich proliferujicich buné€k, z ¢ehoz vyplyvaji mnohé nezadouci
ucinky této terapie. Jsou jimi toxické pisobeni na kostni dfen, snizend produkce
leukocytt, a tim padem snizena odolnost viici infekcim, ztrata vlast, zhorSené hojeni ran,
poskozeni gastrointestindlniho epitelu a v neposledni fad¢ i teratogenita a karcinogenita.
Velmi ¢astym jevem spojenym s chemoterapii je nauzea a zvraceni, v dneSni dobé
uz naStésti dobfe ovlivnitelnd profylaktickou antiemetickou farmakoterapii (Rang

Humphrey et al., 2016).

Cytostatika cili na riizné faze bunécného cyklu a jejich mistem t€inku je bunécna
DNA, RNA ¢ijejich metabolizmus. DéElime je na rtzné typy také podle jejich
mechanizmu U¢inku, napf. alkyla¢ni latky, alkaloidy, cytotoxickd antibiotika
¢1 antimetabolity (Schirrmacher, 2019). Piehled ptikladi vybranych skupin cytostatik,
jejich mechanizmt Gc¢inku a konkrétnich latek uvadi Tabulka 1. V protinadorové 1écbé
se bézn¢ uzivaji 1 glukokortikoidy, u hormon-dependentnich nadorii se vyuzivéa uc¢inku

inhibitorii aromatazy, antiestrogent a antiandrogent (Rang Humphrey et al., 2016).
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Tabulka 1: Piehled nékterych skupin cytostatik véetné mechanizmu ucinku a prikladit.
Cilem konvencni protinadorové terapie jsou riizné faze bunécného cyklu. Jednotlive skupiny cili

na DNA, RNA ¢i jejich metabolizmus. Volné prevzato z: (Rang Humphrey et al., 2016).

skupina mechanizmus ucinku priklad

alkylacni latky tvorba kovalentnich vazeb s DNA - = cyklofosfamid, cisplatina,
zabranéni replikace thiotepa

antimetabolity blokovani nebo rozvrat methotrexat, fluorouracil,
metabolickych cest syntézy DNA merkaptopurin

cytotoxicka antibiotika | interkalace, inhibice syntézy DNA doxorubicin, bleomycin,
a RNA, fragmentace DNA pemetrexed

derivaty alkaloidi, inhibice topoizomeraz I a II > topotekan, irinotekan,

inhibitory topoizomeraz | zlomy v DNA a zabranéni replikace  etoposid

derivaty alkaloidi, inhibice polymerace nebo vinblastin, vinkristin,

antimitotika depolymerace mikrotubulti > paklitaxel, docetaxel
zastaveni bun. cyklu, apoptoza

3.1.2 Cilena lécba a aktualni trendy ve vyvoji protinadorovych 1é¢iv

Jak bylo popsano v minulé kapitole, konvencni chemoterapie postihuje inhibici
proliferace a indukci apoptozy nejen nadorové buniky, ale téZ vSechny rychle proliferujici
bunky v celém téle, z ¢ehoz vyplyva fada zavaznych nezadoucich ucinkti. Oproti tomu
by cilena lécba méla byt efektivnéjsi a méné toxicka. Zakladnim principem je specifické
pusobeni na jednotlivé signédlni proteiny ¢i signalni drahy typické pro nadory,
napf. zablokovani konkrétni signalni drahy spojené s karcinogenezi, dale Uprava funkce
proteinti, které ovliviiuji genovou expresi nebo blokovani specifickych enzymu

a rastovych faktorii (Joo et al., 2013; Rang Humphrey et al., 2016).
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Diky objevu onkogentl, tumor supresorovych genti a také sekvenovani lidského
genomu se podafilo detailnéji porozumét molekularnim mechanizmtim, které vedou
k rozvoji nadorovych onemocnéni. Piestoze se tyto objevy odehraly az v poslednich
dvaceti letech, prvni uzivana cilena terapie je znama jiz od 40. let minulého stoleti,
kdy se zacal uzivat radioaktivni jod pro 1é€bu nadort $titné zlazy. Dal§im zndmym
ptikladem je pouziti tamoxifenu v 1écbé ER-pozitivniho karcinomu prsu v 70. letech.
Vazbou na estrogenové receptory zabranuje estrogenu stimulovat rist nadorovych bun¢k
(Joo etal.,2013; Yanetal.,2011). Nova léCiva mizeme kategorizovat na zakladé riznych
kritérii — jednim z nich je rozd¢leni dle pisobeni na riizné urovné signalnich drah (ligand,
receptor, prenasec Ci transkripéni faktor). Dal$im zptsobem je rozdéleni dle samotného
ucinku cilené 1écby, kdy mifime proti nddorovym bunkam nebo proti faktorim
mikroprostiedi naddorové tkdné€, jako jsou napf. inhibice invazivity, neovaskularizace
a metastazovani. Dv¢ hlavni kategorie tvofi tzv. malé molekuly a monoklondlni
protilatky. Malé molekuly mohou penetrovat do bunék a zde ovliviiovat mnohé signalni
dréhy, vétSinou jde o inhibitory tyrozinkindz. Monoklonalni protildtky se vazou
na specifické cile vné bun¢k. Jsou jimi napft. ligandy a extraceluldrni domény receptorti
signalnich drah. Mimo jiné se mohou vyuzit i jako nosice dalsich 1éCiv (tzv. drug delivery
systems), konjugaty s radionuklidy ¢i toxiny, pfipadné pro imunomodulaci (blokada
inhibi¢nich molekul a stimulace kostimulacnich faktorti) (Joo et al., 2013; Svihovec Jan,

2018).

Velky rozvoj zaznamenala v poslednich letech 1 imunoterapie, nebot’ imunitni
systétm hraje dualezitou roli v patofyziologii nadorti. Velkym pifinosem byl vyvoj
monoklonélnich protilatek, které cili na regula¢ni receptory, napt. CTLA-4 ¢i PD-1.
DalSimi pfistupy a prostiedky imunoterapie jsou protinadorové vakciny, hematopoetické
rustové faktory, interferony a interleukiny (Joo et al., 2013; Santhosh et al., 2015;
Svihovec Jan, 2018). Trendem poslednich let je genova terapie, ktera obnasi pouziti
nukleovych kyselin k 1é€bé a prevenci nejen nadorovych onemocnéni. Podstatou je
zejména vymena poskozenych €i chybéjicich gent za terapeutické funkéni geny s pomoci
nastroju jako jsou virové i nevirové vektory. Uplatituje se téZ zména exprese (potlaceni
nebo naopak zvySeni) pomoci terapeutickych oligonukleotidii a velkou pozornost
pfitahuje téz systém CRISPR-Cas9, ktery umoZiluje libovolné editovat genetickou
informaci (Kaufmann et al., 2013). Rozvoj nanomediciny a teranostatiky umoziuje

kombinovat diagnostiku a terapii. Do budoucna to znamena moZznost propojit sledovani
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distribuce a uvoliiovani 1é¢iv, preventivni screening a personalizovanou terapii (Lammers

etal., 2011).

Ve vyvoji protinadorové 1écby je mnohem vice strategii, nicméné jejich
vyjmenovani a popis je nad ramec rozsahu této diplomové prace. Kromé vyvoje novych
postuptl je velmi zasadni i neustalé prohlubovéni znalosti o patofyziologii nddort a také
zdokonalovani jiz znamych terapeutickych postupi, které se zaméfuje predevsim
na zvyseni U¢innosti, presnosti, a predevsim omezeni vyskytu zavaznych nezadoucich

ucink.
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3.2 Rezistence vici protinadorové farmakoterapii

Jednou ze zésadnich prekazek uspésné 1écby nadorovych onemocnéni
jerezistence vici protinadorové terapii. V mnoha pfipadech se u prvotné ucinné
chemoterapie diive ¢i pozdéji objevuje ztrata ucinku, kterd vede k opétovnému ristu
nadoru a zhorSeni progndzy (Holohan et al., 2013; Lugmani, 2005). V ptfipad¢ uziti pouze
jedné ucinné latky je vznik rezistence velmi Casty, a proto se v terapii uzivaji kombinace
ruznych 1éCiv, které maji odlisné mechanizmy t¢inku. Mechanizmy rezistence tykajici
se konvencnich cytostatik i cilené terapie sdili mnoho podobnych rysi, jako napt. zmény
cilovych struktur a zabranéni indukce bunécné smrti (Holohan et al., 2013). Rezistence
tedy hrozi i v ptipadé kombinace 1éCiv, jinymi slovy jde o tzv. mnohocetnou lékovou
rezistenci (MDR). Proto je v dneSni dobé zasadni osvétlit mechanizmy simultanni
rezistence na rizna 1é¢iva, kterd maji odlisné mechanizmy uc¢inku a chemické struktury

(Szakacs et al., 2006).
3.2.1 Obecna charakteristika

U nékterych pacienti dochazi ke ztraté ucinku 1é€by az v prabchu terapie,
v tom piipad¢ jde o rezistenci ziskanou. Divodem pro ztratu citlivosti na danou 1écbu
nadoru mohou byt mutace a také dalsi adaptacni d¢je, jako je kuptikladu zvySena exprese
cilové struktury l1é€iva a aktivace ndhradnich kompenzac¢nich signalnich drah. Druhym
zakladnim typem je rezistence vnitini, kterd existuje jiz pfed zahjenim terapie (Haider
et al.,, 2020; Rang Humphrey et al., 2016). Je zndmo mnoho mechanizmii MDR,

neékterymi z nich jsou nésledujici vyjmenované (Rang Humphrey et al., 2016):

e sniZzend akumulace cytotoxickych latek v nadorovych buiikach v disledku
zvySené exprese transportnich proteini  (doxorubicin, vinblastin,
daktinomycin)

e nedostatend aktivace u¢inné latky (cytarabin, merkaptopurin)

e zmeéna v aktivit€ cile terapie, napt. modifikace topoizomerazy II (doxorubicin)

e zrychleni obnovy lékem poskozené DNA (alkyla¢ni latky)

e zvySeni koncentrace enzymu, ktery je cilem ucinné latky (methotrexat)
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Na problematiku MDR v 1é€bé nédori miizeme nahlizet dvéma zpisoby,

a sice z hlediska farmakodynamiky a farmakokinetiky. Zjednodusené schéma a rozliSeni

predstavuje Obrazek 2.
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Obrazek 2: Zdkladni principy lékové rezistence. Farmakokinetické faktory (PK) jako
absorpce, distribuce, metabolizmus a eliminace maji vliv na mnozstvi systémové poddavaného
léciva, které dosahne nadoru. Zasadni viiv maji i influxni a efluxni transportéry samotnych bunek.
Ucinky samotného léciva v nadoru pak oznacujeme jako farmakodynamické (PD) procesy.
Protinadorovy ucinek léciv miize byt omezen kviili inaktivaci nebo nedostatecné aktivaci léciv,
adaptacnim zménam v podobé zvysené exprese cilové struktury ¢i nefunkcni apoptoze, coz je

jedna ze zdakladnich charakteristik nadori. Prevzato z:(Holohan et al., 2013).

Jednim z nejvice studovanych mechanizmi zahrnuje snizeni akumulace 1éciva
v disledku zvySeni efluxu. Déje se tak pomoci overexprese membranovych efluxnich
transportérii. Ty hraji dileZitou roli v pfedchidzeni akumulace toxinli v bunkach,
proto jsou typické pro epitel jater a stfev nebo pro hematoencefalickou bariéru, zaroven
jsou i divodem vzniku 1ékové rezistence u nadorovych bunék (Housman et al., 2014).
Na jejim vzniku se nejvice podili nadrodina ATP-binding cassette (ABC) efluxnich

transportéri, kterym se detailnéji vénuji nasledujici kapitoly.
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3.2.2 Role ABC efluxnich lékovych transportéri

MDR je jednou z hlavnich pfi¢in selhani protinddorové 1écby. Velmi dulezitou
roli v tomto procesu hraji membranoveé transportéry, které jsou z fyziologického hlediska
esencialni pro spravnou funkci organismu. Nejvétsi skupinou je nadrodina ATP-binding
cassette (ABC) transportéri. Po navazani ATP vyuzivaji energii k transportu mnoha
riznych molekul vcetn¢ sacharidii, aminokyselin, peptidl, proteinli ale i xenobiotik
(Amawi et al., 2019). Dodnes bylo popséno jiz 49 podtypt ABC transportért, jez jsou
dale rozd¢leny do 7 podskupin (ABCA az ABCG) na zaklad¢ jejich genové struktury,
sekvence aminokyselin, organizace domén a fylogenetické analyzy. ABC transportéry
jsou exprimovany ve tkéanich ledvin, jater, stfev a mozku, kde hraji dilezitou roli
v absorpci, distribuci a exkreci 1éCiv. DalSim mistem exprese téchto transportéra
je nadorova tkan, ve které se pak podileji na vzniku MDR zprostiedkovanim efluxu

protinadorovych 1é¢iv, ale i dalSich molekul (Amawi et al., 2019; Li et al., 2016).

Typicky ABC transportér se skladd ze dvou odlisnych struktur, konkrétné
transmembranové domény (TMD) a domény vazajici nukleotid (NBD). Pro transport
substratii pfes membranu je potfeba navdzani ATP jako zdroje energie na hydrofobni
NBD, ktera se nachézi na stran¢ cytoplazmy. TMD prochéazi bunéénou membranou a tvori
v ni kandly pro transport latek. Diky strukturni riznorodosti a konforma¢nim zméndm
TMD umoZziuji rozeznavani a transport Siroké Skaly substratd. Proces je spustén
navazanim substratu, dale nasleduje navazani ATP. To indukuje dimerizaci NBD

a hydrolyzu ATP, cozZ poskytuje energii pro uskute¢néni celého déje (Choi & Yu, 2014).

Chemoterapeutické I¢ky se do/z buné€k nejcastéji dostavaji pasivni difuzi, ale fada
z nich vyuZziva téz aktivni transport ¢i facilitovanou difuzi. Pfi¢inou selhavajici 1écby
u onkologickych pacientli byva ¢asto nadmérna exprese né€kterych ABC transportért,
kterd vede ke sniZzeni akumulace protinddorového lé¢iva v buiice. Prvnim ABC
transportérem, u které¢ho byla objevena spojitost s MDR, je P-glykoprotein (ABCBI).
Dal§imi jsou multidrug resistance-associated protein 1 (ABCCI1) a breast cancer
resistance protein (ABCG2) (Li et al., 2016; Sui et al., 2012). Jednou z moZznosti,
jak ptekonat MDR zpilisobenou témito transportéry, je pouziti jejich inhibitord,
které¢ by umoznily zvysit citlivost nadorovych bunék vici plsobeni protinadorovych
1é¢iv. Snaha najit tyto inhibitory trva uZz nékolik desitek let. Nicméné 1 pies uspésné
vysledky klinickych studii nebyly dosud vyvinuty a schvdleny inhibitory,

které by zajistovaly dostatecny ucinek protinddorové 1é€by bez nadmérnych toxickych
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ucinkit (Choi & Yu, 2014). Prehled nckterych substrati a také zkoumanych inhibitort

téchto ABC transportéri uvadéji Tabulka 2 a Tabulka 3. Podrobngj$i popis

jmenovanych transportérti véetné jejich role v MDR je v nasledujicich kapitolach.

Tabulka 2: Piehled substratii vybranych ABC transportéri. Mnoho protinadorovych

léciv se stava obéti overexprese efluxnich transportéri, coz vede k selhani terapie nadorovych

onemocneni. Prevzato z: (Choi & Yu, 2014).

substraty — protinadorova lé¢iva

ABCBI1

ABCC1

ABCG2

doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, kolchcin, etoposid, teniposid,

methotrexat, paklitaxel, mitoxantron, docetaxel, vinblastin, vinkristin

doxorubicin, daunorubicin, kolchicin, topotekan, irinotekan, SN-38,

methotrexat, etoposid, teniposid, vinkristin, vinblastin, imatinib, gefitinib

doxorubicin, daunorubicin, epirubicin, methotrexat, SN-38, topotekan,

irinotekan, etoposid, teniposid, imatinib, gefitinib

Tabulka 3: Vybrané inhibitory ABC transportérii, které byly testoviny jako

chemosenczitizéry.

Pozn.: * inhibitory prvni generace, ** inhibitory druhé generace,

*E* inhibitory treti generace. Prevzato z: (Choi & Yu, 2014).

inhibitory

ABCB1

ABCC1

ABCG2

verapamil, cyklosporin A, vinkristin, reserpin, tamoxifen *
(R)-verapamil, valspodar (PSC-833), dexniguldipine, dofequidar **

tariquidar (XR9576), laniquidar (R101933), mitotane (NSC-38721) ***

cyklosporin, chinidin, chinin, verapamil, VX-710, LY475776, V-104,
disulfiram, MK571, tricyklické isoxazoly

cyklosporin, VX-710, GF120918, XR-9576, fumitremorgin C
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3.2.2.1 P-glykoprotein

P-glykoprotein (ABCB1), jinak také znamy pod pojmem multidrug resistance
protein 1 (MDR1), ma piiblizn¢ 170 kDa a je jednim z nejvice studovanych efluxnich
transportérti. ABCBI je produktem 4BCBI genu a je soucasti hematoencefalické bariéry,
mukdzni membrany stfev, apikdlni membrany hepatocytl a epitelu proximalniho kanalku
v ledvinach. V hematoencefalické bariéfe ma dilezitou funkci v omezovani vstupu
ruznych xenobiotik do centralniho nervového systému. Dale také hraje roli v omezeni
absorpce ve stfevech ¢ urychleni eliminace xenobiotik ledvinami. Uroveii exprese
a aktivity ABCB1 mize byt regulovana inhibici a indukci, coz miize nasledné ovlivnit
mnozstvi substrati v danych tkanich, jejich uc¢innost anebo bezpecnost (Choi & Yu, 2014;

International Transporter Consortium et al., 2010; Liu, 2019).

Mezi substraty ABCBI patfi lipofilni slouceniny, slouceniny s aromatickymi
kruhy a s kladnym nabojem pii fyziologickém pH. Jde tedy o efluxni transportér, ktery je
schopny transportovat Sirokou Skalu xenobiotik, véetn¢ cytostatik (napt. kolchicin,
doxorubicin, vinblastin), inhibitord HIV-protedzy, analgetik, antihistaminik,
imunosupresiv, antiarytmik a dalSich. Navic je dulezity pro transport mnoha endogennich
sloucenin, jako jsou steroidni hormony, lipidy, peptidy a cytokiny (Choi & Yu, 2014; Liu,
2019). Mimo jeho velmi dulezité eliminacni funkce v organismu je ABCBI1 také dobie
zndmy jako jeden z efluxnich transportérii zpiisobujicich vznik MDR. Jeho nadmérna
exprese je spojovana se selhdnim terapie u nadoru ledvin, jater, stfev a také u lymfomu

a leukémie (Fletcher et al., 2010).

Diky velké flexibilité¢ mista vazajiciho substraty je umoznéno soucasné navazani
riznych molekul. Tato skute¢nost umoziuje vyuZzit n€které slouceniny jako inhibitory
transportu substratt ABCBI1. Takové inhibitory by mély inhibovat funkci ABCBI1
prostfednictvim pferuseni hydrolyzy ATP, ddle pomoci zmén v expresi ABCBI nebo diky
reverzibilni €1 ireverzibilni kompetici o vazebné misto. Posledni jmenovany zplisob patii
mezi nejcastéjSi mechanizmus, ktery je typicky pro klasické inhibitory ABCBI.
Mnoho z nich, napf. verapamil, chinidin a cyklosporin A, jsou samy o sobé zaroven
substraty ABCBI1, coZ naznacuje, ze plisobi pravé jako kompetitivni inhibitory. Nékteré
z inhibitorl jsou transportovany velmi slabé, a proto se ptedpoklada, ze maji jiny

mechanizmus inhibice (Li et al., 2016; Liu, 2019).
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Inhibitory ABCBI1 jsou déleny do tfech generaci na zaklad€ jejich specifity,
afinity a toxicity. V prvni generaci mizeme nalézt skupinu sloucenin, které jsou rovnéz
substraty i inhibitory ABCB1. Jde o pomérn¢ slabé inhibitory, proto je potfeba pouziti
vysoké koncentrace pro dostate¢nou inhibici. Dal§i nevyhodou je jejich vlastni
farmakologicky ucinek, ktery mulze byt velmi Casto pfi¢inou nezddoucich ucinkd.
Kombinace s protinddorovymi lé¢ivy vedla k toxickym vedlejSim ucinkiim a prokézala
pouze omezené nebo zadné benefity. Proto nejsou inhibitory prvni generace,
napt. verapamil a cyklosporin A, vhodné pro uziti ve form¢ inhibitoru v klinické praxi

(Choi & Yu, 2014; Liu, 2019).

Druha generace ABCBI1 inhibitori obsahuje slouceniny bez terapeutického
ucinku, napft. valspodar a dexniguldipin. Maji vétsi afinitu k ABCB1 ve srovnani s prvni
generaci. Valspodar je velmi u¢inny inhibitor ABCB1, nicmén¢ také inhibuje CYP3A4.
To vede k nezddoucim farmakokinetickym interakcim, které se objevuji i v piipade
dalsich kombinaci inhibitord druhé generace s protinadorovou l1é¢bou. Cilen¢ vyvijené
inhibitory tfeti generace prokazuji vys$si specifitu, nizkou toxicitu a také méné
farmakokinetickych interakci. Pfestoze mnoho in vivo studii prokazalo zvyseni senzitivity
bunék viici antiproliferacnimu ucinku protinadorovych 1é¢iv, v klinickych studiich se toto

zlepSeni neprojevilo (Choi & Yu, 2014; Liu, 2019).

Existuje mnoho rtiznych diivodi, pro¢ vSechny generace inhibitort v klinickych
studiich selhavaji. MiZou jimi byt napf.: a) nespecifickd toxicita; b) vysoka variabilita
odpovédi na inhibitor ABCBI1 spojena s nedostateCnou urovni exprese ABCBI
a aktivitou dalSich ABC transportérii a c¢) interakce mezi substraty a inhibitory ABCB1.
Dal$im problémem muZe byt i zvySena toxicita souc¢asné podavaného 1éciva v disledku
inhibice ABCB1 ve zdravé tkadni. Vira v piekonani MDR pomoci inhibice ABC
transportéri je stale i pies tyto komplikace velmi silnd. Proto je stale potieba identifikovat
nove, efektivné€jsi a méné toxické inhibitory neprojevujici systémové 1€kové interakce

(Choi & Yu, 2014; Liu, 2019).
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3.2.2.2 Breast cancer resistance protein

Breast cancer resistance protein (ABCG?2) je atypicky poloviéni ABC transportér
s molekulovou hmotnosti 72 kDa, jinak také znamy pod ndzvem mitoxantrone resistance-
associated protein (MXR). Sklada se z 655 aminokyselin a dvou transmembranovych
domén. Byl poprvé identifikovan v bunécné prsni linii MCF-7 vysoce rezistentni
na doxorubicin (Choi & Yu, 2014; Liu, 2019). ABCG2 je exprimovan
v gastrointestinalnim traktu, ledvinéach, jatrech, endotelu mozku, tkéni prsu, varlat
a v placenté. V mnoha tkanich je exprimovan soucasné s ABCB1, proto se predpoklada,
Ze maji v organismu oba tyto transportéry dilezitou farmakologickou a toxikologickou
protektivni funkci. Role ABCG2 zahrnuje dohled nad transportem substrati
ptes placentu, hematoencefalickou a hematotestikularni bariéru. Dale se ABCG2 podili
na efluxu porfyrini z hematopoetickych bunék a hepatocytii a také na sekreci vitaminu
B> do matefského mléka. ABCG2 je dal$im transportérem spojenym s MDR, konkrétné
u nadort prsu a leukémii (Fletcher et al., 2010; International Transporter Consortium

et al., 2010; Liu, 2019).

ABCG2 je aktivnim transportérem mnoha endogennich i1 exogennich latek,
mezi které mizeme tadit sulfatové konjugaty, taxany, karcinogeny a porfyriny. Dulezitou
strukturou, ktera se objevuje u mnoha substratli, je amin vazany na uhlik heterocyklu
anebo kondenzované heterocykly. Takové struktury maji ¢asto tyrosinkindzové inhibitory
(TKIs), napt. imatimib (International Transporter Consortium et al., 2010). Substraty
ABCG2, kter¢ byly identifikovany pfimo bunéénymi, vezikuldrnimi transportnimi
¢1 cytotoxickymi testy, zahrnuji napt. sulfitové a glukuronidové konjugaty sterolt
a xenobiotik, pfirodni slou€eniny, toxiny a Siroké spektrum protinddorovych I1éciv.
Mezi znamé obéti overexprese ABCG2 patii mitoxantron, topotekan a SN-38, zatimco
vinkristin, paklitaxel a cisplatina nikoli (International Transporter Consortium et al.,

2010; Liu, 2019).

V nékolika studiich bylo prokdzano, ze vyskyt ABCG2 je spojeny se Spatnym
prib&hem nadorovych onemocnéni a Ze jeho exprese mize byt jednim z prognostickych
faktori pro né€které typy nadorti. U ABCG2-pozitivnich nddori byla mira odpovédi
na chemoterapii niZsi (24 %) nez u ABCG2-negativnich naddort (44 %). Dalsi skutecnosti
je vyznamné kratSi doba preziti bez progrese a celkové pieziti pacienti s ABCG2-
pozitivnim nddorem (Liu, 2019). Exprese ABCG2 muiZze byt také alternativni strategii

pfi nedostatku ABCB1 a ABCC transportérii u nadorovych bunék (Alfarouk et al., 2015).
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Stejné jako u ABCBI je snaha nalézt slouceniny, které by mohly ovliviiovat
aktivitu a/nebo expresi ABCG2. Jejich spolenymi inhibitory jsou elacridar,
cyklosporin A, reserpin a valspodar. Specifickym inhibitorem ABCG2 je mykotoxin
fumitremorgin C (FTC), ktery nelze vyuzit v klinické praxi kviali neurotoxicité.
Proto byla pfipravena série analogh FTC, pficemz dva z analogli (Kol32 a Kol34)
prokdzaly stejnou ¢i dokonce vyssi aktivitu nez FTC. Nékolik TKIs, napt. gefitinib,
imatinib mesylat, nilotinib, erlotinib a sunitinib, prokazalo schopnost ovlivnit vznik MDR
zpusobené overexpresi ABCG2. TKlIs jsou zaroven i substraty, coZz naznacuje,

ze by mohlo jit o kompetitivni inhibitory ABCG2 (Liu, 2019).

3.2.2.3 Multidrug resistance-associated protein 1

Zkracen¢ nazyvany ABCCI1 byl identifikovan na zakladé nadmérmné exprese
v bunééné linii odvozené od multirezistentniho nadoru plic. Tento transportér
s molekulovou hmotnosti 190 kDa se sklada z 1531 aminokyselin a ma dvé NBD a tfi
TMD. ABCCI je velmi casto detekovan v nadorovych vzorcich od pacientt.
V soucasnosti je ABCC1 povaZovan za klinicky nejrelevantnéjsi transportér z rodiny
ABCC sohledem na Iékovou rezistenci u nadorovych onemocnéni, coz je jedna
z hlavnich ptekazek uspéSné chemoterapie. Kromé nadorovych bunék je exprimovan
v mnoha tkanich, konkrétn¢ v plicich, varlatech, ledvinach, kosterni svalovin€, mozku
a mononuklearnich buikéach periferni krve. Velmi malo je naopak exprimovan v jatrech.
Vysledkem c¢innosti ABCC1 je transport substratii do krve, coz potvrzuje jeho dulezitou
roli v ochrané tkani (Alfarouk et al., 2015; Liu, 2019).

Stejn¢ jako ABCBI je ABCCI1 pfi¢inou vzniku rezistence u mnoha
chemoterapeutickych 1é¢iv, napt. methotrexdtu, etoposidu, teniposidu, vinkristinu,
vinblastinu, doxorubicinu a topotekanu. Substraty ABCC1 zahrnuji rizné hydrofobni
slouceniny, organické aniontové slouCeniny a aniontové nekonjugované latky.
Kromé chemoterapeutik, antivirotik, nékterych fluorescen¢nich latek a toxina
transportuje také endogenni slouCeniny vcetné volného glutathionu ¢i sulfatovych
konjugath. (Choi & Yu, 2014; Liu, 2019). Spole¢nou charakteristikou ABCB1, ABCG2
a ABCCI je jejich schopnost snizovat intracelularni hladiny 1é¢iv a zavislost na energii
ziskané z ATP. ABCCI navic pro eflux xenobiotik vyzaduje glutathion (Alfarouk et al.,
2015).
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Je potvrzeno, ze ABCCI1 hraje dtlezitou roli jak v lidském zdravi, tak i v priib&éhu
nemoci. Zprostfedkovava transport mnoha antineoplastickych latek, z cehoz vyplyva jeho
ucast na vzniku MDR u nadorovych onemocnéni. ABCCI je spojovan s MDR u nadoru
prostaty, plic a prsu, stejné jako u détského neuroblastomu, akutni myeloidni leukémie
a akutni lymfoblastické leukémie. U vétSiny z té€chto nemoci je ABCC1 prognostickym
indikatorem a je spojovan se Spatnymi klinickymi vysledky 1écby. Prozatim nedoslo
k vyvoji dostatecné¢ ucinnych a bezpecnych inhibitord, pifestoze jich bylo popsano
uz mnoho. Mezi zkoumané inhibitory patii MK571, S-decylglutathion, sulfinpyrazon,
benzbromaron a probenecid. VétSina z nich se jen velmi tézko dostava do bunék,
a proto je obtizné dosahnout dostate¢né intracelularni koncentrace pro efektivni inhibici.
Nékteré ze znamych inhibitort ABCBI1 (cyklosporin A, PSC 833) inhibuji zaroven
1 ABCC1. Nicméné je jejich afinita a specifita pfili§ nizkd, znané€ ovliviuji funkce jinych
transportéri a musi se pouzivat v relativné vysokych koncentracich, a proto nejsou

vhodné pro vyuziti v in vivo studiich (Fletcher et al., 2010; Liu, 2019).
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4. Cile prace

Cilem této prace bylo prozkoumat vliv overexprese ABC efluxnich transportéri
(ABCBI1, ABCCI1, ABCG2) na antiproliferacni u¢inek vybranych konvencnich cytostatik
(docetaxel, paklitaxel, etoposid, methotrexat, pemetrexed, topotekan a vinblastin)
v bunéénych modelech MDCKII a A431. DalS§im cilem bylo prozkoumat kombinacni
efekt potencidlnich rezistencnich moduldtori (kapmatinib, pralsetinib, tazemetostat)
s potvrzenou obéti MDR (topotekan) v MDCKII buiikdch parentnich a transdukovanych
ABCG2.
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5. Experimentalni ¢ast
5.1 Material a metody

5.1.1 Chemikalie
o Kapmatinib (Cap), Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
o Docetaxel, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich, (St Louis, MO,
USA)
o Etoposid, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
o Fetélni bovinni sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakousko)
o Fosfatovy pufr (PBS), Lonza (Walkerswille, MD, USA)
o Methotrexat, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
o Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
o Paklitaxel, Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Pemetrexed, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
o Pralsetinib (Pra), Selleckchem (Houston, TX, USA)
o Opti-MEM®, Lonza (Walkerswille, MD, USA)
o Topotekan (Topo), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
o Tazemetostat (Taze), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
o Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
o Vinblastin, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
5.1.2 Pristroje
o Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Itélie)
o Laboratorni vdhy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Némecko)
o Inkubator, SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)

o Tecan microplate reader, Tecan Infinite M200 Pro (Salzburg, Rakousko)
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5.1.3 Bunécné linie

Pro experimenty v této praci byla pouzita bunécné linie MDCKII (Madin-Darby
canine kidney). Nejdiive byly MDCKI bunky vyuzivany pii studiu virovych infekci.
Az na ptrelomu 70. a 80. let zacaly byt velmi Siroce vyuzivané jako modelové buiiky
pti studiu epitelu. Hlavnim divodem jsou dobfe znamé vlastnosti, jako napt. presné
definované bunécné spoje (tzv. tight junctions), jasnd apiko-bazolaterdlni polarita
a rychly rast. V praci byly vyuzity specifické vlastnosti subtypu MDCKII, ktery je jednim
z nejvyuzivangjSich. Bunky subtypu II se ziskévaji zvysSich parentnich pasazi,
v porovnani s MDCKI bunikami jsou vétsi a delsi (Dukes et al., 2011). Kromé parentnich
MDCKII bunék byly vyuzity i buiiky transdukované lidskymi ABC Ié¢kovymi efluxnimi
transportéry, konkrétné MDCKII-ABCB1, MDCKII-ABCG2 a MDCKII-ABCCI.
Buiikky pouzivané v experimentech byly ziskdny od Dr. Alfreda Schinkela
(The Netherlands Cancer Institute — Antoni van Leeuwenhoek hospital, Amsterdam,

Nizozemi).

Pro porovnani a ovéfeni chovani vybranych 1é¢iv v lidskych buitkdch byla
v experimentech pouzita i lidsk4d nddorova bunééna linie A431. Charakteristicka je svou
vysokou mirou proliferace a nizkou diferenciaci (Bortolomai et al., 2010). I v tomto
piipadé byly vyuzity buiiky jak parentni, tak s overexpresi ABCB1, ABCG2 a ABCC1
poskytnuté prof. Balaszem Sarkadim (Hungarian Academy of Sciences, Budapest,

Mad’arsko).
5.1.4 Komparativni prolifera¢ni MTT testy

Vramci komparativnich proliferaCnich studii bylo zkoumano nékolik
konvenénich cytostatik. Konkrétné¢ byly vybrany vinblastin, topotekan, etoposid,
methotrexat, pemetrexed, paklitaxel a docetaxel. Nejdiive byla provéfovana cytotoxicita
danych latek u parentnich a transdukovanych MDCKII bunék. Nésledné se pro porovnani
a ovéteni ziskanych pozitivnich vysledki testovaly antiproliferacni Uc€inky 1 na lidské
nadorové bunécné linii A431, opét na parentni a transdukovanych subliniich.

Cytotoxicita vybranych konvenénich 1é¢iv byla zjistovana pomoci MTT
(methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid) testu, ktery slouzi k urceni Zivotaschopnosti

bunék po expozici toxickym latkdm. Principem je konverze zluté tetrazoliové soli MTT

na fialové krystalky formazanu pomoci dehydrogenazové aktivity v mitochondriich
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zivych bun¢k. Formazan je pro bunééné membrany nepropustny, a proto se v bunikdch
kumuluje. Po dostateéné disoluci krystali formazanu je mozné provést mefeni zmén

absorbance vzorki pomoci spektrofotometru (Fotakis & Timbrell, 2006).

Cely proces se skladal z nékolika navazujicich kroki, a to pasazovani, nasazeni
bunék jednotlivych linii do 96-jamkovych desticek, jejich kultivace pii expozici danému
lé¢ivu a nasledné provedeni samotného MTT testu. Pomoci spektrofotometru byla

nameéfena absorbance a na zéklad¢ jeji zmény bylo mozné rozlisit zivé a mrtvé burky.
Kultivace a pasazovani bunék

Bunécné linie byly kultivovany v kultivacnich lahvich v roztoku DMEM
s 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS) o objemu 7 ml/20 ml podle velikosti lahve. Prvni
den experimentu se z kultivacni lahve odebralo v§echno médium. Poté se buiiky oplachly
pomoci 5 ml/8 ml fosfatového pufru (PBS) a nasledné se ptidalo 1 ml/3 ml trypsinu.
S nim byly buiikky umistény na 5-10 min do inkubétoru. Pro zastaveni ptisobeni trypsinu
se do lahve pfidalo 5 ml/10 ml média. Cely objem byl potom pomoci pipety odebran
do sterilni zkumavky. Z ni se pak ¢ast odebrala pro pocitani bun€k a nasazeni do 96-
jamkovych bunék pro experimenty. Zaroveii byla ¢ast objemu pouZita pro kultivaci
v novych kultiva¢nich lahvich pro dalsi experimenty. Kultivace probihala pti 37 °C a5 %

COo.
Nasazeni suspenze bunék

Pii dosazeni 80% konfluence po pasdZovani se odebrala vSechna suspenze
z kultivaéni lahve do sterilni zkumavky. Pfed kazdym novym nasazenim bylo vypocitano
mnozstvi bunék v zdsobni suspenzi pomoci Biirkerovy komirky. Pro provedeni vypoctu
byly pfipravovany dva roztoky v mikrozkumavkach. Do mikrozkumavky s prvnim
roztokem bylo pfidano 0,25 ul zasobni suspenze bun¢k a 0,75 pl média. Ve druhé

zkumavce bylo 50 pl prvniho roztoku nafedéno 50 ul 4% roztoku trypan blue v PBS.

Z druhé zkumavky bylo odebrano 10 pl pomoci pipety a ptidalo se do jedné
poloviny Biirkerovy komurky. Pfi pocitani byla vyuZzivana celd plocha, tedy vSech
9 ¢tvercil. Zapocitavany byly pouze buniky nachazejici se u stfedni linky horni a levé
strany Ctverce. Do nasledujiciho vypoctu se nezapocitavala nejnizsi a nejvyssi hodnota,
celkem Slo tedy o 7 hodnot. Pfesny objem suspenze pro nasazeni do 96-jamkovych

desticek se zjistovala pomoci dvou vypocti.
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Nejdiive byl zjistén fedici faktor pomoci vzorce:

X 1
- Xx10*xa Xb X —
7 c

x = celkovy pocet bun¢k; a = fedici faktor 1. roztoku; b = fedici faktor 2. roztoku; ¢ = pozadovany

pocet bunék na 1 ml

Pro celou 96-jamkovou desticku pii objemu 100 ul na jamku je potieba 9,6 ml
suspenze, nicméné pro rezervu bylo pouzivano vzdy o 2 ml vice, celkem tedy 11,6 ml.
Objem zasobni suspenze se pak ziskal jako podil celkového objemu a fediciho faktoru,

napf.:
11,6 + 8 = 1,45 ml zasobni suspenze 11,6 — 1,45 =10,15 ml média

Vznikld suspenze byla potom pouzita pronasazeni bunék v mnozstvi
17 000 bun¢k/jamku/100 pl pro bunééné linie MDCKII a 20 000 bunék/jamku/100 ul

pro bunécné linie A431.
Kultivace a expozice vybranych lé¢iv

Po nasazeni bunc¢k do desti¢ek probihala 24-hodinovéa inkubace za podminek
zminénych vysSe. Druhy den experimentu byly ve sterilnim prostiedi pfipraveny roztoky
zkoumanych 1é¢iv v n€kolika koncentracich. V prvnich experimentech byly zkoumany
roztoky cytostatik v koncentracich 0,01 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM,
10 uM a 25 puM. V nasledujicich opakovanich byly pouzity Sir§i rozmezi koncentraci
dle pozorovaného antiproliferaéniho Uc¢inku. Pted aplikaci jednotlivych roztokd 1éciv
(100 pl) se z desticek odsélo staré médium. Kromé nich byly do nékolika jamek ptidany
roztok samotného média a 40% roztok DMSO jako kontrolni roztoky zastupujici 100%,

resp. 0% Zivotaschopnost. Nasledovala 48-hodinova inkubace.
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MTT test

Ctvrty den experimentu byla prvnim krokem piiprava roztoku MTT v Opti-MEM
v koncentraci 1 mg/ml. Dikladného rozpusténi bylo docileno pomoci vortexovani.
Ve sterilnim prostredi se z 96-jamkovych desti¢ek obsahujicich bunécné linie a roztoky
cytostatik odsalo vSechno médium a nasledné byly jamky oplachnuty pomoci PBS.
Po odsati PBS bylo pfidano 100 pl roztoku MTT a poté se nechaly desticky inkubovat

1 hodinu v inkubatoru.

Po skonceni inkubace se odsal vSechen roztok MTT. Dal byl do kazdé jamky
pfidan roztok 100 ul DMSO, ktery zajistil lyzu bun€k a rozpusténi krystald formazanu.
Tento proces probihal v inkubatoru po dobu 10 minut. Poslednim krokem MTT testu bylo
méieni absorbance pomoci spektrometru Tecan pii vinové délce 570 nm (MTT)

a 690 mm (background).

Vysledna absorbance byla normalizovana pomoci programu GraphPad na zakladé
kontrolnich hodnot 0 a 100% zivotaschopnosti. Timto zpiisobem bylo mozné porovnat
zivotaschopnost bunc¢k u jednotlivych koncentraci 1é¢iv, jinymi slovy miru
antiproliferacniho ucinku danych koncentraci cytostatik na vSechny testované bunééné
linie.

5.1.5 Kombinacni studie

Pro kombinac¢ni studii bylo pouZito jedno z 1é¢iv z predchozich komparativnich
proliferacnich MTT testli, u n¢hoZ overexprese vSech tii zkoumanych transportérii vedla
ke statisticky vyznamnému snizeni antiprolifera¢ni aktivity. Pro tuto studii byly vyuzity
bunécné linie MDCKII parentni a transdukované ABCG2. Do kombinace k vybranému
cytostatiku byly pfidany potencialni inhibitory té€chto transportérd, a sice pralsetinib,

tazemetostat a kapmatinib.

Bunééné linie se nasadily do 96-jamkovych destiCek v mnoZstvi
17 000 bun¢k/jamku/100 pl. Po 24 hodinové kultivaci se pomoci mikroskopu
zkontrolovala konfluence. Poté bylo odebrano médium a ptidaly se pfipravené roztoky
s testovanymi slouCeninami. Roztoky obsahovaly jednotnou koncentraci jednoho
z testovanych inhibitorG a topotekan v n¢kolika koncentracich. Koncentrace roztokl
topotekanu se v kombinaci s kapmatinibem pohybovaly v rozmezi 0,1 uM az 75 uM;
s pralsetinibem a tazemetostatem 1,0 uM az 75 uM. Roztoky testovanych inhibitora byly

pouzity v koncentraci 1 uM (tato koncentrace vykazovala dostateCny inhibi¢ni efekt
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na ABCG2 transportér v pfedchozich studiich a zaroven nebyla toxickd na pouzitych
MDCKII liniich). Do desticky byly rovnéz ptidany dva kontrolni roztoky, a sice samotné
médium a 40% roztok DMSO.

Zaveérem experimentu byl MTT test (postup viz. vyse 5.1.4).

5.1.6 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla vyhotovena pomoci software GraphPad Prism verze 7.03
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Pro kalkulaci hodnot p byl pouzit neparovy
t-test s Welschovou korekci. V pfipadé komparativnich proliferacnich testi byly
porovnany hodnoty ICso testovanych cytostatik ziskané na liniich transdukovanych
transportéry s hodnotami ICso z parentni linie. U kombinacni studie byly srovnany
hodnoty ICso topotekanu svs. bez modulatorem(u) v pfislusné linii. VSechna

prezentovana data prochazi z minimaln¢ tii nezavislych opakovani.
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5.2 Vysledky

V této praci bylo zkoumano sedm vybranych konvencnich cytostatik a ovéfovan
vliv overexprese ABC efluxnich transportért na jejich antiproliferacni aktivitu ve dvou
bunéénych modelech. Antiproliferacni aktivita cytostatik byla zkouméana pomoci MTT
testll. Pro potvrzeni vysledkti z MDCKII bungk, které poukazovaly na roli ptisluseného
cytostatika jakozto obéti MDR, byly provedeny nasledujici experimenty na lidském
modelu A431.

Pro ovéteni vyuzitelnosti ziskanych vysledkl byl vybran topotekan jako obét
overexprese ABCG2 pro kombinacni studii s potencialnimi modulatory MDR

(kapmatinib, pralsetinib, tazemetostat).
5.2.1 Komparativni proliferaéni MTT testy v MDCKII a A431 buiikach
5.2.1.1. Docetaxel

Antiprolifera¢ni aktivita docetaxelu byla pozorovana na bunécné liniit MDCKII
v fddu mikro/nanomolarnich koncentraci. Pfitomnost ABCB1 vyznamné sniZila
senzitivitu bunék k tomuto cytostatiku. Mira rezistence vyjadiena pomoci resistance ratio
(RR) faktoru se v tomto piipad¢ rovnala hodnoté 14,6. RR faktor je definovan jako pomér
ICs0 cytostatika z linie transdukované ptislusnym transportérem ku ICso z linie parentni.
Na zékladé¢ ziskanych dat tedy mizeme piedpokladat, Ze je docetaxel obé&ti rezistence
zprostfedkované ABCBI1. Pfi porovnani hodnot ICso u parentnich bunck vs. bun&k
s funkéni overexpresi ABCG2 nebo ABCI transportéru (0,0880 uM; 0,0603 uM;
0,0713 uM) nebyl sledovan signifikantni rozdil. Z dat vyplyva, Ze tyto transportéry

nejsou schopny zprostiedkovat rezistenci viici docetaxelu (Obr. 3A).

Piedpoklad, Ze je docetaxel obéti rezistence zprosttedkované ABCBI, byl ovéfen
1 na bunééné linii A431. Vliv pfitomnosti ABCBI na aktivitu docetaxelu a signifikantni
rozdil namétenych 1Cso hodnot na linii A431-parentni a sublinii A431-ABCB1 ukazuje
Obrazek 3B.
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Obrazek 3: Grafické znazornéni antiproliferacni aktivity docetaxelu (A) v parentni linii
MDCKII (¢erna) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi ABC transportéry
ABCBI (cervena), ABCG?2 (zelend), ABCCI (modrad); (B) v parentni linii A431 (Cernd) a A431
transdukované ABCBI (Cervend). Pozn.: ****: p <0,0001; NS: nesignifikantni.

5.2.1.2. Paklitaxel

Podobné¢ jako u docetaxelu mél na antiproliferacni aktivitu statisticky vyznamny
vliv pouze jeden z testovanych efluxnich transportéri, a to ABCB1 (RR = 25)9).
Lze tak o¢ekavat, Ze toto 1éCivo je obéti MDR zprostiedkované ABCBI1. Zasadni zména
citlivosti nebyla sledovdna ubunék s efluxnimi transportéry ABCG2 ani ABCCI,
jak znazornuje Obrazek 4A. U bunck transdukovanych témito transportéry hodnoty ICso
dosahly 0,166 uM a 0,249 uM, pticemz parentni MDCKII linie vykazovala hodnotu
ICs500,271 pM.

Pro ovéteni vysledkt z MDCKII linii byl proveden experiment i v lidské bunécné
linii A431 parentni a transdukované ABCBI1. V ptipad¢ parentni linie byla ICso nizsi
(0,0122 uM) nez u parentnich MDCKII bunék (0,271 uM), coZ koreluje s faktem,

ze studovana lé¢iva by méla byt G€inné;jsi vici lidskym cilovym strukturdm neZzli psim.
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V bunkéch overexprimujicich ABCB1 byl pozorovan jeho jasny vliv na sniZeni citlivosti

vuci paklitaxelu (RR = 28,4; Obr. 4B).

A
ICsq (HM) 95% CI (uM)
- 100 -e- MDCKIl-parent 0.271 (0.222 - 0.331)
S
27 . -= MDCKII-ABCB1 7.017" (6.10 - 8.06)
S 5 NS
g MDCKII-ABCG2 0.166 (0.143 - 0.194)
g % . e MDCKII-ABCC1 0.249NS (0.217 - 0.287)
0
-2 -1 0 1 2
log paclitaxel concentration (pM)
ICsp (UM) 95% ClI (uM)
-& A431-parent 0.0122 (0.00720 - 0.0207)
-= A431-ABCB1 03477 (0.290 - 0.412)

cell viability (%)

-4 -3 -2 -1 0 1 2
log paclitaxel concentration (uM)

Obrazek 4: Grafické zndzornéni antiproliferacni aktivity paklitaxelu (4) v parentni linii
MDCKII (¢ernd) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi ABC transportéry
ABCBI (cervena), ABCG2 (zelend), ABCCI (modrd); (B) v parentni linii A431 (Cernd) a A431
transdukované ABCBI (Cervend). Pozn.: ****: p>0,0001; NS: nesignifikantni.
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5.2.1.3. Etoposid

DalSim zkoumanym cytostatikem byl inhibitor topoizomerazy II, etoposid.
V prvni fadé byla jeho aktivita sledovana v bunécéné linit MDCKII. Zde byla pozorovana
zména (snizeni) antiproliferacni aktivity u dvou transdukovanych linii, a to u buné¢k
overexprimujicich ABCB1 (RR = 2,39) a ABCC1 (RR = 3,53). U bunécné linie
overexprimujici ABCG2 (ICso = 23,6 uM) nebylo pozorovéano signifikantni ovlivnéni

cytotoxicity etoposidu v porovnani s parentni linii (ICso = 31,4 uM; Obr. 5A).

Nasledn¢ probéhlo ovéieni chovani u lidské bunécné linie A431 jak v parentni
linii, tak v linii transdukované¢ ABCC1 a ABCB1 (Obr. 5B). Stejn¢ jako u MDCKII linie
overexprese ABCBI1 korelovala s trendem snizeni antiproliferacni aktivity, nicméné
v tomto pfipadé neSlo o statisticky vyznamnou zménu. Jak je ziejmé z grafického
znazornéni, u bunck transdukovanych ABCC1 (ICso 14,7 uM) bylo pozorovano
vyznamné snizeni citlivosti vici etoposidu v porovnani s parentni linii (ICso 2,45 pM)
s vyslednou hodnotou RR 6,00.

A
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__ 1004 -&- MDCKII-parent 314 (26.3 - 37.4)
=
2 75 -= MDCKII-ABCB1 751" (63.4 - 88.9)
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g 50+ MDCKII-ABCG2 23.6NS (19.2 - 29.1)
T 251 -e- MDCKII-ABCC1 m™ (89.1 - 138)

0 ’
] 1 2 3
log etoposide concentration (pM)

B J ICsq (M) 95% Cl (uM)
1007 -»- A431-parent 2.45 (1.37 - 4.14)
=
2 57 . - A431-ABCB1 9.53N8 (6.09 - 14.1)
2 50 .

g e -o A431-ABCCT 14.7 (9.57 - 22.0)
3 25-
(5]
0 §-.
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-3 2 - 0 1 2
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Obrazek 5: Grafické zndzornéni antiproliferacni aktivity etoposidu (A)
v parentni liniit MDCKII (¢ernd) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi
ABC transportéry ABCBI (cCervena), ABCG2 (zelend), ABCCI (modra); (B) v parentni
linii A431 (Cerna) a A431 transdukované transportéry ABCBI (cervend) a ABCCI
(modrad). Pozn.: *: p <0,05; ***: p>0,001; NS: nesignifikantni.

35



5.2.1.4. Methotrexat

Jednim ze dvou pozorovanych cytostatik, u kterych nebyl pozorovan vyznamny
vliv pfitomnosti efluxnich transportért, je methotrexat. Stejné jako u ostatnich cytostatik
byla antiprolifera¢ni aktivita zkouména v parentni bunécné linii MDCKII
a také v transdukovanych forméach. Na Obrazku 6 mizeme vidét, Ze v piipad€ parentni
linie byla ICso rovna 0,104 uM. Ptitomnost kazdého z transportérti prokazala odlisny vliv,
ale hodnoty ICso se mezi sebou zasadné nelisily — 0,0422 uM pro ABCBI1, 0,0877 uM
pro ABCG2 a 0,0532 uM pro ABCCI.

j ICq0 (HM) 95% CI (uM)
~. 100 -»- MDCKIl-parent 0.104 (0.0636 - 0.169)
xR

2 7 -=- MDCKII-ABCB1 0.0422NS (0.0330 - 0.0541)
5 501 NS

g MDCKII-ABCG2 0.0877 (0.0698 - 0.110)
3 257 e MDCKII-ABCC1 0.0532NS (0.0293 - 0.0964)

0_
-3 -2 -1 0 1 2

log methotrexate concentration (pM)

Obrazek 6: Grafické znazornéni antiproliferacni aktivity methotrexdtu v parentni linii
MDCKII (¢erna) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi humannimi ABC transportéry
ABCBI (¢ervena), ABCG?2 (zelend), ABCCI (modrd). Pozn.: NS: nesignifikantni.
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5.2.1.5. Pemetrexed

Pemetrexed je jedinym cytostatikem, u kterého nebyla v pouzitém koncentraénim
rozmezi pozorovana dostatecna cytotoxicita v zaddné ze zkoumanych bunécnych liniich
(Obr. 7). Z toho divodu nebylo mozné vypocitat hodnoty ICso a formulovat ptislusné
zaveéry. Podobny trend byl pozorovan v pilotnich experimentech na linii A431 (data

neuvedena).

ICsp (M) 95% CI (uM)
= -~ MDCKII-parent NA NA

=

z -= MDCKII-ABCB1 NA NA

g

s MDCKII-ABCG2 NA NA

8 259 - MDCKII-ABCC1 NA NA

0_

-2 -1 0 1 2
log pemetrexed concentration (uM)

Obrazek 7: Grafické znazornéni antiproliferacni aktivity pemetrexedu v parentni linii
MDCKII (¢erna) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi ABC transportéry
ABCBI (cervena), ABCG2 (zelena), ABCC1 (modra). Pozn.: NA: nedostupny.

5.2.1.6. Topotekan

Topotekan je jedinym konvenénim cytostatikem, u kterého byl pozorovan
vyznamny vliv pfitomnosti overexprese vSech zkoumanych efluxnich transportérd,
a to jak ubun&tné linie MDCKII, tak A431. V tvodnich experimentech na MDCKII
bunkach méla nejvétsi vliv na sniZeni antiproliferaéniho u¢inku pfitomnost transportéru
ABCBI, kdy RR dosahl hodnoty 9,75. V ptipadé overexprese ABCG2 (ICs0 = 11,3 uM)
a ABCC1 (ICso = 7,78 uM) byl antiproliferacni ucinek také signifikantné nizsi
nez u parentni linie (ICso = 1,57 uM). Nicméné hodnoty RR byly v pfitomnosti téchto
transportérti nizsi (7,20 a 4,96) nezu ABCBI1 (Obr. 8A).

V navazujicim experimentu s bunéfnou linii A431 bylo potvrzeno,
ze by topotekan mohl byt obéti rezistence zprostiedkované vSemi zkoumanymi
transportéry. Zatimco u MDCKII bun¢k byl nejvétsi pokles citlivosti viici topotekanu
sledovan u bun¢k overexprimujicich ABCBI, v bunécné linii A431 se tak stalo u bun¢k

se zvySenou expresi ABCG2. Jak mizeme vidét na grafu (Obr. 8B), hodnota 1Cso je
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2,01 uM v pripadé A431-ABCG2 linie (parentni linie vykazuje ICso = 0.0984 uM) a RR

je rovno 20,43. Vliv overexprese ABCBI1 na citlivost linie A431 viéi topotekanu je

ve srovnani s ABCG2 nizsi s hodnotou ICso 0,909 uM a RR 9,24. Podobny vystup byl

pozorovan u transportéru ABCC1 (RR 11,1).

A

j ICs50 (M)
?100 -o- MDCKIl-parent 157
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2 757 = A431-ABCB1 0.909"
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z + A431-ABCG2 2.01
8 27 = A431-ABCCI 100"

0_ ‘0
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95% CI (uM)
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(6.74 - 8.99)

95% CI (uM)
(0.0646 - 0.146)
(0.746 - 1.10)
(1.50 - 2.59)

(0.923 - 1.28)

Obrazek 8: Grafické zndazornéni antiproliferacni aktivity topotekanu (A) v parentni linii
MDCKII (¢erna) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi ABC transportéry
ABCBI (cervena), ABCG?2 (zelend), ABCCI (modra), (B) v parentni linii A431 (Cernd) a A431
transdukované transportéry ABCBI (Cervena), ABCG2 (zelena) a ABCCI (modra).

Pozn.: *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001

38



5.2.1.7. Vinblastin

Podobné jako u vétSiny testovanych cytostatik byla u vinblastinu zaznamenana
pravdépodobna rezisten¢ni role pouze u jednoho z efluxnich transportérii. V bunécné linii
MDCKII transdukované ABCB1 bylo dosazeno hodnoty ICso rovné 0,136 uM.
Tyto bunky byly v porovnani s parentnimi (ICso = 0,00856 uM) v dasledku ptfitomnosti
overexprese ABCB1 15,9x odolngjsi vuc¢i antiproliferacnimu ucinku vinblastinu.
V piipadé bunék overexprimujicich transportéry ABCG2 a ABCCI1 nebyly hodnoty
ICs50(0,0111 uM a 0,00877 uM) statisticky vyznamné rozdilné od hodnoty ICso naméfené
u parentnich bun¢k (Obr. 9A).

V dalsim kroku byl ovétovan vliv piitomnosti ABCB1 také v bunéc¢né linii A431.
Na Obrazku 9B miZeme stejné¢ jako u bunécného modelu MDCKII sledovat
signifikantni posun kiivky bunék transdukovanych ABCBI1 (0,00821 pM) ve srovnani
s ktivkou parentnich bun¢k (0,0000092 uM). Na zéklad¢ ziskanych dat mizeme
konstatovat, ze overexprese ABCB1 mize mit vyznamny vliv na snizeni citlivosti bunék

vuéi vinblastinu.
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Obrazek 9: Grafické zndazornéni antiproliferacni aktivity vinblastinu (4) v parentni linii
MDCKII (¢erna) a MDCKII liniich transdukovanych jednotlivymi lidskymi ABC transportery
ABCBI (cervena), ABCG?2 (zelena), ABCCI (modra); (B) v parentni linii A431 (Cerna) a A431
transdukované transportérem ABCBI (Cervend). Pozn.: **: p <0,01;, **** p <0,0001;

NS: nesignifikantni.
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Souhrn vSech vysledki ziskanych v komparativnich proliferacnich MTT testech

je zaznamenan v Tabulce 4.

Tabulka 4: Souhrn dat ziskanych v komparativnich proliferaénich MTT testech.
Vysledné piisobeni antiproliferacniho ucinku vybranych léciv na parentni bunécné linie MDCKII-
par a A431-par a na bunécné linie transdukované efluxnimi transportéry ABCBI, ABCG2
a ABCCI. Pozn.: RR: resistance ratio; *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001, ****: p <0,0001;

NS: nesignifikantni.

bunééna linie
MDCKII- MDCKII- MDCKII-
l1écivo par ABCB1 ABCG2 MDCKII-ABCC1
ICso

ICso (uM) | ICso (uM) | RR | (uM) RR ICso (uM) | RR
docetaxel 0,088 1,29 { 14,7 | 0,0603NS | / 0,0713N8 ¢ /
paklitaxel 0,271 7,017 1259 | 0,166N i/ 0,249NS |/
etoposid 31,4 75,1° 1 2,39 23,688 i/ 1117 3,53
methotrexat 0,104 | 0,0422N8 i/ 0,0877NS i/ 0,0532N8 i /
pemetrexed NA NA NA | NA NA NA NA
topotekan 1,57 15,371 9,75 11,37 7.2 7,78" 4,96
vinblastin 0,00856 | 0,136 | 159 | 0,0111NS § / 0,00877N8 | /

bunécéna linie
léive A431-par A431-ABCB1 A431-ABCG2 A431-ABCC1
1Cso

1Cso (],lM) 1Cso (],lM) RR (HM) RR ICso (l,lM) RR
docetaxel 0,000403 0,121 297 | / / / /
paklitaxel 0,0122 | 0,347 i 284 | / / / /
etoposid 2,45 9,35NS |/ / / 14,7 6,00
topotekan 0,0984 0,909" | 9,24 2,017 20,43 1,09™ 11,1
vinblastin 0,00000992 | 0,00821 | 827 |/ / / /
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5.2.2 Kombinacni studie s topotekanem v MDCKII buiikach

V ptedchozich komparativnich proliferacnich MTT testech bylo cilem ovéfit roli
obéti rezistence zprostiedkované transportéry u nékolika vybranych cytostatik.
Topotekan byl jedinym léCivem, u néhoz byla tato role prokézéna v souvislosti
s transportérem ABCG2. V navaznych kombina¢nich experimentech bylo cilem ovéfit,
zda je topotekan vhodnym adeptem pro kombinacéni studie, ve kterych je sledovan vliv
inhibice ABCG2 na ptfekonani MDR. Antiproliferacni Gc¢inek topotekanu byl testovan
v kombinaci s potencialnimi moduldtory MDR, asice kapmatinibem, pralsetinibem
a tazemetostatem. Uginek kombinace t&chto latek byl sledovan na MDCKII parentnich

bunkach a MDCKII bunkach transdukovanych ABCG?2.

Na Obrazku 10A muizeme sledovat 3,64-ndsobné zvyseni citlivosti MDCKII-
ABCG2 bunék vici topotekanu v ptipadé kombinace s inhibitorem ABCG2 transportéru
kapmatinibem. Kombinace téchto léCiv naopak nevykdzala signifikantni zménu
ve srovnani se samotnym topotekanem u parentnich MDCKII bunék (ICso 2,94 uM
vs. 3,04 uM u samotného topotekanu).

Podobny vystup byl dosazen téz v ptipadé pralsetinibu, dalSiho cilené¢ho 1éciva
schopného inhibovat ABCG2 (Obr. 10B). Pralsetinib zvysil vnimavost linie MDCKII—
ABCG2 vG¢i antiproliferaénim ucinkim topotekanu 5,15krat, pficemz ptidani
testovan¢ho potencidlniho MDR modulatoru k topotekanu signifikantn€ neovlivnilo
citlivost linie parentni (hodnoty ICso pro samotny topotekan a kombinaci byly

3,04 2 2,62 uM v parentni linii).

Posledni zkoumanou latkou v kombinaci byl tazemetostat (Obr. 10CObrazek 10).
Stejn¢ jako v predeslych ptipadech nebyla oc¢ekavana zadsadni zména hodnoty ICso u
parentnich buné¢k, jelikoz potencidlni moduldtory byly aplikovany v netoxické
koncentraci. Na grafu je vidét, Zese vysledek pouziti kombinace topotekanu a
tazemetostatu u parentnich bunék (ICso 3,03 uM) opravdu nelisi od vysledku pouziti
samotného topotekanu (ICso 3,04 uM). Pfidanim tazemetostatu do kombinace se podatilo
zvysit citlivost MDCKII-ABCG2 bunék vici topotekanu, hodnota ICso signifikantné
klesla z 26,9 na 11,3 puM.
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Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze kombinace topotekanu se vSemi tiemi
testovanymi cilenymi lé¢ivy ma potencial pro pfekonani MDR zprostfedkované ABCG2
transportérem. Vysledky budou slouzit jako podklad pro ex vivo studie v primérnich
kulturach odvozenych z biopsii nemalobunéénych plicnich karcinomd, které ovéri realny

dosah tohoto zavéru.
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Obrazek 10: Grafické zndzornéni antiproliferacniho ucinku topotekanu v parentni
bunécne linii MDCKII a MDCKII transdukované ABCG2, (4) v kombinaci s kapmatinibem
(Cap), (B) v kombinaci s pralsetinibem (Pra) a (C) v kombinaci s tazemetostatem (Taze).
Pozn.: **%: p <0,0001; NS: nesignifikantni.
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6. Diskuze

Chemoterapie je stale jednim z nejvice vyuzivanych typt terapie nadorovych
onemocnéni. Velkym problémem je Casté selhavani této terapie, jejiz pfi¢inou je mimo
jiné vznik mnohocetné 1ékové rezistence (MDR). Jednim z mechanizmi MDR je zvySeny

eflux chemoterapeutik z nadorovych bun¢k zprostredkovany rodinou ABC transportéri

(Haider et al., 2020; Liu, 2019; Mansoori et al., 2017).

V soucasnosti existuje mnoho studii, které¢ uvadeji mezi substraty transportéra
ABCBI1, ABCC1 a ABCG2 i fadu konvencnich cytostatik bézné pouzivanych v praxi.
V urcitych ptipadech selhani terapie byla potvrzena spojitost pravé s vyskytem
overexprese efluxnich transportéri nadorovymi bunikami (Fletcher et al., 2010; Liu,
2019). Role overexprese ABC transportérdi muize kromé efluxu cytostatik spocivat
1 v ovlivnéni samotné patofyziologie nadori, jelikoz jsou schopné transportovat fadu
substratii podilejicich se na vzniku nddorG. Také bylo pozorovano mnoho riiznych
fenotypti v souvislosti s deleci a expresi ABC transportérii, jejichz vliv se projevil
napft. v agresivité a invazivité nadorti ¢i ve zméné procesu apoptdzy (Bhattacharya et al.,
2007; Fletcher et al., 2010; Robinson et al., 1996; Vander Borght et al., 2008). Na vzniku
MDR se mulze podilet mnoho procest a mechanizmi zaroven vzhledem k jedine¢nym
vlastnostem a charakteristikdm jednotlivych typti nadord. Klicova role v procesu ztraty
ucinku chemoterapie je pfisuzovana pravé skupiné ABC efluxnich transportéra,
a proto se stale pracuje na detailnim pochopeni celého mechanizmu (Fletcher et al., 2010;
Housman et al., 2014; Liu, 2019). Ackoliv byla role obéti v minulosti pfisouzena mnoha
cytostatiklim, idaje o Grovni rezistence a transportérove specificite se v literatufe ne vzdy
shoduji. Pravé proto bylo prvnim zvolenym cilem této prace prozkoumat vliv overexprese
ABCBI, ABCCI a ABCG2 na antiprolifera¢ni ti¢inek nékolika zvolenych konvenénich
cytostatik.

Pomoci metody MTT testi v bunééném modelu MDCKII bylo zjisténo, Ze obéti
overexprese 1) ABCB1 mohou byt docetaxel, etoposid, paklitaxel, topotekan a vinblastin;
2) ABCC1 mohou byt etoposid a topotekan; 3) ABCG2 muze byt topotekan. VétSina
téchto vysledkl se shoduje s publikovanymi studiemi, nicméné v nékterych ptipadech
muzeme najit informace odlisné (Choi & Yu, 2014; Liu, 2019; Lugmani, 2005; M F
Gongalves et al., 2020; Mimeault et al., 2008; Szakécs et al., 2006). Pfi¢in téchto
nesrovnalosti mize byt vice, mezi nimiZ mohou byt pouZiti odliSnych metod a za jinych

podminek. Velky vliv mohou mit rozdily ve vybranych bunéénych modelech a mira

43



overexprese studovanych transportéri v nich. Pro potvrzeni ziskanych vysledkt
z MDCKII linie byly v nésledujicim kroku ovéfovany pozitivni vysledky i na lidské
bunécné linii A431. U etoposidu v piipad¢ bunék overexprimujicich transportér ABCB1
nebyla pozorovana signifikantni zména v citlivosti bun¢k v porovnani s parentni linii.
Diivodem miize byt Siroké rozpéti namérenych hodnot u A431-ABCB1 bunék, z nichz
nékteré byly blizké hodnotdm namétenych u bunck parentnich. VSechny ostatni pozitivni

vysledky ziskané¢ v MDCKII linii se podafilo potvrdit i u linie A431.

Pokud bych meéla pfrilezitost své vysledky znovu ovéfit a detailnéji rozvést,
vyzkousela bych dalsi metody pro testovani antiproliferaénich/cytotoxickych vlastnosti
1é¢iv (napt. metody pro sledovani apoptdzy), pripadné akumulacni studie a také studie
ovéfujici miru overexprese jednotlivych efluxnich transportéri. Vhodné by bylo studium
vlivu modelovych inhibitort (napt. LY335979, Ko143 nebo MK571) na antiprolifera¢ni
aktivitu cytostatik, jez jsem ve své praci oznacila jako mozné obéti MDR.
Timto ptistupem bych jejich roli obéti definitivné potvrdila. Vzhledem k omezenému
casovému rozsahu experimentalni casti jsem nebyla schopna tyto studie provést.
Ve skupiné mého Skolitele vSak pravé probihaji. V ramci svych experimentii jsem
pozorovala nedostatecnou aktivitu pemetrexedu na obou testovanych bunéénych liniich,
kterd neumoznila vyvozeni ptisluSnych zavérl. Ve svém testovani jsem bohuzel nemohla
pouzit vyssi koncentrace kviilli omezené rozpustnosti 1é¢iva a limitu mnozstvi DMSO
v bunéénych experimentech. Za povSimnuti stoji také fakt, Ze citlivost MDCKII bun&k
vici topotekanu se lisi mezi komparativnimi a kombina¢nimi studiemi (absolutni hodnoty
ICso, ne vSak RR). Za touto nesrovnalosti mtize stat celd fada faktord, jako napt. Casovy
rozdil mezi experimenty, ktery je spojen s vyuzitim jiné SarZe a pasdZe bunék
1 testovaného cytostatika. DlleZité je, ze hodnota RR je prakticky srovnatelna, tudiz zavér

tykajici se role obéti ziistdva nezménén.

Pochopeni dusledkti overexprese a funkci ABC transportér ve fenoménu MDR
je zasadni pro hledani cest, jak t€émto procesiim zabranit. Jednou z moznosti, jak ptekonat
snizeni citlivosti nédorovych bunék vii¢i protinddorovym IéCivim v dusledku
overexprese efluxnich transportérd, je souCasné podani ucinnych inhibitorti téchto
transportéri. V poslednich dvou desetiletich se v preklinickych studiich podatilo najit
fadu potencidlnich inhibitorti, nicméné v pozdgjSich klinickych studiich tyto latky
nedosahly uspéchu, at’ uz z diivodu vysoké toxicity, lékovych interakci nebo Spatného

designu studii (Assaraf et al., 2019; Bukowski et al., 2020; M F Gongalves et al., 2020).
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Pivodni pfistup piekonani MDR vyuzival slouceniny, které mély potencidl inhibovat
ABC transportéry, ale samy o sobé nemély zadné protinddorové ucinky. Mnohokrat bylo
potvrzeno, ze je tento pristup spiSe slepou ulickou, jelikoZ kombinace testovanych
inhibitort a cytostatik casto vedly ke zvySené cytotoxicité (Fletcher et al., 2016; Szakacs
et al., 2006). Novy pfistup predstavuji tzv. dudlni modulatory neboli latky, které kromé
schopnosti inhibovat efluxni transportéry maji zarovei i vlastni protinddorovy ucinek.
Vysledkem kombinace dudlnich modulatori s konven¢nimi cytostatiky by mél byt
synergisticky ucinek, ktery umozni snizit davky podavanych 1éCiv a bude ptedchazet
problémim pozorovanym u piechozich generaci modulatort MDR. Kriticky dileZzitou
vlastnosti dudlnich modulatori je jejich cilené puasobeni, které =zajisti rozvoj
synergistického ucinku selektivné v nadorové tkani (Beretta et al., 2017; Kathawala et al.,
2015; Wang et al., 2014). Studie vénujici se testovani cilenych 1éc¢iv, které by mohly byt
dudlnimi modulatory, jsou tedy dilezit¢é a mohou byt pfinosem pro optimalizaci
personalizované protinadorové terapie. V dal§i Casti své prace jsem proto ziskané
vysledky aplikovala v kombina¢ni studii provedené na MDCKII bunéené linii.
Predmétem experimentu bylo ovéfeni vyuziti topotekanu jakoZto modelového substratu
ABCG2 pro kombinaéni studie. V experimentu jsem kombinovala topotekan se tfemi
inhibitory ABCG2 ze skupiny cilenych 1é¢iv, a to kapmatinibem, pralsetinibem
a tazemetostatem. Topotekan se ukazal jako vhodny modelovy substrat a vSechny tfi

inhibitory byly prokazany jako potencialni modulatory MDR.

Poznatky ziskané v provedené kombinacni studii povazuji za dualezité informace
pro dalsi studie, které by se mohly podrobnéji zabyvat kombinacemi téchto inhibitorQ
s dalSimi cytostatiky-substraty ABCG2 a ovéteni dopadu vysledkit v ex vivo/in vivo
modelech. Jeden ze zndmych in vivo modelli vyuziva xenografty bun€k s overexpresi
ABC transportérii. Chovani xenograftl je sledovano v zivych organismech, kterym jsou
podavany kombinace substratu a modulatoru v riznych koncentracich. To umoznuje
kromé uc¢inku kombinace sledovat i mozZné toxické u€inky v celém organismu. Testovani
kombinaci je mozné provadét i v odebranych vzorcich z nadorii pacientti, u kterych byla
potvrzena overexprese zkoumanych transportér (Chen et al., 2016; Yang et al., 2017).
Dale by bylo mozné vyuzit novéjsi preklinicky model 3D-strukturovanych organoidi
s expresi efluxnich transportérti. Tento model nedavno ziskal velkou popularitu a 1ze najit
studie vénujici se expresi a aktivit¢ ABC transportért i v pfitomnosti jejich inhibitort (Lu

et al., 2017; Onozato et al., 2018; L. Zhang et al., 2017; Y. Zhang et al., 2021).
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prokdzali také jako inhibitory ABCBI1, popt. téZ ABCC1. Kombinacni studie zaméetené
na tyto transportéry provadéla v ramci diplomové prace kolegyné Markéta Svobodova.
Pokud bych méla moznost rozvést svou praci, otestovala bych cilend 1é¢iva inhibujici
ABCBI s nékterymi z cytostatik, které jsem popsala jako obéti ABCB1-zprosttedkované
MDR, napft. paklitaxelem nebo vinblastinem. Pfipadné potvrzeni dvojitého
(napt. ABCBI1 a ABCG2) nebo dokonce trojit¢ého (ABCB1/ABCG2/ABCCI1) ovlivnéni
MDR muze mit velkou hodnotu. Je znamo, ze nadorové buiiky overexprimuji soucasné
vice typu transportérti, které maji Siroké a piekryvajici se spektrum substratii (Robey
etal., 2018). Proto dopad inhibice pouze jednoho z transportéri muze byt anulovan
zvySenou expresi ostatnich (M F Gongalves et al., 2020). Zasazeni dvou nebo dokonce

vSech tii hlavnich mechanizmi MDR tuto piekazku miize prekonat.

Pochopeni vztahti a procest tykajicich se role ABC transportérii ve vzniku MDR
je a bude predmétem védeckych studii i nadale. Vysledky ziskané v této praci jsou pouze
dal$im stfipkem, ktery se muze stat urcitym voditkem a nasmérovanim pro nasledujici
experimenty a studie. V dnesni dobé se stale objevuji nové piistupy v piekonani MDR,
jako napt. inaktivace genti asociovanych s MDR pomoci miRNA/siRNA, pouziti
monoklondlnich protilatek proti P-gp nebo vyvoj novych protinddorovych I1écCiv,
které by nebyly substraty ABC 1ékovych transportéra (Li et al., 2016; M F Gongalves
etal., 2020; Wang et al., 2014; Ward et al., 2021). Pfesto je vyzkum zabyvajici se
hledanim inhibitorii stale neméné diilezity. Doposud se testovaly vétSinou inhibitory bez
vlastni protinddorové aktivity. Jak bylo rozvedeno vySe, novym cilem soucasnych
vyzkumi je snaha najit tzv. dudlni modulatory, které by mimo inhibice ABC transportérti
mély 1 vlastni cytotoxicky Uc¢inek (Kathawala et al., 2015; Wang et al., 2014). Pro
klinickou aplikaci dudlnich modulatort MDR je kli¢ové nasledovani pftistupu
personalizované mediciny, jmenovité analyzy exprese transportéri v nadorech (Robey et

al., 2018).
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7. Zavér

Tato prace se zabyvala vlivem overexprese ABC Iékovych transportért
na antiprolifera¢ni uc¢inky n¢kolika konvencnich cytostatik a nasledné aplikaci jedné
z potvrzenych obéti MDR, topotekanu, v kombinac¢nich studiich s potencidlnimi
modulatory MDR. Diky poznatkiim v teoretické Casti 1ze konstatovat, ze je dilezité
chépat a objasniovat funkci a vliv téchto transportérti na rozvoj MDR, kterd je pficinou
selhévani protinddorové terapie u mnoha pacientii. V rdmci experimentalni ¢asti prob&hly

dva typy studii, a to komparativni proliferacni MTT testy a kombinac¢ni studie.

V prvni studii byl zkouman antiprolifera¢ni ucinek sedmi vybranych cytostatik
na dvou buné¢nych modelech. V tivodnich experimentech byla testovana cytotoxicita
na modelu MDCKII. Ziskané vysledky ukazuji, ze ve vybraném souboru 1é¢iv byl
nejcastéjsi pricinou MDR transportér ABCBI, jelikoZ v jeho pfitomnosti doSlo ke sniZeni
citlivosti bun¢k vaci docetaxelu, etoposidu, paklitaxelu, topotekanu a vinblastinu.
V ptipad¢ overexprese ABCG2 §lo pouze o topotekan. Obéti overexprese ABCC1 byly
v experimentu etoposid a topotekan. Léciva, u kterych se projevil vyznamné snizeny
antiproliferacni ucinek v pfitomnosti nékterého ze zkoumanych transportéri, byly
nasledné pouzity 1 v lidské bunécné linii A431. V této bunécné linii se podafilo ovéfit
predchozi vysledky az na jeden ptipad, a sice etoposid v pfitomnosti ABCBI.

Piinosem této prace jsou dilezité poznatky tykajici se chovéani vybranych
cytostatik v bunéénych modelech MDCKII a A431 s/bez overexpresi(e) ABCBI,
ABCG2 a ABCCI. Rada testovanych 1é¢iv je vroli obéti téchto transportérii jiz
v literatufe popsdna, nicméné se jednotlivé informace ¢asto neshoduji z hlediska irovné
rezistence nebo  substratové  specifity. Zarovenn jsem nenalezla studie,
které by poskytovaly komplexni popis MDR chovani vétsi skupiny 1é¢iv ve vybranych
bunéénych modelech. Data ziskand v uskutecnénych experimentech muZze vyuZit
vyzkumnd skupina mého Skolitele v probihajicich 1 budoucich studiich a v ptipadé

publikace 1 védci po celém svéte.

Topotekan je jediné zkoumané cytostatikum, které se stalo obéti rezistence
zprostfedkované ABCG2. Z toho diivodu bylo vybrano pro druhou ¢ast experimentalni
¢asti, jiz byla kombina¢ni studie s cilenymi 1é¢ivy prokdzanymi v predchozich studiich
jako ABCG?2 inhibitory (kapmatinib, pralsetinib a tazemetostat). Topotekan se osveédcil

jako vhodny modelovy substrat pro MDCKII linii a taktéZ se potvrdilo, Ze vSechna
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testovana cilena lé¢iva maji schopnost antagonizovat MDR zprostfedkovanou efluxni
aktivitou ABCG2. Dal§im pfinosem této prace jsou tak vysledky této kombinacni studie.
Ziskand data mohou byt voditkem pro dalsi studie, které by se mohly zaméfit
na modulacni potencidl kapmatinibu, pralsetinibu ¢i tazemetostatu v ex vivo/in vivo
modelech. Po ovéfeni vysledkl na klinické urovni by ziskand data mohla slouzit jako
podklad pro personalizovanou terapeutickou strategii cilici na nadory s overexpresi

ABCG2.
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