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Abstrakt
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ABC transportéry su Specialna rodina transmembranovych proteinov, ich funkciou je
aktivny eflux substratov z buniek do extracelularneho prostredia. Su exprimované ako aj
v normalnych tkanivach, tak aj nddorovych bunkach. Tym padom ovplyviiuji farmakokinetiku
lieciv a zohravaju tlohu pri vzniku mnohopocetnej liekovej rezistencie (MDR). Tyrozinkinazy
maji dolezité funkcie, od bunkovej novotvorby cez diferenciaciu az po bunkovu smrt, ich
mutacia moze spdsobit’, ze sa z normalnej bunky stane nadorova. Nachadzanie, skimanie a
inhibicia funkcii tychto ciel'ov je sI'ubnd stratégia na liecbu nddorovych ochoreni.

Ciel'om tejto prace bolo zistit, ¢i sa nami vybrané lieciva zapéjaju do farmakokinetickych
interakcii, ktoré su zalozené¢ na indukcii génov ABC efluxnych transportérov a ¢i maju
potencidl ovplyvnit MDR fenotyp nddorovych buniek. Latky, ktoré sme Studovali, boli tri
cielené protinadorové lieCivd (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) a dve zname
chemoterapeutikd (pemetrexed a metotrexat). S vynimkou tazemetostatu sa vSetky
pouzivaju v terapii  nemalobunkového  plicneho  karcindomu. Najprv sme  sktmali
antiproliferacné vlastnosti pre jednotlivé lie¢iva, nami ziskané poznatky sme nasledne vyuzili
pre design indukénych $tudii. V nich sme sledovali vplyv testovanych lie¢iv na expresiu
ABC transportérov na irovni mRNA pouzitim dvoch intestinalnych modelovych bunkovych
linii (LS174T, Caco-2) a dvoch modelovych bunkovych linii nemalobunkového pl'icneho
karcinomu (HCC-827, NCI-H1975). Ani jedno z lie¢iv nevykazovalo signifikantnti indukéna
schopnost,, ¢o naznacuje ich minimalny potencial stat’ sa pachateI'mi indukénych liekovych
interakcii a sprostredkovatel'mi vzniku farmakokinetickej rezistencie. Na zaver je mozné
konstatovat’, Ze nasSe vysledky poskytuji dolezité informacie o indukénom profile testovanych
latok, ¢o moéze byt vyuZzité pri optimalizacii terapie onkologickych pacientov a pre

maximalizéciu jej bezpecnosti a u¢innosti.
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ABC transporters form a special family of transmembrane proteins, their function is the
active efflux of substrates into the extracellular environment. These transporters are expressed
in normal tissues and tumor cells. Thus, they influence drug pharmacokinetics and play a role
in the development of multidrug resistance (MDR). Tyrosine kinases have essential functions
ranging from proliferation to differentiation and cell death, their mutation can cause
carcinogenesis. Finding, exploring, and inhibiting the functions of these targets is a promising
strategy to treat cancer.

This work aimed to determine whether the selected drugs are involved in pharmacokinetic
interactions that are based on inductions of ABC efflux transporter genes and whether they have
the potential to affect MDR phenotype of tumor cells. The drugs, which we studied, were three
targeted anticancer drugs (capmatinib, pralsetinib, and tazemetostat) and two well-known
chemotherapeutic drugs (pemetrexed and methotrexate). First, we investigated the
antiproliferative effects of the drugs. Subsequently, we used obtained results for the design of
induction studies, in which we studied the effect of tested drugs on the expression of ABC
transporters at the mRNA level, using two intestine model cell lines (LS174T, Caco-2) and two
model non-small cell lung cancer cell lines (HCC-827, NCI-H1975). None of the drugs
exhibited significant induction properties, which suggests their minimal potential to become
perpetrators of pharmacokinetic drug interactions or the drivers of pharmacokinetic resistance.
In conclusion, we can state that our results provide important pieces of information regarding
the induction profile of tested drugs, which can be used within the optimalization of therapy of

oncological patients for the maximalization of its safety and efficacy.
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1. Zoznam skratiek

ABC
ABCBI
ABCCI1
ABCG2
AhR
API
ATP
CAP
CAR
CYP
DMEM
DMSO
EMA
EMEM
EZH2
FBS
FDA
FXR
HEPES
mAb/mAbs
MDR
MET
MTT
MTX
NEAA
NDDS
NMD
NRs
NSCLC
PBS
PEM
PRA

ang. ATP-binding cassette

P-glykoprotein (P-gp, MDR1)

ang. multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)

ang. breast cancer resistance protein (BCRP, MXR, ABCP)
ang. aryl hydrocarbon receptor, aryl-hydrokarbonovy receptor
lat. Aqua pro injectione, voda na injekciu

adenozintrifosfat

capmatinib

ang. constitutive androstane receptor, konstitutivny androstanovy receptor
cytochromy

Dulbecco's Modified Eagle's médium

dimethylsulfoxid

ang. European Medicines Agency, Europska liekova agentura

ang. Eagle's Minimum Essential médium

ang. Enhancer of Zeste Homolog 2

fetalne bovinné sérum

ang. Food and Drug Administration, Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv
ang. Farnesoid X Receptor, farnesoidny X receptor

hydroxyethyl piperazin etansulfonova kyselina

monoklonélna protilatka/monoklonélne protilatky

ang. multidrug resistance, mnohopocetna liekova rezistencia

ang. Mesenchymal Epithelial Transition
methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid

metotrexat

neesencialne aminokyseliny

ang. nanocarrier-based drug delivery systems

nukleotidy viazica doména

nukledrne receptory

nemalobunkovy karcinom pl'ic

fosfatovy pufer

pemetrexed

pralsetinib



PXR
qRT-PCR
RET

RIF

RTK
RXR
SCLC
SPC
TAZ
TKI/TKIs
TMD

ang. Pregnane X Receptor, pregnanovy X receptor

ang. quantitative real-time polymerase chain reaction

ang. Rearranged During Transfection

rifampicin

receptorové tyrozinkindzy

ang. Retinoid X Receptor, retinoidny X receptor

malobunkovy karcinoém pltc

ang. Summary of Product Characteristic, suhrn o lie¢ivom pripravku
tazemetostat

inhibitor tyrozinkindzy/inhibitory tyrozinkinazy

transmembranova doména



2. Uvod

Nadorové ochorenia vo vSeobecnosti predstavuju najvysSiu klinicku, socidlnu a
ekonomicku zat'az spomedzi vSetkych l'udskych chorob. Celkové riziko vzniku néddorového
bujenia vo veku 0-74 rokov je 20,2 % (22,4 % u muzov a 18,2 % u Zien). Co sa tyka Gmrtnosti,
su druhou celosvetovou pric¢inou smrti (8,97 milidna umrti) po ischemickej chorobe srdca, ale
pravdepodobne sa stani prvou, a to uz v roku 2060 (Mattiuzzi and Lippi, 2019). Su
charakterizované nekontrolovanou bunkovou proliferaciou a absenciou bunkovej smrti, ktora
s vynimkou hematologickych malignit vytvara abnormdlnu celistvii bunkovi hmotu, teda
nador, rastici vd’aka novej vaskularizacii. Casom ziskava metastaticky potencial, ktory sa §iri
do inych miest tela, co konc¢i vacSinou smrt'ou (Pérez-Herrero and Fernandez-Medarde, 2015).

Malignita plic je najcastejSou formou, tak ako u muzov, aj u Zien. Toto ochorenie sa deli
na dva hlavné typy, ktorymi si nemalobunkovy karciném plic (NSCLC) a malobunkovy
karcinom pl'uc (SCLC), z toho priblizne 85 az 90 % predstavuje NSCLC (MotieGhader et al.,
2022). Vyskyt sa zvySuje v dosledku rastu a starnutia populacie, ako aj zvySujlcej sa
prevalencie rizikovych faktorov, ¢ize nadvahy, fyzickej ne€innosti a fajcenia (Torre ef al.,
2015).

Zatial' ¢o chirurgia a radioterapia su primarnou lieCbou, pouZivanou pri lokalnych a
nemetastatickych malignitach, protinddorové lieky (chemoterapia, hormonélna a biologicka
liecba) sltizia v sti€asnosti, hlavne pri metastatickych tumor6znych ochoreniach. Chemoterapia
je zalozena na inhibicii delenia rychlo rastacich buniek, Co je charakteristické pre nadorové
bunky, ale bohuzZial’ ovplyviiuje aj normalne bunky s rychlou proliferaciou, ako st vlasové
folikuly, kostna drent a bunky gastrointestinalneho traktu, ¢o vytvara charakteristické vedl'ajSie
ucinky chemoterapie. Neselektivna deStrukcia normalnych buniek a z toho vyplyvajica toxicita
konvenénych chemoterapeutickych liekov podporuji potrebu néjst’ novia u€innu cielenu liecbu,
zaloZzeni nazmendch v molekuldrnej bioldgii nadorovych buniek (Pérez-Herrero and
Fernandez-Medarde, 2015). V dneSnej dobe je k dispozicii cela rada cielenych lieciv, pricom
ich mézeme rozdelit’ zhruba do dvoch kategorii: 1) malé molekuly a 2) makromolekuly (napr.
monoklondlne protilatky, polypeptidy, konjugaty protilatka-lie¢ivo a nukleové kyseliny)
(Zhong et al., 2021).

Jednym z hlavnych problémov, suvisiacich s protinddorovou chemoterapiou, je
rezistencia, ktord moze vyustit v mnohopocetni liekovll rezistenciu (MDR)
proti protinadorovym lie¢ivdm (Choi, 2005). ABC (ATP-binding cassette) transportéry su

rodinou transportnych proteinov, ktoré za fu zodpovedaju a rovnako aj za nizku biologicku
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dostupnost’ lieciv tym, Ze ich aktivne pumpuji z buniek. Pocas terapie protinadorovymi lickmi
casto dochadza k indukcii tychto efluxnych pimp, o médze vyustit’ k posilneniu MDR fenotypu
a rozvoju ziskanej rezistencie (Choi, 2005; Hilgeroth, Hemmer and Coburger, 2012). Okrem
MDR ABC transportéry hraju dolezitu rolu taktiez v beznych farmakokinetickych interakciach.
Doélezitym mechanizmom, ktory je zdkladom tychto interakcii, je indukcia efluxnych
transportérov, ¢o moze viest’ k zlyhaniu terapie (nie len) protinadorovymi lie€ivami, ktoré st
ich substratmi (Hilgeroth, Hemmer and Coburger, 2012; Li et al., 2017).

V praci som sa zameriavala na vplyv vybranych cielenych lie¢iv (capmatinib, pralsetinib
a tazemetostat) a chemoterapeutik (pemetrexedu a metotrexatu) na expresiu ABC transportérov
hrajicu vyznamnu rolu vo farmakokinetickych interakciach a/nebo MDR (ABCB1, ABCCI1,
ABCG?2). Ziskané vysledky poskytujii dolezité informacie o indukénom profile testovanych
latok, co mdze byt vyuzité pri optimalizacii terapie onkologickych pacientov, menovite pre

maximalizéciu jej bezpecnosti a ucinnosti.
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3. Teoreticka cast’

3.1. ABC liekové efluxné transportéry

ATP-binding cassette (ABC) transportéry tvoria Specialnu rodinu transmembranovych
proteinov, ktoré su schopné pumpovat’ struktirne rozdielne substraty z buniek. V normalnych
tkanivach, ako v gastrointestindlnom trakte, peceni, oblickach, mozgu a inych, chrania bunky
pred toxickymi tUCinkami xenobiotik. No v tumordéznych bunkach znizuji intracelularne
koncentracie protinadorovych lieciv, ¢o v kone¢nom désledku vedie k vzniku ,,fenoménu®, ktory
nazyvame mnohopocetna liekova rezistencia (MDR) (Choi & Yu, 2014; Juan-Carlos et al.,
2021).

V stcasnosti je znamych 7 réznych podrodin ABC transportérov, ktoré pozostavaju z 48

ABC c¢lenov, ako je zndzornené na (Obr.1) (Hou et al., 2022).

Obrazok 1: Fylogeneticky strom Pudskych ABC transportérov. Na zaklade sekvencnej
homologie su podrodiny rozdelené od A po G a ¢lenovia maju za poslednym pismenom, urcujucu

zmienovanu podrodinu, ¢islicu.
Prevzaté z: (Hou et al., 2022)

Pre MDR st kI'i¢ové najma P-glykoprotein (ABCB1), protein zodpovedny za rezistenciu
nadorového ochorenia prsnika 2 (ABCG2) a protein spojeny s mnohopocetnou liekovou
rezistenciou 1 MRP1 (ABCC1). P-glykoprotein sa podarilo identifikovat’ ako prvy spomedzi
proteinov a v roku 1976 bola objasnena Struktira mySieho homoldgu s vysokym rozliSenim,

ktory ma 87% sekvencnu zhodu s 'udskou (Liu and Liu, 2019).
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Su sucastou roznych fyziologickych drédh, najmi spojenymi s udrziavanim osmotickej
homeostdzy, bunkovym delenim, vyuZzivanim cholesterolu a transportom lipidov. Je tak logické,
ze ich nespravna funkcia moze spoOsobit’ ro6zne l'udské ochorenia, ako napr. intrahepatdlnu
cholestazu, aterosklerézu, X-viazani adrenoleukodystrofiu, cysticka fibrozu, degeneraciu
sietnice a sideroblastickt anémiu s ataxiou. Prave ,,fenomén* MDR a zavazné 'udské ochorenia
sa stali dovodom, preco ABC transportéry ziskali mimoriadnu pozornost’ (Liu and Liu, 2019;

Hou et al., 2022).

3.1.1. Rola vo farmakokinetike a ochrane tkaniv

ABC transportéry st lokalizované predovsetkym na plazmatickej membrane, kde riadia
transport roznych molekul vratane cukrov, aminokyselin, kovovych id6nov, peptidov, proteinov,
hydrofobnych zlicenin a ich metabolitov, ako aj na intraceluldrnych membranach
endoplazmatického retikula, peroxizomov a mitochondrii (Liu and Liu, 2019). Strukturalne s
ABC transportéry typické charakteristickou Stvordoménovou architektirou, ktord pozostava
zdvoch cytoplazmatickych nukleotidovych vézbovych domén (NBD), viazucich a
hydrolyzujucich ATP, a dvoch transmembranovych domén (TMD), ktoré rozpoznavaju a
transportuju substraty. Existuji aj tzv. poloviéné transportéry, napr. ABCG2, ktoré maju iba
jednu NBD a jednu TMD. Zatial’ ¢o Struktira a funkcia NBD su v rodinach podobné, TMD su
vysoko heterogénne (Robey et al., 2019).

Mechanizmus sa sklada zo Styroch zdkladnych prechodnych stavov ako je zndzornené na
(Obr.2), no neddvna sprava o Sestnastich Struktirach heterodimérneho ABC transportéra
TmrAB z Thermus thermophilus odhalila, okrem uvedenych zékladnych, existenciu viacerych

prechodnych stavov (Procko ef al., 2009; Hou et al., 2022).

13



ARAY

& Substrate
N ATP

State1 == State2 == State3 == Stated

Obrazok 2: Priklad transportného cyklu ABCBI transportéru. Prvy stav (state 1) — na
zaciatku transportného cyklu apo forma prijima konformaciu smerujucu dovnutra, substrat teda
moze pristupovat z cytozolu alebo lateralne z lipidovej dvojvrstvy. Druhy stav (state 2) — po
naviazani substratu transportér zmeni svoju konformaciu na uzavretu alebo konformdciu
smerujucu dovnutra so zuzenou transportnou dutinou. Treti stav (state 3) —naviazanim ATP
nastane na kratky cas uzavreta konformdcia, v ktorej sa nachadzaju ATP a substrat sucasne, co
bolo prvykrat pozorované v struktire transportéra Bacillus subtilis BmrA. Stvrty stav (state
4) — dimerizacia NBD spusti konformacnu zmenu na konformdciu smerujucu von, co vedie
k uvolneniu substratu. Nakoniec hydrolyza ATP oddeli dve NBD od seba a prestavi transportér

do pokojného stavu — prvy stav (state 1).
Prevzaté z: (Hou et al., 2022)

ABC transportéry maju primarnu funkciu efluxnych pump, ktoré zodpovedaju
za ATP-dependentné prenosy. Spolu s biotransforma¢nymi enzymami vytvaraji koordinovanu
detoxika¢nu jednotku, ktorej hlavnou ulohou je ochrana citlivych tkaniv organizmu pred
pdsobenim xenobiotik. Tvrdenie, Ze su sti€astou ochrannej funkcie organizmu, koreluje s ich
pocetnou expresiou v organoch s absorpcnou, distribu¢nou a elimina¢nou funkciou (Obr.3) (Su,

2005; Robey et al., 2019).
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Obrazok 3: Transportéry ABC. Lokalizacia a expresia ABC transportérov vo
farmakokineticky dolezitych tkanivach, ktorymi su mikrovaskuldrne endotelové bunky creva
(absorpcna funkcia), pecene, obliciek (eliminacna funkcia) a mozgu tvoriace hematoencefalicku
bariéru (distribucna funkcia). Je dolezité rozlisit' lokalizaciu ABC transportérov v bunkach
lemujucich eliminacné organy (pecen, oblicky) (Goffeau and De Hertogh, 2013). Ak sa podielaju
na transporte, resp. (re)Jabsorpcii xenobiotik z intraceluldarneho prostredia do krvi, tak su
umiestnené na bazolateralnej strane buniek organov. Ak prispievaju k detoxikacii organizmu,
vylucuju xenobiotikda do Zice alebo do mocu, su umiestené na apikalnom povrchu buniek

(Marquez and Van Bambeke, 2011).
Prevzaté z: (Goffeau and De Hertogh, 2013)

Z obrazku je zrejmé, ze ABC transportéry hraju vyznamnu tlohu vo farmakokinetike lieciv
a xenobiotik. Vo vicsSine pripadov znizuju biologicki dostupnost’ pri perordlnom podaniu, ¢o
brani distribucii do citlivych tkaniv (mozog, plod, spermie) a urychl'uju exkréciu v peceni a
oblickach. Téato néaro¢nd funkcia podlieha citlivej moduldcii na trovni zmien exprese

ABC transportérov v zavislosti na okolitych podmienkach. KI'icovym regulacnym prvkom tohto
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procesu su jadrové receptory (transkripéné faktory), ktoré su lokalizované v bunkovej
cytoplazme ajadre. Mozu byt aktivované hlavne lipofilnymi zluceninami. Vézba ligandu
zvycajne vedie k zvySeniu transkripcnej faktorovej aktivity receptora a nasledne k expresii jeho
cielovych génov, medzi ktoré patria gény kodujuce ABC transportéry. Konecnym ddsledkom
tohto regulatného mechanizmu je zvySenie aktivity transportéra, a tym vyssi eflux jeho
substratov (Rigalli, Tocchetti and Weiss, 2018).

Vdaka ich rozSirenosti a farmakokinetickej funkcii reguluju hladiny mnohych lieciv
v systémovej cirkulécii a taktiez st miestom, kde vznikaju farmakokinetické liekové interakcie.
Medzi dve zékladné varianty interakcii patria indukcie a inhibicie, pricom prva z nich vede k
znizeniu ucinnosti, az zlyhaniu terapie (tj. znizeniu biologickej dostupnosti a zvysSeniu exkrécie)
a druha naopak k zvyseniu Gc¢innosti a toxicity (tj. zvySeniu biologické dostupnosti a znizeniu
exkrécie) (Konig, Miiller and Fromm, 2013). Je ddlezité vediet, ¢i je liecivo inhibitorom,
induktorom alebo substratom ABC transportérov, aby bolo mozné predikovat’ potencidlne
liekové interakcie. Pre ucely testovania su k dispozicii detailné¢ guideliny zahriujuce sady
Standardizovanych experimentalnych postupov, ktoré st odporac¢ané FDA a inymi lieckovymi
agentirami (Montanari and Ecker, 2015; Food and Drug Administration, 2017). Induktormi
génovej expresie ABC transportérov su lieivd ako dexametazon, fenobarbitdl a rifampicin,

pripadne kyselina retinova, ¢i UV a X Ziarenie (Scotto, 2003).

3.1.2. Rola v mnohopocetnej liekovej rezistencii lie¢iv

Rezistencia, Casto sprostredkovand ABC transportérmi, je jednou z najvicsich prekazok
pre uspesnu farmakologicku lie€bu nddorového ochorenia. Je vysledkom rdznych faktorov, a to
vratane individudlnej variability u pacientov a genetickych rozdielov somatickych buniek
v nadoroch, dokonca aj tych, ktoré maju rovnaky tkanivovy povod. Tak, ako sa protitumorova
terapia rozsiruje, tak sa stdva beZnejSou aj rezistencia. So zvySujucou frekvenciou je nevyhnutné
vyvijat’ novsie odolnejSie lieCiva Ci stratégie schopné rezistenciu prekonat’ (Gottesman, 2002;
Choi & Yu, 2014; Karthika et al., 2022).

Rezistenciu mdézeme pozorovat' ithned pri prvom podani cytotoxickej latky. V tomto
pripade sa jednd o primarnu, alebo vrodenu rezistenciu. Pokial sa nadorové bunky stanu
rezistentné az v priebehu liecby, hovorime o tzv. sekunddrnej alebo ziskanej rezistencii. Je to
zlozity proces, ktory vznikd pomocou rdznych farmakodynamickych mechanizmov, napr.
zmenou cielov, alterdciami v apoptickych drahach apod. (Obr.4). Medzi najcastejSie
farmakokinetické aspekty, zodpovedné za liekova rezistenciu, patri eflux chemoterapeutik,
prostrednictvom ABC transportérov. Rezistencia sa Casto mdze vyvinit' aj voci viacerym
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lie¢ivdm naraz, vtedy hovorime o ,fenoméne MDR. MDR je definovanad ako schopnost’
nadorovych buniek ubranit’ sa Sirokému spektru protinddorovych lieciv, ktoré si nie sit podobné
ani Struktirou, ani mechanizmom. Aby bola chemoterapia uspesnd, je v takychto pripadoch
dobré pouzit’ lieky s roznymi mechanizmami ucinkov (Gottesman, 2002; Mansoori et al., 2017,

Ahmed et al., 2020).

(3) Altered cell cycle checkpoints uptake (9)

Alterations  |nduction of emergency

in membrane
lipids response genes

Repair of damage
plancrmod (6)

Apoptosis Inhibited
(7)

Metabolism (8)

D—~D*

Obrazok 4: Mechanizmy MDR. Eflux lieciv (1), zmeny v kontrolnych bodoch bunkového
cyklu (2), zmeny v membranovych lipidoch (3), kompartmentalizacia (4), indukcia génov
zodpovednych  za zachranu (5), zvySena oprava poskodenej DNA (6), inhibicia
apoptozy — inhibicia bunkovej smrti (7), zmena v metabolizme lieciv (8), zniZenie prijmu lieciv

(9), zmena v cielov lieciv (10).
Modifikované podla: (Gottesman, 2002)

S MDR su na in vitro 1 in vivo urovni spajané tri ABC transportéry, a to ABCB1, ABCG2
a ABCCI. ABCBI sa sklada z dvoch TMD, ktoré maju Sest’ a-helixov v kazdej doméne, a dvoch
NBD. ABCCI1 oproti ABCBI1 obsahuje navyse jednu N-koncovii doménu s piatimi a-helixami.
ABCG?2 je len polovicny transportér zloZzeny z jednej] TMD a jednej NBD. NBD sa nachadza na
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N-konci na rozdiel od ABCB1 a ABCC1, ktoré¢ maji doménu umiestnent na C-konci. ABCG2

homodimerizuje za vzniku funk¢éného transportéra (Obr.5) (Falasca and Linton, 2012).

Extraceliular

ABCCY

e
‘r- C Imracefular

NED HED

Extracedular

ABCGZ

1
Intrace!iular

Obrdzok 5: Struktiiry ABCB1, ABCCI a ABCG?2.

Prevzaté z: (Engle and Kumar, 2022)

ABCBI je 170 kDa glykoprotein, ktory bol identifikovany ako prvy z pomedzi 'udskych
ABC transportérov. Je najlepSie charakterizovany v MDR a predpokladé sa, ze jeho primarna
uloha je ochrana buniek a tkaniv pred cytotoxickymi xenobiotikami. Vd’aka tomu, Ze ma viacero
vizbovych miest, moze viazat’ a odvadzat’ z buniek Siroku Skalu substratov uvedenych v (Tab.1).
Bol zaroven aj prvym transportérom, o ktorom sa zistilo, Ze je zapojeny do MDR, a tak sa stal
zaujmom vyskumov. Klinicky vyznam nadmernej expresie ABCB1 je jednozna¢ny, najmé pri
akutnej myeloidnej leukémii (Falasca and Linton, 2012). Neskor boli objavené transportéry
ABCCI1 a ABCG2, u ktorych bol tieZ preukazany klinicky vztah expresie a progndzy pacientov.
Zvysena expresia tychto transportérov je spojend so znizenou odpoved’ou na liecbu (Szakacs et
al., 2006). Overexpresia ABCCI1 je charakteristicka pre endometridézu, akatny myeloblastom,
gliom, lymfoblastickl leukémiu, nemalobunkovy karcinomom pltic, neuroblastdom, melaném,
nadorové ochorenie prostaty, prsnika, obli¢iek a Stitnej Zl'azy. U ABCG2 transportéra je typicka
pre akutnu lymfoblasticki leukémiu, peceniové metastdzy, karcindm zaludka, fibrosarkém,
nemalobunkovy karciném pltc, glioblastém a myeléom (Xiao et al., 2021). Prehl'ad inhibitorov

a substraitov ABCC1 a ABCG2 je v (Tab.1) (Falasca and Linton, 2012).

18



Tabulka 1: 'V tabul’ke su uvedené tri kl’ucové ABC transportéry a ich klinicky vyznamné

substrdty a inhibitory.

Modifikované podla: (Adamska and Falasca, 2018)

ABC transportér

L.generacia
cyklosporin A,verapamil,
chinin daunorubicin, epirobicin, doxorubicin, kolchicin,
o paklitaxel, docetaxel, vinkrestin, vinblastin,
II.genetacia
. imatinib
valspodar, zasuquidar
[II.generacia
zosuquidar, tariquidar,
0C144-039
anthracykliny, vinca alkaloidy, komptotékany,
MKS571, probenecid,

ibrutinib, 3ATA

daunorubicin, imatinib, etop6sid, vinkristin,

vinblastin, metotrexat

fumitremorgin C, daunorubicin, doxorubicin, irinotékan,

Ko143, GF120918 mitoxantron, metotrexat, epirubicin, etoposid

Pocas niekol’kych poslednych desat’roci sa vynalozilo mnozstvo usilia na vyrieSenie MDR
sposobenej ABC transportnymi proteinmi. Existuje viac spdsobov, akymi je mozné potlacit
alebo obist’ mechanizmy MDR. Jednym z nich je pouzitie protinadorovych lie¢iv, ktoré moézu
uniknit’ ABC transportérom, pretoZe nie st ich substratmi. Ako priklad je mozné uviest
alkylacné lieCiva (cyklofosfamid), antimetabolity (5-fludruracil) a antracyklinova analoga
(annamycin a doxorubicin-peptid) (Ozben, 2006). Ked’Ze st zname Struktary ABC transportérov,
je mozné navrhnut’ a syntetizovat’ molekuly, ktoré bud’ sut’azia o transport alebo funguji ako
priame inhibitory. Pri ich pouZziti v kombindciach by malo dojst k vdcSej akumulécii
chemoterapeutik v nddorovych bunkach (Gottesman, 2002; (Gottesman, 2002; Choi & Yu, 2014;
Karthika et al., 2022). Takze d’alSou metédou na prekonanie rezistencie je podavat’ zliceniny,
ktoré by samy o sebe neboli toxické, ale inhibovali by ABC transportéry (Ozben, 2006). Priklady
inhibitorov su uvedené v (Tab.1) Vicsina pokusov s inhibitormi vSak viedla k neuspokojivym

vysledkom, a to aj napriek tomu, zZe pochopenie mechanizmov rezistencie neustale rastie.
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Dovodom je, Ze inhibitory vykazuji bud’ neprijate'nti uroven toxicity, nedostato¢né inhibi¢né
ucinky alebo indukuju systémovu toxicitu sucasne podavanych chemoterapeutik. Idealne by boli
netoxické zluceniny, ktoré by intratumoralne inhibovali transportér ABC s vysokou ucinnostou
a Specifickostou, zaroven by negativne neovplyvnili systémovou farmakokinetiku
terapeutického lieCiva (Falasca and Linton, 2012; Adamska and Falasca, 2018). Ukazalo sa, ze
tato cesta nefunguje, a preto sa pozornost’ obracia k tzv. modulatorom s dualnou aktivitou. Téato
skupina je tvorena cielenymi protinddorovymi liecivami, ktoré oproti svojej protinadorovej
aktivite tiez inhibuji ABC transportéry, a st tak schopné synergizovat z konvencnymi
chemoterapeutikami (Kathawala et al., 2015). Velkym problémom pri prekonavani MDR je fakt,
ze transportéry ABCB1, ABCC1 a ABCG2 st v nadoroch casto exprimované spolo¢ne
a cytostatikd vykazuju prekryvajlcu sa substratovi Specifiku, inhibicia jedného transportéra tak

moze byt kompenzovana zostavajucimi (Falasca and Linton, 2012).

3.2 Cielena protinadorova liecba

Nadorové bujenie predstavuje vyznamnu hrozbu pre l'udské zdravie. Po celom svete usmrti
viac ako osem miliénov 'udi ro¢ne. Jedna z najdolezitejSich stratégii liecby, ktord sa zacCala
pouzitim derivatov dusikatého yperitu a antifolatov v 40. rokoch 20. storocia, je tzv. konvencna
chemoterapia. M4 zna¢né vedlajSie ti€inky a vyznamnu toxicitu, lebo jej zakladna vlastnost’ je
neschopnost’ u¢inne odlisit’ normélne bunky od malignych. Preto existuje vyznamna potreba
novych stratégii na u¢innt liecbu a v konecnom dosledku na zniZenie recidiv, normalizaciu
nakladov za liecbu a zniZenie mortality. Slubni terapeuticki platformu ponuka terapia
sprostredkovana cielenymi lie¢ivami. Vd’aka vyhoddm v u€innosti a bezpecnosti v porovnani
s tradicnymi chemoterapeutikami sa stavaju cielené terapeutické lieciva hlavnym pradom liecby
nadorovych ochoreni. Pojem ,cielena terapia® sa vztahuje nanova generaciu lieciv
proti nddorovému bujeniu navrhnutych tak, aby interferovali s proteinmi (Specifickymi
molekularnymi ciel'mi), o ktorych sa predpoklada, Ze maji rozhodujticu ulohu pri raste alebo
progresii nadoru. Identifikdcia vhodnych cielov je zalozena na podrobnom pochopeni
molekularnych zmien, ktoré st zdkladom nadorovych ochoreni. Tento pristup je v kontraste
s konven¢nym, viac empirickym pristupom, no ¢asto sa pouzivaju spolu, pripadne v kombinacii
s inymi sposobmi liecby (Sawyers, 2004; Padma, 2015). Napriek vel'kému pokroku vo vyvoji
tychto lieciv, aj tieto terapeutika celia vyzvam, ako je nizka miera odozvy a rezistencia (Chabner

and Roberts, 2005; Liu, Crawford and Vo-Dinh, 2018; Wei et al., 2021; Zhong et al., 2021).
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Pocas klinického vyvoja protinadorovych liekov sa vyskumnici opakovane stretavali
so zavaznymi problémami v dosledku akutnych aj dlhodobych toxicit beznych cytostatik, ktoré
postihovali prakticky vSetky organy v tele. Ich nevyhody zahtfiiaju supresiu kostnej drene, 1ézie
gastrointestindlneho traktu, vypadéavanie vlasov, nevolnost’ a rozvoj klinickej rezistencie.
Onkologovia ich neziadice ucinky prijali ako cenu zato, ze maji aspon nejakit kontrolu
nad smrtel'nym ochorenim. Zac¢iatkom 80. rokov 20. storoc¢ia bol pokrok v chemoterapii pomaly,
vyvoj lie¢iv monotdnny, iSlo najmi o molekuly zo skupin alkylacnych ¢inidiel, antimetabolitov,
inhibitorov mit6zy, inhibitorov topoizomeraz a o zluceniny platiny, pripadne o ich analégy, ktoré
boli u¢innejsie ako predlohy. Zaciatkom 90. rokov 20. storocCia objav liekovych ciel'ov zapricinil
zmenu vo vyvoji lie¢iv proti tumordéznym ochoreniam. Inovécie v technologii zvysili tispesnost’
hladania, kombinatornd chémia poskytla tisice jedineénych Struktir na in vitro skrining.
U molekul, ktoré boli identifikované v tychto skriningoch, bola snaha optimalizovat' ich
vlastnosti, ako st napr. vicSia Specifickost’ alebo lepSia biologicka dostupnost’ (Chabner and
Roberts, 2005). Zaciatkom milénia cielend protinadorova lieCba vstupila do zlatého obdobia
svojho vyvoja. Jednou z prelomovych udalosti v cielenej revolucii bol vyvoj imatinibu, relativne
jednoduchej Struktury, ktora ma vSetky pozadované faktory ,,ideélnej* cielenej zli€eniny. Bol
schvdleny preliecbu chronickej myeloidnej leukémie, =zaroven sa pouziva aj
pri gastroinestinalnom  stromalnom tumore, hypereozinofilnom syndréme, chronickej
myelomonocytovej leukémii a dermatofibrosarkomu (Sawyers, 2004; Chabner and Roberts,
2005; Zhong et al., 2021).

Jednym z potencidlnych terapeutickych cielov je aberantnd aktivacia receptorovych
tyrozinkinaz (RTK). Rodina RTK zahfna 58 typov zoskupenych do 20 podrodin na zaklade ich
sekvencie kinazovej domény. Tieto receptory riadia zdkladné spravanie buniek, ako je bunkova
proliferacia, apoptdza ¢€i migracia (Yamaoka et al., 2018). Terapiu zamerani na RTK mdZeme
kategorizovat’ na 2 skupiny — monoklonélne protilatky (mAbs) a malé molekuly — inhibitory
tyrozinkinaz (TKIs), ktoré m6Zzu inhibovat’ aj nereceptorové tyrozinkindzy (Chen, Kerkeld and
Force, 2008).

V dosledku vstupu cudzorodej latky do organizmu sa aktivuju B-lymfocyty a dochddza
k tvorbe protilatok, ktoré rozpoznavaji epitopové oblasti na antigéne. Ak sa vytvori protilatka
len proti jednému epitopu, hovorime o mAb. Spolo¢nym vedlaj$im uc¢inkom mAbs je
hypersenzitivna reakcia, ktora zavisi od podielu mySacej a Tludskej zlozky protilatky.
Od chimerickych protilatok (65 % humannej zlozky) sa postupne prechadza k vyvoju
humanizovanych (95 % humannej zlozky) a plne humannych protilatok (100 % humannej

zlozky). Jednotlivé typy protilatok sa daji spoznat podla koncovky ich nazve (Kimiz-
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Gebologlu, Gulce-1z and Biray-Avci, 2018). Na protinadorovu terapiu su navrhnuté tak, aby sa
viazali na antigény Specifické pre tumordzne bunky, zvyc€ajne na extracelularnu ¢ast RTK, ¢im
inhibujt aktivaciu tyrozinkindzy. Vizba mAb na extracelularnu doménu RTK moéze blokovat’
naviazanie ligandu na receptor, inhibovat’ ndslednti dimerizaciu, krizovua fosforylaciu a aktivaciu
tyrozinkinazovej domény. Prikladom mAb, ktora sa viaze na receptory, konkrétne na HER2, je
trastuzumab. Iné¢ mAbs sa neviazu na kindzové receptory, ale na ligandy rastovych faktorov,
ktoré tieto receptory aktivuju. Napriklad bevacizumab sa naviaze na VEGF-A, ¢im mu zabrani
v interakcii s receptorom VEGF a vedie k inhibicii nddorovej angiogenézy (Obr.6) (Chen,

Kerkeld and Force, 2008).

mAbs

o e
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+ + 4
Cellular responses
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Obrazok 6: Mechanizmy ucinku mAbs oproti  nizkomolekularnym  TKIs.
mAbs = monoklondlne protilatky; TKI = inhibitor tyrozinkindzy; L = ligand; P = fosfor;

ATP = adenozintrifosfat, Substrates = substraty, Cellular responses = bunkové odpovede.
Previate z: (Chen, Kerkeld and Force, 2008)

Nizkomolekularne (menej ako 800 Da) organické zli€eniny tvoria skupinu tzv. malych
molekul. Moézu preniknut’ cez bunkovii membranu a st navrhnuté tak, aby zasahovali
do signalnych drah a posobili na ciele nachaddzajuce sa vo vnutri bunky. Va¢sina mAbs nemoze
preniknut’ cez bunkovu plazmaticki membranu a st navrhnuté proti cielom mimo bunky alebo
na bunkovom povrchu. (Joo, Visintin and Mor, 2013). Prevazna vicsina nizkomolekularnych

inhibitorov pouzivanych v terapii malignit je zacielend na tyrozinkindzy, hoci niektoré sa
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zameriavaju na serin/treoninkinazy. Boli navrhnuté tak, aby cielili na obe triedy tyrozinkinaz, a
to aj RTK, aj NRTK (nereceptorové tyrozinkinazy). Normalne vézba ligandu na RTK iniciuje
dimerizéciu a krizova fosforylaciu jednej kindzovej domény druhou, ¢im sa kindza aktivuje.
Aktivovany kinazovy dimér potom fosforyluje substraty v signalnej kaskade, ktora nakoniec
vedie k zmenam génovej expresie a bunkovej proliferacie. TKIs nezabraiujui vizbe ligandu alebo
dimerizacii, ale tym, ze brania ATP vo vézbe na kinazovi doménu, blokuju krizova fosforylaciu
receptorov a fosforylaciu substratov, ¢im ukoncuju signalnu kaskadu (Obr.6). Existuju 3
sposoby, ktorymi mézu TKIs blokovat’ fosforylaciu substratu. Inhibitory typu I. (napr. sunitinib)
sutazia s ATP ovdzbu naATP-vizbovom mieste plne aktivovanej kindzy. Su
najdominantnej$im a najviac pouzivany typom v sucasnosti. Inhibitory II. typu (napr. imatinib)
sa viazu na dve rozne oblasti kinazy, konkrétne na ATP-vézbové miesto a na pril'ahli oblast’,
ktord je pristupnd len vtedy, ked’ je kindza neaktivnom stave. V porovnani s inhibitormi L. typu
su ucinnejSie a selektivnejsie. Inhibitory typu III. (napr. archetypélne inhibitory kindzovej drahy
regulovanej extracelularnym signdlom PD98059 a U(0126) sa viazu na miesta vzdialené
od vézbového miesta ATP, na oblast’ rozpozndvania substratu alebo na iné oblasti kinaz, ktoré
su v gendme ovela rozdielnejSie. V dosledku toho su zo vSetkych typov najselektivnejSie, no
napriek tomu predstavuju mensSinu z pomedzi spominanych typov inhibitorov, pretoze su t'azsie
navrhnuteI'né a nemaju predvidateI'né u¢inky (Chen, Kerkeld and Force, 2008).

Mimo cielené terapie sa stale viac uplatiuju taktiez liekové formy spadajiice do oblasti
cielenej distribucie, ktoré vd’aka cielenému uvolfiovaniu terapeutik v mieste ochorenia vyrazne
zvySuju efektivnost’ a bezpecnost’ terapie. V poslednych rokoch pritahuji zna¢ny zaujem
systémy na dodévanie lieCiv na baze nanonosicov (NDDS), hlavne kvdli svojim Specidlnym
fyzikalnym a chemickym vlastnostiam. Prikladmi NDDS st polymérne micely, lipozoémy
a organické alebo anorganické nanocastice. Na rozdiel od protinddorovych lie¢iv bez nosi¢ov
modzu NDDS dopravit’ vysSie davky lie¢iva do nddorového tkaniva prostrednictvom zvySenej
permeability aretencie, a zaroven znizit neziaduce UCinky vysokych davok. Multifunkéné
NDDS ukézali dobré vyhliadky pri rieSeni problémov nizkej biologické dostupnosti lieciv a
neuspokojivych protinddorovych uéinkov (najma pri lie€be MDR tumorov), ¢im polozili zaklad
pre aplikdaciu NDDS v klinickej praxi. Okrem toho sa v dosledku obmedzeni jednotlivych
rezimov chemoterapie objavuji aj kombinované lie¢ebné stratégie zaloZené na tomto principe

(Padma, 2015; Wei et al., 2021).

V nasledujtcich kapitolach sa budem venovat cielenym liecivam, ktoré som Studovala vo

svojej experimentalnej praci. Sucastou Studia boli tiez antifoldty — pemetrexed a metotrexat.
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Detailny popis tychto dvoch chemoterapeutik prezentovany nebude, pretoze su farmakolégom

vel'mi dobre zname.

3.2.1. Capmatinib

Capmatinib (Obr.7) je peroralny inhibitor MET (Mesenchymal-Epithelial Transition)
kinazy vyvinuty spolo¢nostou Novartis Oncology na zaklade licencie od Incyte Corporation
na lie¢bu tumoru pl'ac. Selektivne sa viaze na MET vratane zmutovaného variantu, ktory vznika
preskoCenim exénu 14 a inhibuje rast nadorovych buniek. V maji 2020 ziskal capmatinib prvé
globalne schvalenie v USA na liecbu dospelych s metastatickym nemalobunkovym karcindémom
pl'uc (NSCLC). Hoci schvélenie FDA je v sti¢asnosti obmedzené na mutécii zahrnujuci preskok
exonu 14 MET, preukazal potencial aj v inych podskupindch MET-dysregulovanych NSCLC,
pre ktoré prebiehaju Studie. Odporacana davka je 400 mg podavana peroralne dvakrat denne,
s jedlom alebo bez jedla. Na zvladnutie neziaducich reakcii pri liecbe capmatinibom mdze byt
potrebné znizenie davky a/alebo preruSenie liecby (Dhillon, 2020).

Z hladiska profilu neziaducich ucinkov boli najcastejsSie hlasené edém, nauzea a unava.
Na zaklade §tudii na zvieratach bolo zistené riziko fotosenzitivity, pacienti lieCeni capmatinibom
by mali byt’ upozorneni, aby si pocas uzivania tohto lieciva zakryvali pokozku a nevystavovali
sa slnecnému Ziareniu. Zistené boli aj zavazné, klinicky vyznamné neZiadlice ucinky ako
hepatotoxicita a pneumotitida. Bezpe¢nostny profil capmatinibu sa povazuje za prijatelny, ked’

sa hodnoti v kontexte lieCby zivot ohrozujuceho ochorenia (Mathieu et al., 2022).
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Obrazok 7: Struktura capmatinibu.

Prevzate z: (Dhillon, 2020)
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3.2.2. Pralsetinib

Pralsetinib (Obr.8) je peroralne podavany, nizkomolekulovy selektivny inhibitor
tyrozinkindzového receptoru RET (Rearranged During Transfection), ktory bol vyvinuty
spolo¢nostou Blueprint Medicines Corporation (Blueprint) na liecbu réznych solidnych
nadorov. V kl'icovej faze I/Il. stadie ARROW preukazal rychlu a dlhotrvajacu protinadorovu
aktivitu u pacientov s pokro¢ilym NSCLC pozitivnym na RET faziu, ktori boli predtym lie¢eni
chemoterapiou na baze platiny alebo boli bez liecby. RET je dobre opisany proto-onkogén, ktory
sa nachadza vo viacerych tumorovych ochoreniach, okrem NSCLC je pritomny aj v papilarnom
a medularnom karcindéme Stitnej zl'azy. 4. septembra 2020 FDA zrychlene schvélila pralsetinib
pod obchodnym ndzvom GAVRETO™, na liecbu metastatického NSCLC s pozitivnou fuziou
RET, nésledne 1. decembra toho istého roku ho schvélila aj na liecbu spominanych dvoch
nadorovych ochoreni v USA. Diia 19. novembra 2021 EMA udelila podmienecné povolenie pre
uvedenie pralsetinibu na trh, a to konkrétne na monoterapeutickt liecbu dospelych pacientov s
pokrocilym NSCLC pozitivnym na RET faziu. Pralsetinib tiez preukazal klinickt aktivitu
proti intrakranidlnym metastdzam vznikajicim z NSCLC vdaka svojej dobrej biologickej
dostupnosti a schopnosti penetrovat’ do centralnej nervovej sustavy. Jeho doporucena pociato¢na
davka je 400 mg jedenkrat denne nalacno, pri vyskyte neziaducich ucinkov sa liecivo bud’ tiplne
vysadi alebo sa jeho davka zniZi o polovicu. Pralsetinib je vo svojej podstate optimalne zndSanym
lie¢ivom, pri¢om najc¢astejSie neziaduce UCinky suvisiace s lieCbou s neutropénia, hypertenzia,
anémia a znizeny pocet bielych krviniek (Markham, 2020; Gainor ef al., 2021; Subbiah et al.,
2021; Ali, Neha and Chauhan, 2022).

N
N
Y w
N'\,'/"N ==
(cis)
"“\O\"
o)

NH
B
= N\,\NZ

Obrdzok 8: Struktiira pralsetinibu.

Prevzaté z: (Markham, 2020)
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3.2.3. Tazemetostat

Tazemetostat (Obr.9) je cieleny epigeneticky reguldtor (prvy vo svojej triede), ktory
Specificky inhibuje histonlysinmethyltransferazu EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2). Toto
epigenetické lieCivo, vyvinuté spolo¢nostou Epizyme, bolo prvykrat schvalené FDA v januari
2020 pre pacientov vo veku 16 rokov a starSich, s metastatickym alebo lokalne pokrocilym
epiteloidnym sarkémom, ktory nie je vhodny na Giplnu resekciu. Dalsie §tidie viedli k schvéleniu
lieciva aj pre pacientov s recidivujicim alebo refraktérnym folikularnym lymfémom s mutéciou
EZH2, ktori dostali aspon dve predchadzajiice systémové terapie, alebo pacientov, ktori nemaju
ziadne uspokojivé alternativne moznosti liecby. Odporucany davkovaci rezim je 800 mg dvakrat
denne, podavanych perordlne s jedlom alebo bez jedla. Ukazal sa ako ucinny a bezpecny,
s tolerovatelnymi vedl'ajsimi ucinkami, z ktorych najvaznej$im je trombocytopénia. Menej
zavazné neziadice U¢inky su asténia, anémia, anorexia, svalové kfce, nauzea a vracanie (Hoy,
2020; Straining, 2022). Dokazy naznacuju, ze EZH2 hra vyznamnu Glohu v prognoéze pacientov
s NSCLC a studie na zvieratdich ukazali, ze zacielenie na EZH2 mdze zlepsit tc¢innost
imunoterapie. Tazemetostat sa nachadza vo faze Ib/Il stadie bezpecnosti a G€innosti na lieCbu

NSCLC (ClinicalTrials.gov, identifikator NCT05467748).

Obrazok 9: Struktura tazemetostatu.

Prevzate z: (Hoy, 2020)
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4. Ciel prace

Primérnym cielom tejto prace bolo Studium vplyvu vybranych cielenych liecCiv
(capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) a chemoterapeutik (pemetrexedu a metotrexatu) na
expresiu ABC transportérov spojenych s MDR v bunkovych linidch nemalobunkového
placneho karcinému. Uéelom bolo zistenie, ¢i by dané lie¢iva mohli menit MDR fenotyp
svojich cielovych nadorovych buniek. Sekundarnym cielom bolo Stadium schopnosti
pemetrexedu a metotrexatu indukovat ABC transportéry v intestinalnych bunkovych
modeloch, a tak popisat’, ¢i by tieto chemoterapeutikd mohli byt potencidlnymi pachatel'mi

farmakokinetickych indukénych interakcii.
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S.

S5.1.

Experimentalna Cast’

Chemikalie
Capmatinib (CAP), Selleckchem (Houston, TX, USA)
Deoxynukleotid (INTP), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
Dithiothreitol (DTT), New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich, (St Louis, MO,
USA)
Eagle's Minimum Essential médium (EMEM), Sigma-Aldrich, (St Louis, MO,
USA)
Ethanol absolutni, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)
Fetalne bovinné sérum (FBS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Fosfatovy pufr (PBS), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Hydroxyethyl piperazin etansulféonova kyselina (HEPES), Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, USA)
Chloroform, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)
Isopropanol, Penta Chemicals (Praha, Ceska republika)
Methotrexat (MTX), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Oligo(dT), Generi Biotech (Hradec Kralové, Czech Republic)
Opti-MEM®, Gibro BRL Life Technologies (Rockville, MD, USA)
Pemetrexed (PEM), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
Pralsetinib (PRA), Selleckchem (Houston, TX, USA)
Protoscript® II RT reaction buffer, New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
Protoscript® II reverse transcriptase, New England Biolabs (Ipswich, MA, USA)
Rifampicin (RIF), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Roswell Park Memorial Institute médium-1640 (RPMI-1640), Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)
Roztok pyruvatu sddneho, Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
TagMan™ eseje pre ABCB1, ABCC1, ABCG2, B2M, GAPDH, Applied
Biosystems Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)
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. TagMan™ Universal MasterMix II (no UNG), Applied Biosystems Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA)

. Tazemetostat (TAZ), MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)

. TRI Reagent, Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA)

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

. Voda na injekciu (API), B. Braun (Praha, Ceska republika)

5.2. Pristroje

° Centrifuga, Hettich Mikro 22R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Nemecko)

o Centrifuga, Hettich Universal 32R (A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Nemecko)

o Dosti¢kovy reader, Infinite M200 (Tecan, Salzburg, Rakusko)

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

o Laboratdorne vahy, Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)

. Laminarny box, Telstar Bio IT Advance(Terrassa, Spanielsko))

° NanoDrop, ND-1000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)

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

° Termalny cyklér, T100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

. Termalny cyklér, QuantStudio 6 Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

. Vortex, TK3S (TechnoKartell, Taliansko)

5.3. Bunkové linie

LS174T bunkova linia, pouzitd pre nasSu pracu, je trypsinizovanym variantom LS180
nadorovych buniek, ktoré sa zacali kultivovat v 1974 z adenokarcindomu hrubého creva
odobraného 58-ro¢nej kaukazskej zene. ISlo o stredne dobre diferencovany adenokarcindém s
rozsirenim do perikolonneho tukového tkaniva (Tom et al., 1975). LS180 je v guidelinoch
odporucana na testovanie farmakokinetickych interakcii (FDA, 2012). Bunkova linia je
charakteristickd tym, Ze sa bunky zvyknua zhlukovat’ a tak vytvarat’ ostrovéeky. LS174T bunky
boli zaobstarané od European Collection of Cell Cultures so sidlom v Salisburu (UK).

Caco-2, bunkova linia z I'udského adenokarcindmu hrubého creva, je in vitro model pre

Studium c¢revnej absorpcie lie€iv, Zivin a ¢revného metabolizmu. Déta ziskané pomocou prave
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tohto modelu koreluju s absorpciou mnohych lieCiv in vivo u I'udi (Benet and Cummins, 2001).
Bola vyvinuta pri vyskume, ktory bol vykondvany Jorgenom Foghom v Sloan-Kettering
institate pre vyskum rakoviny (Fossati et al., 2008). Bunky boli obstarané od American Type
Culture Collection sidliaceho v Manassase, VA (USA).

HCC-827 a NCI-H1975, ktoré sme vyuzili, sa l'udské bunky NSCLC zakupené
z rovnakého zdroja ako Caco-2. HCC-827 a NCI-H1975 su epiteliarne bunkové linie izolované
z pl'ic nefajciarok s adenokarcindmom (HCC-827 v roku 1994 a NCI-H1975 v roku 1988).
Obe sa vyuzivaju najmi v imuno-onkologickom vyskume (Amann et al., 2005; Wang et al.,

2014).

Kultivacia bunkovych linii

Kultivacia bunkovych linii prebiehala za Standardnych podmienok (37 °C, 5 % CO2)
v odporucacich rastovych médiach bez pritomnosti antibiotik:
o LS174T bunky v EMEM + 2mM glutamin + 1% NEAA + 10% FBS
o Caco-2 bunky v DMEM + 10% FBS + 1% NEAA
o HCC-827 a NCI-H1975 bunky v RPMI-1640 + 10% FBS + + 10mM HEPES +
ImM pyruvat sodny

Pri kultivacii je dolezité sterilné prostredie, ktoré docielime za pomoci prace
v laminarnom boxe, ktory sa vzdy pred zaCatim vysvietil UV Ziarenim. Zaroven sa
v predhriatom vodnom kupeli na 37 °C zahrialo PBS, médium a trypsin. VSetko, ¢o sa
pouzivalo pri kultivécii, bolo potrebné pred vloZenim do inkubatora ostriekat’ 70% etanolom,
aby sa prediSlo kontamindcii. Pred zacatim pasdZovania sa mikroskopicky skontrolovala
konfluencia buniek na dne kultivacnej fl'aSe. U bunkovej linie LS174T bola pozadovana
konfluencia len 40 — 50 %, pretoze bunky vytvaraji tzv. ,,.3D ostrovéeky®, u ostatnych
bunkovych linii bolo potrebnych 70 — 90 % k zacatiu pasdZovania. Po odsati starého média sa
bunky premyli pridanim PBS (plati pre mala — 25 cm? kultivaéni flasu), aby sme sa zbavili
pripadnych necistot. Nasledne sa PBS odsalo a pridal sa 1 ml trypsinu, tym sa odStartovalo
oddelenie buniek od dna nadoby — trypsinizacia, behom ktorej bola kultiva¢na fl'aSa umiestnena
do inkubatora na potrebny ¢as. K 1 ml trypsinu sa pridalo 4 ml média, tym bola trypsinizacia
zastavend a nasledne sme bunky resuspenovali. Zo starej kultivacnej fl'ase sme bunkovl
suspenziu transportovali do novej na zaklade na zaciatku stanovenej konfluencie. K suspenzii

buniek sme pridali prislusSné mnoZstvo rastového média a kultivacntl fl'aSu sme umiestnili opét’
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do inkubatora. Pasdzovanie sa rutinne opakovalo kazdé 3, resp. 4 dni podl'a dosiahnutej

konfluencie.

54. Proliferacné Stiadie

Prolifera¢né stadie boli realizované pomocou MTT metody. Ide o kolorimetricky test,
ktorého zékladnym principom je meranie bunkovej metabolickej aktivity. Bunkové enzymy
oxidoreduktazy zavislé od NAD(P)H mozu, za definovanych podmienok, odrazat’ pocet
pritomnych zivotaschopnych buniek. Tieto enzymy st schopné redukovat’ zIt¢ farbivo MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5difenyltetrazolinum bromid] na nerozpustny tetrazéliovy
formazan, ktory ma fialova farbu (Obr.10). Na rozpustenie nerozpustného purpurového
formazanového produktu sa do farebného roztoku prida solubilizacny roztok (zvycajne ide o
DMSO). Absorbanciu tohto farebného roztoku je mozné kvantifikovat’ meranim pri urcitej
vlnovej dizke (zvy&ajne medzi 500 a 600 nm) pomocou spektrofotometra. Stupefi absorbancie
zavisi od stupia koncentracie formazanu nahromadeného vo vnutri bunky (Prébst et al., 2017;

Grela, Koztowska and Grabowiecka, 2018).

MTT MTT formazan

Obrazok 10: Redukcia farbiva MTT na nerozpustny formazan.
Previate z: (Grela, Koztowska and Grabowiecka, 2018)

Bunky sa na nasadili do 96-jamkovej dosticky v pocte 50 000 buniek/jamka/0,1 ml
rastového média pre LS174T; 20 000 buniek/jamka/0,1 ml rastového média pre Caco-2;
18 000 buniek/jamka/0,1 ml rastového média pre HCC-827 a9 000 buniek/jamka/0,1 ml
rastového média pre NCI-H1975. Po 24 hodinach inkubacie sa médium odstranilo odsatim
a pridalo sa 100 pl predhriateho Cerstvého média obsahujuceho PEM, MTX (plati pre vSetky
bunkové linie) a CAP, PRA, TAZ (plati len pre NCI-H1975 a HCC-827) v sedemstupiiovom
rozmedzi (0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM a 20 uM). Ako kontrola 100% viability bolo
pouzité Cist¢é médium obsahujuce DMSO v rovnakych koncentraciach, ktoré boli k bunkam

pridané s testovanymi latkami, a ako kontrola 0% viability sltzil 40% roztok DMSO v médiu.
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Po 48 hodinach sa obsah jamiek vysal, bunky sa oplachli pomocou 100 ul PBS, ktoré sa
nasledne odsalo a k bunkdm sa pridal cerstvo pripraveny roztok MTT v Opti-MEM (1 mg/ml)
v objeme 100 pl, bunky sa vlozili do inkubéatora, kde sa nechali 1 hodinu. Po inkubacii sa roztok
MTT opatrne odstranil odsatim a nasledne sa pridalo 100 ul DMSO, aby sa rozpustili krystaly
formazanu. Bunkové lyzaty sa jemne pretrepavali 10 minut pri 37 °C. Absorbancia bola
stanovena pri vlnovych dizkach 570 nm a 690 nm s pouzitim &itatky mikrodogti¢iek Tecan
Infinite M200. Udaje ziskané pri 690 nm (predstavujiice bunkovy background) sa odpo¢itali od
merani ziskanych pri 570 nm (detekcia formazanu). Na zaklade vysledkov z proliferacného
experimentu sme vybrali koncentracie lie¢iv pre nadvizujuce indukcéné stidie (menovite

koncentracie vykazujtce viabilitu > 50 %).

5.5. Indukéné studie

Aby sme zistili, ¢i maji lieciva potencial regulovat farmakokineticki MDR zmenou
hladin expresie ABC transportérov, popripade ¢i sa mézu stat’ pAchatel'mi farmakokinetickych
indukénych liekovych interakcii, uskutocnili sme stidie qRT-PCR (quantitative real-time

polymerase chain reaction) v bunkovych liniacch HCC-827, NCI-H1975, LS174T a Caco-2.

5.5.1. Nasadenie buniek a ich expozicia lieCivim

Bunky sa nasadili do 12-jamkovej doSticky vpocte LS174T — 1000 000
buniek/jamka/l ml; Caco-2 — 500000 buniek/jamka/1 ml; HCC-827 — 80000
buniek/jamka/l ml a NCI-H1975 — 60 000 buniek/jamka/l ml. Po 24 hodinach inkubacie
a odstraneni média odsatim boli bunky vystavené 1 uM liecivdm v prislusSnom médiu pre dant
bunkovt liniu (pre HCC-827 a NCI-H1975 — CAP, PRA ,TAZ, PEM, MTX a pre LS174T
a Caco-2 —-PEM aMTX), 25 puM RIF, taktieZ v prisluSnom médiu pre bunkovu liniu
a “vehicle” kontrole (DMSO + médium). Po 24 a 48 hodinach posobenia bol obsah jamiek
odsaty, k bunkam bol predany TRI Reagent s objemom 360 pl, nasledne sa bunky vlozili do
inkubatora na 5 mintt. Lyzat sa resuspendoval minimalne 5-krat, preniesol sa do Eppendorfove;j

skiimavky a ulozil do -80 °C mraznicky.

5.5.2. Izolacia RNA
RNA izolacia na principe fenol-chloroformovej extrakcie prebiehala podl'a protokolu
vyrobcu TRI Reagentu (Obr.11). Vzorky s TRI Reagentom boli rozmrazené pri pokojovej
teplote. Ako prvy krok bolo pridanych 114 pl chloroformu, néasledne sa vzorky pretrepali
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a nechali sa stat’ po dobu 5 minat. Pomocou centrifugécie (12 000 otacok za minutu, 15 minut,
4 °C) sa suspenzia rozdelila do troch okom vidite'nych faz. Spodné organicka faza obsahovala
proteiny a lipidy a bola sfarbend do ruzova, stredna interfdza obsahovala DNA a jej farba bola
biela, horna vodnad faza obsahovala RNA abola priesvitnd. Pomocou pipety sa zozbieralo
minimalne 180 pl vodnej faze do novej Eppendorfovej skimavky, tak aby sa ostatné faze ostali
neporusené a tie sa nasledne zlikvidovali. Po uspeSnom odobrati vodnej faze sa k nej pridalo
360 pl isopropanolu, opét’ sa vzorky pretrepali a nechali stat’ 5 mintt a nasledne scentrifugovali
(12 000 otacok za minutu, 8 minut, 4 °C). Vznikol RNA precipitat — gélovitd okom viditeI'na
peleta, zvd¢Sa umiestnend na stenach skiumavky. Opatrne sa odsal isopropanol bez porusenia
RNA pelety, ktora sa oplachla 720 ul 75% etanolom. Etanol sa pomocou pipety odstranil a aby
doslo k uplnému odpareniu etanolu, peleta sa nechala tiplne vyschnut’. K pelete sa pridala API
vrozmedzi 10—-35pul (v zdvislosti na jej velkosti) na rozpustenie. Vzorky sa nechali
hydratovat’ po dobu 10 minut a nasledovalo vortexovanie. Koncentracia RNA bola nasledne
kvantifikovana spektrofotometrom NanoDrop, trikrat pre kazdu vzorku. Zo spriemerovanych
hodnét boli vzorky zriedené pomocou API na 100 ng/ul. Pre kontrolu bola opiatovne zmerana

koncentracia dilutovanej RNA.

chloroform

isopropanol API
\ vodna fiza
interfiza
organicki faza
elet
TriReagent peleta

Obrazok 11: Izolacia RNA.

5.5.3. Reverzna transkripcia
K roztoku RNA sa pridala API (11,5 minus x pl, ¢o zodpovedalo 1000 ng RNA) a1 pul
oligo(dT), takto pripravené vzorky sa umiestnili do PCR termocykléru na 5 minut pri 65 °C.
Pocas toho bolo potrebné nachystat’ mix pre reverznu transkripciu, ktory pozostaval z (na jednu
vzorku):
e 4 ul 5x Protoscript® II RT reaction buffer
e 2ul10xDTT
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e | ul 10mM dNTP
e 0,5 ul 200U/ul Protoscript® II reserve transcriptase

K vybratym vzorkdm z termocykléru sa pridalo 7,5 pl pripraveného mixu, pricom
celkovy spolo¢ny objem bol 20 pl aopit nasledovalo umiestnenie vzorieck do PCR
termocykléru, no tentokrat na 50 mintt pri 42 °C, kedy doslo k prepisu RNA na cDNA a potom

na 20 minut pri 65 °C, pricom sa denaturoval enzym — reverzna transkriptaza.

5.5.4. Kvantitativna polymerazova ret'azova reakcia (QRT — PCR)

Princip PCR spociva v amplifikdcii konkrétneho useku DNA za pomoci DNA
polymerazy. Usek DNA, tzv. amplikon, je ohrani¢eny dvojicou primerov potrebnych na
amplifikaciu, ktoré si komplementarne s vlaknom DNA. PCR prebieha cyklicky:

1.  tepelnd denaturicia — zohriatim reak¢nej zmesi nad teplotu 90 °C, dgjde

k preruseniu vizieb medzi retazcami dvojvlaknovej DNA

2. hybridizacia — teplota poklesne na 45-65 °C, dojde k pripojeniu primerov na

komlementéarnych miestach s DNA vldknom

3. polymerizacia — teplota sa opét zvysi, ale tentokrat na 72 °C atym zacne tzv.

Tag-polymeraza syntetizovat’ nové komplementarne DNA vlakna

Vysledok PCR je 2"krat zndsobenie poctu DNA, pricom n znazoriiuje pocet cyklov.
Princip qRT-PCR spociva v tom, Ze hybridizacné sonda je znacend Specidlnymi latkami na
protilahlych koncoch $pecifického oligonukleotidu - fluorescencnou farbou (reportérom, ang.
reporter) a zhaSaCom (ang. quencher). Ak su obe latky vo vzdjomnej blizkosti, fluorescencia
reportéra je inhibovana, pretoZe jeho emisné Ziarenie je pohltené zhaSac¢om. Ak vSak dojde k
odstiepeniu reportéra z TagMan proby, jeho fluorescencia nie je viac inhibovana a zaznamena
sa detektorom. Pomocou termélneho cykléru sa zaznamenava mnozstvo DNA pocas kazdého
cyklu. Tato metdéda sa vyziva na kvantifikdciu génovej expresie konkrétnych génov.
Vysledkom su hodnoty Ct, ktoré odrazaji cyklus, v ktorom do6jde k narastu amplifikacne;j
krivky (grafické znazornenie priebehu) nad fluorescenény prah. Cim je hodnota Ct vys§ia, tym
menej templatovej DNA bolo na zaciatku reakcie.

Ziskana cDNA sa zriedila pomocou API v pomere 1:4, vzorky sa poriadne zvortexovali,
nésledne sa pripravila zmes zloZena z 3 zloziek, konkrétne z TagMan™ Universal MasterMixu
IT's objemom 5 pl spolu s 2,5 ul API a 0,5 ul TagMan assaye (detegujtice ciel'ové gény kddujice
transportéry ABCBI, ABCCI a ABCG2 a housekeeping gény B2M a GAPDH, ktoré sa

prirodzene vyskytuji vo vicSine tkaniv organizmu a ich expresia je konStitutivna). Dilutovana
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cDNA bola podrobend qRT-PCR s pouzitim QuantStudio 6 v 384-jamkovych platniach (s
celkovym objemom 10 pl — 2 pl dilutovanej cDNA a 8 pl pripravenej zmesi). Pre kazdy gén
boli pouzité negativne kontroly, ktoré obsahovali API v rovnhakom objeme ako cDNA. Profil
PCR amplifikacie bol nastaveny podla odporicania vyrobcu TagMan assai a vyzeral
nasledovne: 3 minuty pri 95 °C, 40 cyklov pri 95 °C na 10 sektind a 60 °C po dobu 20 sekund.

Relativna expresia génov sa uréila za pomoci komparativnej 2 24 metody.

5.6. Statisticka analyza

Data boli spracované pomocou programu GraphPad Prism verzia 7.03 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Samotna Statistickd analyza nebola urobend, nakolko
v proliferacnych experimentoch bola rozhodujucim faktorom pre vyber koncentracii a pre
nasledné indukéné Studie iba numerickd hodnota viability (> 50 %). V pripade indukénych
Studii bola parametrom pre pozitivitu indukcie/downreguldcie hodnota zmeny expresie v
porovnani s kontrolou (zvySenie/znizenie exprese o > 100/50 %). Tento parameter bol vybrany
na zéklade instrukcii pre testovanie indukénych interakcii vydanych liekovou agentarou EMA

(EMA, 2012).
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6. Vysledky

Tato kapitola zahfna dve podkapitoly. V nich sa nachadzaju zaverecné vystupy
z vykonanych experimentov, ktoré su blizsie popisané v metodickej Casti. V prvej podkapitole
su obsiahnuté¢ vysledky z proliferacnych S$tadii, ktoré sluzili ako design nadvézujicich
induk¢énych studii (druha kapitola). Na zaklade nich sme zistili, ¢i v dosledku indukeii génov
ABC efluxnych transportérov méze vzniknut’ farmakokineticka rezistencia alebo systémové
liekové interakcie. VSetky vybrané lieciva su bud’ schvalené (CAP, PRA, PEM, MTX) alebo
testované (TAZ) pre uzivanie pri terapii NSCLC, a preto boli u vSetkych z nich vykonané
experimenty v NSCLC bunkovych liniach. Ugelom tejto $tudie bolo zistit, ¢i by mohli menit
MDR fenotyp svojich cielovych nadorovych buniek. PEM a MTX boli d’alej Studované aj na
intestindlnych bunkovych modeloch, aby sme mohli odhadnut’, ¢i by tieto chemoterapeutika
mohli byt potencidlnymi péachatelmi farmakokinetickych indukénych interakcii. U novych
cielenych lie¢iv (CAP, PRA, TAZ) tento typ testovania nie je potrebny, pretoze podla
guidelinov liekovych agentir informacie o farmakokinetickych liekovych interakciach musia
byt pritomné v SPC. Iniciativa presadzujliica nutnost’ tohoto testovania vznikala az okolo roku
2010, a preto u starych lieCiv Casto tieto informacie chybajt, ako napr. prave u PEM a MTX.
Z tohto dovodu sme sa venovali indukénym $tadidm prave u tychto dvoch chemoterapeutik tiez

v intestindlnych modeloch.

6.1. Vplyv vybranych lieciv na Zivotaschopnost’ testovanych bunkovych linii

V tejto Casti sa nachddzaji vysledky tykajiice sa antiproliferacnej aktivity vybranych
lieciv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) pre dve modelové NSCLC bunkové¢ linie, a to konkrétne
NCI-H1975 a HCC-827. Pro PEM a MTX boli pouzité naviac intestindlne bunkové linie
LS174T a Caco-2. Na zéklade ziskanych informéacii sa mohla urcit’ koncentracia lie€iv potrebna
pre nadvéizujuce indukéné Studie.

U nadorovej linie NCI-H1975 (Obr.12A) je viditelné, ze antiproliferacnd aktivita
vybranych lie¢iv bola pomerne slab4, ziadne z nich nevykazovalo znizenie Zivotaschopnosti
pod 50 %. Nebolo tak mozné urcit’ hodnotu 1Cso. Podobné vysledky boli ziskané aj u linie
HCC-827 (Obr.12B). Liec¢ivo PRA v tejto linii sice dosiahlo maximalny pokles pod 50 % pri
koncentrécii 20 uM, ale ani tu nemalo zmysel stanovovat’ ICso, nakol'’ko by s danymi bodmi bol

vysledok nepresny a vzhl'adom k ucelu dat ani tato hodnota nebola potrebna.

36



Idedlny pripad, kedy viabilita so stipajucou koncentraciou klesa, mozeme pozorovat
prave u tohoto lieciva — PRA u oboch linii, teda u NCI-H1975 (Obr.12A) a taktiez u HCC-827
(Obr.12B). Pre liecivo TAZ sme naopak u linie NCI-H1975 ocakavany ustaleny pokles
viability nepozorovali; maximalny pokles (na 33.7 %) je viditelny pri 1 uM koncentracii, avSak
pri ndslednom zvySovani koncentracie je prekvapivo pozorovany vzrast viability (Obr.12A).
Podobny trend sa objavil tiez u vSetkych zostavajucich latok (CAP, PEM, MTX). U HCC-827
a lieciva TAZ je pokles pozvol'ny a velky vykyv v zivotaschopnosti nepozorujeme (Obr.12B).
I u tejto linie ostatné lieciva (CAP, PEM, MTX) vykazuju nelogicku stagnaciu, ba dokonca

vzrast zZivotaschopnosti so zvysujucou sa koncentraciou.
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Obrazok 12: Antiproliferacné schopnosti vybranych lieCiv v dvoch (A, B) NSCLC
bunkovych liniach (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D) dvoch intestindlnych bunkovych linidach
(LS174T a Caco-2). Na ose Y je zndzornena bunkova zivotaschopnost (cell viability) v % a osa
X vyjadruje koncentraciu (concentration) lieciv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) v uM. Zistovana
Zivotaschopnost bola prevedend pomocou metody MTT blizsie opisanej v kapitole 5.4.
Testované bunky boli vystavené sérii koncentracii lieciv pocas 48 hodin. Kazdy experiment bol
nezavisle vykonany 3-krat, vysledné hodnoty sa spriemerovali a bola stanovena hodnota

smerodajnej odchylky.

Lie¢iva PEM a MTX v intestinalnych linidich LS174T a Caco-2 vykazuju podobné
chovanie ako lie¢ivda v NSCLC liniach (Obr.12C; Obr.12D). Vo vybranom modeli
a stanovenom koncentra¢nom rozmedzi chemoterapeutikd navodzuju iba mierne protinddorové
ucinky. Ani v jednej z variantov nebol zaznamenany pokles bunkovej Zivotaschopnosti pod
50 %, z ¢oho vyplyva, Ze opat’ nedokaZzeme urcit’ hodnoty ICso. Rovnako tak bola vo vysSich

koncentracidch pozorovand stagnécia viabilnych hodnét, popr. dokonca ich nérast.
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6.2. Vplyv vybranych lieciv na expresiu ABCB1, ABCCI a ABCG2

transportérov

Na vyhodnotenie zmien mRNA expresie vybranych ABC transportérov po expozicii
testovanym lie¢ivam bola zvolend metéda qRT-PCR. Pro vsetky lie¢ivda sme vybrali
koncentraciu 1 uM s ohl'adom na: 1) viabilitné data prezentované v predchadzajucej kapitole
(koncentréacia vykazuje > 50 % viability vo vybranych modeloch) a 2) potencidlnu klinicku

relevanciu (koncentracia relativne blizka hodnotdm Cmax danych lie¢iv).

6.2.1. ABCBI
Po expozicii buniek 25 uM RIF a 1 uM lie¢ivdm (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX), sme
sledovali zmeny na Urovni génovej expresie ABCBI transportéra. Podl'a ofakavania znamy
induktor RIF zvysil génova expresiu ABCBI transportéra na/nad induk¢ni limit vo vSetkych
sledovanych bunkovych liniach v oboch intervaloch. Naopak ani jedno z testovanych cielenych
lieciv ¢i chemoterapeutik nepreukdzalo schopnost’ indukcie/downregulacie ABCBI, nakol’ko
nebolo sledované zvysenie/zniZenie hladin mRNA o viac ako 100/50 % v modelovych

bunkovych linidch (Obr.13).
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Obrdzok 13: Ucinok 1 uM lie¢iv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 uM RIF na zmeny
v hladinach mRNA ABCBI transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D)
intestinalnych (LS174T, Caco-2) modelovych bunkovych linidach. Bunky sa inkubovali s 1 uM
liecivom alebo 25 uM RIF pocas 24 a 48 hodin, potom sa izolovala celkova RNA a prepisala
sa do cDNA. Nasledne sa uskutocnila gRT-PCR na vyhodnotenie hladin mRNA cielovych a
housekeepingovych génov. Ako vnutorna kontrola sluzil geometricky priemer referencnych
génov— B2M a GAPDH. Relativna kvantifikacia Studovaného ABCBI transportéra bola
vwhodnotend pomocou 244" metédy. Horné/spodné bodkované ciary na obrazku predstavujii
hranice upregulacie/downreguldcie podla odporucani EMA na testovanie liekovych interakcii
suvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezavislé merania a vysledné hodnoty su ich

priemerom £ SD.

6.2.2. ABCCI
Dalsim génom, ktorého expresiu sme v nasich $tadiach sledovali, bol gén ABCCI
kodujici prislusny efluxny transportér. Co sa tyka testovanych protinadorovych lieciv,
vysledky ukazuju opit’, o v pripade ABCBI transportéru, ¢ize nespOsobili zvySenie/zniZenie
hladiny mRNA hladinu o viac ako 100/50 % v ziadnej sledovanej bunkovej linii (Obr.14).
Urovei inducibility ABCC1 bola vieobecne nizsia nez ABCBI, nakol’ko RIF indukoval ABCC]

iba mierne nad induk¢ény limit, a to naviac len v intervale 24 hodin (2,30- a 2,02-nasobné
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zvySeni v Obr.14A a Obr.14B). U intestinalnych modelov bol RIF aktivny iba v intervale
48 hodin (2,55- a 2,60-nésobek kontroly v Obr.14C a Obr.14D).
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Obrdzok 14: Ucinok 1 uM lie¢iv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 uM RIF na zmeny
v hladinach mRNA ABCCI transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D)
intestinalnych (LS174T, Caco-2) modelovych bunkovych linidach. Bunky sa inkubovali s 1 uM
liecivom alebo 25 uM RIF pocas 24 a 48 hodin, potom sa izolovala celkova RNA a prepisala
sa do cDNA. Nasledne sa uskutocnila qRT-PCR na vyhodnotenie hladin mRNA cielovych a
housekeepingovych génov. Ako vnutorna kontrola sluzil geometricky priemer referencnych
génov— B2M a GAPDH. Relativna kvantifikacia studovaného ABCCI transportéra bola

2 metody. Horni/spodni bodkované ciary na obrdzku predstavujii

vyhodnotend pomocou
hranice upregulacie/downreguldcie podla odporucani EMA na testovanie liekovych interakcii
suvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezavislé merania a vysledné hodnoty su ich

priemerom £ SD.

6.2.3. ABCG2
Tretim transportérom, pre ktory boli pozorované zmeny na urovni génovej expresie, bol
ABCG?2 transportér. Experimenty priniesli podobné vysledky ako $tidie zamarené na ABCB1
a ABCCI — lieciva (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) v koncentracii 1 uM neovplyvnili hladinu
mRNA do takej miery, aby prekonala hranice pro indukcie/downregulacie v ziadnej sledovane;j
linii (Obr.15). Modelovy induktor RIF vykazoval premenliva indukéni pozitivitu. V linii
NCI-H1975 ABCCI neindukoval (Obr.15A), zatial' ¢o v druhej NSCLC linii, HCC-827,
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naopak v obidvoch ¢asovych intervaloch (2,04- a 2,68-nadsobné v 24 a 48 hodinovom intervale)
(Obr.15B). V intestindlnych modeloch LS174T a Caco-2 bol zhodne aktivny len
v 48 hodinovom intervale (Obr.15C a Obr.15D).
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Obrdzok 15: Ucinok 1 uM lie¢iv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) a 25 uM RIF na zmeny
v hladinach mRNA ABCG?2 transportéra v (A, B) NSCLC (NCI-H1975, HCC-827) a (C, D)
intestindalnych (LS174T, Caco-2) modelovych bunkovych linidach. Bunky sa inkubovali s 1 uM
liecivom alebo 25 uM RIF pocas 24 a 48 hodin, potom sa izolovala celkova RNA a prepisala
sa do cDNA. Nasledne sa uskutocnila qRT-PCR na vyhodnotenie hladin mRNA cielovych a
housekeepingovych génov. Ako vnutorna kontrola sluzil geometricky priemer referencnych
génov— B2M a GAPDH. Relativna kvantifikacia Studovaného ABCG2 transportéra bola
vwhodnotend pomocou 244! metédy. Horni/spodni bodkované ciary na obrdzku predstavujii
hranice upregulacie/downreguldcie podla odporucani EMA na testovanie liekovych interakcii
suvisiacich s indukciou. Experiment obsahoval 3 nezavislé merania a vysledné hodnoty su ich

priemerom £ SD.

Z vysledkov vyplyva, ze podla stcasnych doporuceni pre testovanie indukénych
interakcii nevykazuji Studované protinddorové lie¢iva indukéné nebo downregulaéné
schopnosti na expresiu ABCBI, ABCCI ani ABCG2 génov. Preto mdézeme konStatovat’, ze
potencidl skimanych lieciv spdsobit’ liekové interakcie, zalozené na indukcii génov

ABC efluxnych transportérov a/alebo ovplyvnit MDR profil cielovych buniek, je nizky.
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7. Diskusia

MDR v néadorovych bunkach moze vyznamne oslabit’ odpoved na chemoterapiu a
zvysit pravdepodobnost’ umrtnosti. Jednym z hlavnych mechanizmov, zapojenych do
udel'ovania MDR, je nadmerna expresia ABC transportérov, ktord moze zvysit' eflux lieciv z
tumorovych buniek, ¢im sa zniZi intracelularna koncentracia lieciva. Transportéry ABCB1 a
ABCG2 zohravaju dolezita ulohu aj vo farmakokinetickych liekovych interakciach
ovplyviujucich t¢innost’ a/alebo toxicitu viacnasobnej liecby (Giacomini, Huang and Tweedie,
2010). Na zaklade tohto dovodu regula¢né autority EMA a FDA pri registracii nového lieCiva
vyzaduju dolozenie pripadnych interakcii s tymito spominanymi transportérmi (EMA, 2012;
FDA, 2017). Spolu s ABCC1 sa oba spominané transportéry podielaji aj na vzniku MDR v
nadorovych bunkach, pricom ABCCI transportér je relevantny len pri MDR. Pocetné Studie
uvadzaju, ze inhibicia tychto ABC transportérov méze zvratitt MDR (Sun et al., 2012; Hou et
al., 2018). Naopak indukciou transportérov moéze dojst k jej vzniku, popr. k liekovym
interakciam. Vzhl'adom k dolezitosti tejto oblasti som sa vo svojej praci venovala popisu
vplyvu vybranych cielenych protinadorovych lieciv (CAP, PRA, TAZ) a chemoterapeutik
(PEM, MTX) na expresiu ABCB1, ABCG2 a ABCCI.

Vsetky vybrané lieciva su bud’ schvalené (CAP, PRA, PEM, MTX) (Ruiz-Ceja and
Chirino, 2017; Dhillon, 2020; MotieGhader et al, 2022) alebo testované (TAZ;
ClinicalTrials.gov, identifikdtor NCT05467748) pre uZivanie pri terapii NSCLC, a preto u nich
boli urobené experimenty v NSCLC bunkovych liniach (HCC-827 a NCI-H1975). U&elom tejto
Studie bolo zistit, ¢i by spominané lie€ivda mohli menit MDR fenotyp svojich cielovych
nadorovych buniek. PEM a MTX boli dalej Studované aj v intestindlnych bunkovych
modeloch, aby sme odhadli, ¢i by tieto chemoterapeutikd mohli byt’ potencidlnymi pachatel'mi
farmakokinetickych indukénych interakcii. U novych cielenych lie€iv (CAP, PRA, TAZ) tento
typ testovania nie je potrebny, pretoze podla guidelinov liekovych agentur informacie
o farmakokinetickych liekovych interakcidch musia byt pritomné v SPC. Iniciativa
presadzujiica nutnost’ tohto testovania vznikala aZ okolo roku 2010, a preto u starych lie€iv
Casto takéto informécie chybajt, ako napr. prave u PEM a MTX (Accessdata.fda.gov, Alimta,
SPC; Accessdata.fda.gov, Reditrex, SPC). Z tohto dovodu sme sa venovali indukénym Stadiam
u tychto dvoch chemoterapeutik taktiez aj v intestindlnych modeloch (LS174T a Caco-2). Obe
linie st bezne pouzivané v predklinickych vyskumoch ako model pre S§tadium indukcii
(Eunsung Mouradian, 2008; Briick ef al., 2017). Bunky LS180, od ktorych je odvozena linie

LS174T (trypsinizovany variant), boli dokonca priamo menovite doporucené pre tento ucel v
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starSej verzii guideline dokumentu pre testovanie interakcii, vydaného liekovou agentirou
EMA. Dévodom pre tato aplikaciu je skuto€nost’, Ze s v nich pritomné jadrové alebo nuklearne
receptory (NRs), konkrétne st nimi aryl-hydrokarbonovy receptor (AhR), konstitutivny
androstanovy receptor (CAR), farnesoidny X receptor (FXR), pregnanovy X receptor (PXR),
retinoidny X receptor (RXR) (Murthy et al., 2002; Li et al., 2003; Takeshita et al., 2006;
Tompkins et al., 2010; Huang et al., 2011; Lo Sasso et al., 2013; Bailey et al., 2014; Briick et
al., 2017; Sun et al., 2022). NRs sprostredkuvaju indukciu niektorych enzymov cytochrému
P450 a ABC transportérov (Obr.16) a hraju integralnu ulohu v mnohych fyziologickych
procesoch vratane metabolizmu, imunity a bunkovej proliferacie (Borlak and Zwadlo, 2003;

Korjamo et al., 2006; Dhiman, Bolt and White, 2018).

| ABCC1-C3 | ABCC1-C2 |

ﬂm—m

[cypia| |[cyp2B| |[CYP3A|

GST GaT |asT
voraT|  LyUDPaT ~+ UDP-GT

PasoR | P450R

]

Obrazok 16: Interakcia medzi jadrovymi receptormi a expresiou transportérov ABC v

normdlnych tkanivdch.
Prevzate z: (Callaghan et al., 2008)

Zistilo sa, ze funkcia NRs ma rozhodujicu tlohu vo vyvoji a progresii malignit, pretoZe
onkogénne udalosti, ktoré transformuju bunky, sa Casto spolichaji na transkripcné signalne
kaskady. NRs su ligandom modulované transkripéné faktory, naviazanie ligandu zvycajne
vedie k zvySeniu transkripcnej aktivity receptora a nasledne k expresii jeho ciel'ovych génov,
medzi ktoré patria aj gény kodujuce ABC transportéry. Koneénym dosledkom tohto
mechanizmu je zvySeni aktivity ABC transportérov (ABCB1, ABCC1 a ABCG2), ktoré st

indukované NRs. Studie taktiez zdoraznili délezitost NRs pri nadorovych ochoreniach vo
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vztahu k prezitiu pacienta a liecbe (Borlak and Zwadlo, 2003; Korjamo et al., 2006; Dhiman,
Bolt and White, 2018; Rigalli, Tocchetti and Weiss, 2018).

NRs st dobre zdokumentované pri reguldcii rastu nadoru v tkanivach pohananych
hormoénmi (pankreas, Stitna zl'aza, vajecniky). Hoci sa pI'ica nepovazuji za hormonalne riadeny
organ, prekvapivo maji NRs vyznam aj v NSCLC/SCLC (Obr.17). MnozZstvo $tadii naznacuje
ulohu NRs pri nddorovom ochoreni pl'uc a tiez to, ze ich expresia mdze byt pri tomto ochoreni
deregulovana. Okrem toho su hladiny mRNA NRs uzito¢né ako prognosticky faktor pre
vystupy pacientov. NRs sa teda nachadzaju aj v nami pouzitych NSCLC bunkovych liniach —
v HCC-827 je obsiahnuty PXR a NCI-H1975 obsahuje FXR (Gangwar et al., 2022).

Obrazok 17: Rozne typy NRs zapojené do nadorového ochorenia pluc.
Prevzate z: (Gangwar et al., 2022)

V prvej Casti sa podarilo ziskat’ informacie o antiprolifera¢nych vlastnostiach vybranych
lie¢iv. Konkrétne boli testované bunkové linie vystavené sérii koncentracii lie€iv pocas
48 hodin. Z logiky veci vyplyva, ze pri najvyssich koncentraciach by mala byt zivotaschopnost’
priam az zvySenie Zivotaschopnosti buniek v porovnani s niz§imi koncentraciami. Pri¢in moze
byt niekolko, napriklad mikrokrysStalizacia lie¢iv mimo/vnutri buniek alebo nasytenie
influxnych systémov, ktoré zabezpecuju efektivne vychytdvanie lieciv. A prave preto sme
nepouzili vyssie koncentracie ako 20 uM.

Existuje niekolko S§tadii, ktoré sa zaoberaju antiproliferanymi uc¢inkami nami

sledovanych lie¢iv v NSCLC bunkovych liniach (HCC-827 a NCI-H1975), ale jedna sa skor o
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kombinacné studie dvoch, pripadne troch lieciv. Preto porovnavanie ich vysledkov s naSimi
neposkytuje potrebné informécie o tom, ¢i sleduji podobné javy vo svojich Studiach ako
sledujeme my — ¢i ne/pozorovali znizenie zivotaschopnosti pod 50 % alebo ¢i ne/pozorovali
nedostatok znizenia viability buniek vo vyssich koncentraciach (Nannizzi et al., 2010; Yan et
al.,2013; Feng et al., 2017; Zhang et al., 2017; Chen, Bian and Zhang, 2018; Liu et al., 2019;
Ersan et al., 2022; Kis et al., 2022; Takano et al., 2022).

Hoci sa aj stiidia vykonana autormi Li et al. zaobera kombinéciou lieciv erlotinibu a PEM,
grafje vytvoreny tak, ze vieme nase vysledky porovnat’ s vysledkami v nej. Jedna sa o bunkovu
liniu NCI-H1975 a liecivo PEM. V tejto §tadii pozorovali zniZenie viability o viac ako 50 %,
takze mohli urcit hodnotu ICso — koncentraciu veducu k 50% inhibicii bunkového rastu pri
72-hodinovej expozicii lie¢ivu. Aj ostatné, vyssie spominané §tadie, pouzili dlhsi inkubacny
interval (72 hodin) v porovnani s naSim. Interval 48 hodin sme vybrali z dovodu predoslych
skasenosti, pretoze 72 hodinovy interval mnohokrat viedol k prerastaniu buniek, ¢o negativne
ovplyvniuje metabolickll aktivitu a ndsledne konverziu MTT, a tiezZ sme brali ohl'ad na to, ze
vhodne pokryje oba expozi¢né intervaly aplikované v indukénych $tudiach. Co sa tykalo
zivotaschopnosti buniek v $tadii Li et al., ta sa znizovala so zvySujucou koncentraciou, ¢ize ani
v tomto pripade nepozorovali rovnakl tendenciu. Dévody mozu byt rdzne, napriklad to, ze
nemali rovnaké koncentraéné rozmedzie, ich najvyssia koncentracia bola 1 uM (Li et al., 2007).
Ak by som mohla opédtovne overit’ informécie o antiproliferaénych vlastnostiach, pokusila by
som sa pouzité ¢asové intervaly rozsirit’ a pozorovat’, ¢i spominany jav opét’ vznika, pripadne
je moznost’ pouzit’ aj iné testovacie metddy pro stanovenie viability (stanovenie ATP, Neutral
red ai.).

Ked’Ze bolo obt'azne n4jst’ antiprolifera¢né stadie pre nami sledované lieCiva (CAP, PRA,
TAZ, PEM, MTX) skiumané v liniach HCC-827 a NCI-H1975, skasala som hl'adat’ informacie
aj uinych NSCLC bunkovych liniach, ako napriklad A548 a NCI-H1299, alebo aj
v intestinalnych bunkovych linidch (LS174T, Caco-2). Aj pri nich bolo hl'adanie nel'ahké, moze
z toho vyplyvat’ urcita dolezitost’ a potencial vyskumov prave v tejto oblasti, najma pre lieCiva
CAP, PRA a TAZ, u ktorych existuje malé mnozstvo informacii (CAP), pripadne Gplne chybaju
(PRA, TAZ) (Baltschukat et al., 2019; Zhu et al., 2021).

V nadvézujtcich stadiach sme sledovali indukény potencial vybranych protinddorovych
lie¢iv, pretoze indukcia ABC transportérov je délezitym principom ziskanej MDR (Szakécs et
al., 2006). Indukcéné stadie detegovali ABCBI, ABCG2, ABCCI v bunkovych modeloch
NSCLC (HCC-827, NCI-H1975) po expozicii lieCivam (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX).

Vzhl'adom na naSe vysledky nie je pravdepodobné, Ze by testované lie¢iva mohli vyvolat’ rozvoj
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ziskanej farmakokinetickej MDR, ¢o posilituje ich potencial (v pripade CAP, PRA, TAZ, ktoré
sme predtym popisali ako inhibitory ABC transportérov) byt latkami bojujucimi proti MDR.
Modulacie MDR pomocou novych cielenych protinadorovych lieciv je sl'ubnou stratégiou
(Xiao et al., 2021).

Medzi takéto liediva modzeme zaradit' aj CAP. Udaje in vitro naznacovali, e by CAP
mohol inhibovat’ transportéry ABCB1 a ABCG2 v réznych nadorovych modeloch (Studia
okrem inych bunkovych linii uvadza aj HCC-827, rovnako ako aj my) (Baltschukat et al.,
2019). Nasledne klinické stadia liekovych interakcii in vivo potvrdila, ze sa skuto¢ne jedna
o inhibitor oboch transportérov s klinicky relevantnym potencidlom k tvorbe liekovych
interakcii. Stadia sa uskuto¢nila u pacientov s pokro&ilymi solidnymi nddormi s dysregulaciou
MET. CAP sa podéaval vo viacerych davkach, az do dosiahnutia rovnovazneho stavu, ¢o
umoznilo posudit’ jeho maximalny inhibi¢ny u¢inok u prislusného pacienta. Kazdému boli
sucasne podavané dve vybrané sondové lie¢ivd (digoxin a rosuvastatin). Z vysledkov
vyplynulo, ze CAP vedie k zvySeniu absorpcie substraitov ABCB1 (digoxin) a ABCG2
(rosuvastatin) (Grande et al., 2021). CAP je aj podl'a udajov uvedenych v SPC jasny klinicky
inhibitor ABCB1 aj ABCG2 (€o Stadie in vitro a in vivo potvrdzuji), zaroven je substratom
ABCBI, ale nie je pre ABCG2. Pokial’ ide o indukcie, SPC neuvéadza Ziadne informécie
ohladom toho, Ze CAP je induktorom, ani v savislosti s ABC transportérmi a ani
s cytochromami (CYP) (Accessdata.fda.gov, Tabrecta, SPC). Indukény potencial CAP
vylucuju aj nase vysledky.

Dalsim lie¢ivom je PRA, pren $tidia in vitro stanovovala substratova $pecifickost’
a skimala ovplyvnenie jeho farmakokinetiky efluxnymi transportérmi ABCB1 a ABCG2.
Dospeli k zisteniu, Ze je in vitro velmi G¢inne transportovany ABCBI1, no podstatne menej
ABCG?2 transportérom. Spolo¢né podavanie PRA s modelovymi inhibitormi (zosuquidar a
Ko143) blokovali jeho transport (Wang et al, 2021). Podla SPC je PRA preukdzanym
substratom pre oba transportéry a zaroveit méze mat’ potencial vytvarat’ s ostatnymi substratmi
liekové interakcie, kedZze méa aj inhibi¢ny potencidl pre ABCBI, ABCG2, ale aj pre iné
transportéry (OATPIBI1, OATPIB3, OAT1, MATEI1, MATE2-K). Usmernenia od EMA o
skiamani liekovych interakcii odporucaju vykonat’ Stadie in vivo, ak ich nemozno vylucit' na
zaklade kontraindikacii. Zatial' vSak neboli urobené ani pre jeden z transportérov
(Ema.europa.eu, Gavreto, SPC). FDA vo svojom SPC taktiez uvddza informéciu, Ze PRA je
inhibitorom pre ABCB1 a ABCG2, ale na rozdiel od CAP neboli zatial vykonané in vivo
klinické interak¢né Stadie. Pokial’ ide o potenciadl PRA byt induktorom pre ABC transportéry,

v SPC sa nenachadzaju ziadne informécie, ale je v lom obsiahnuté, Ze PRA je (v klinicky
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relevantnych koncentraciach) preukazany induktor pre CYP2CS8, CYP2C9 a CYP3A4/5
(Accessdata.fda.gov, Gavreto, SPC). CYP3A4 je indukovany pomocou NRs (konkrétne PXR),
a ked’ sa odhali takato indukcia, hodnoti sa d’alej aj potencial u C8, C9 a C19 (¢o sa v pripade C8
aj C9 preukazalo). Zaroven PXR indukuje aj Studované ABC transportéry. Z nasich vysledkov
vyplyva, Ze sa pozorovany systémovy indukény potencidl neprojektuje ako interakcia
s ABC transportérmi na intratumoralnej urovni.

TAZ je potvrdenym substratom ABCBI transportéra a taktiez sa ukdzalo, ze posobi aj
ako inhibitor ABCBI, takze jeho substraty (napr. digoxin, dabigatran, indinavir) by sa mali pri
lie¢be TAZ pouzivat opatrne (ClinicalTrials.gov, identifikator NCT03028103). Stadie in vitro
preukdzali jeho vysoku substratova afinitu k ABCBI1 transportéru, zatial' ¢o voci ABCG2 sa
ukazal ako slaby substrat a o transportéri ABCC1 sa Studia vobec nezmienuje. Tiez sa v nej
opisuje potencidlne riziko, ze TAZ moze vytvarat’ liekové interakcie s ABC transportérmi, a tak
moze dojst’ k znizeniu u€innosti lieCby EZH?2 inhibitormi (Zhang et al., 2015). SPC uvadza, zZe
sibezné podavanie substraitov CYP3A (hormondlna antikoncepcia, midazolam) vedie k
znizeniu ich koncentréacii a G€innosti. Z ¢oho vyplyva, ze TAZ je cez NRs (konkrétne PXR
a/alebo CAR) induktorom CYP3A (Accessdata.fda.gov, Tazverik, SPC), a teda pravdepodobne
aj ABC transportérov. S ohl'adom na nase vysledky aj v tomto pripade mézeme konStatovat’,
ze sa potencial TAZ generovat systémové indukéné interakcie nepremieta do Urovne
intratumoralne;.

Medzi protinddorovymi latkami je doleZitd skupina antimetabolitov kyseliny listove;,
zndmych ako antifolaty, medzi ktoré zarad'ujeme PEM aj MTX. Tieto cytostatikd na rozdiel od
CAP, PRA a TAZ preukazane podliehaja MDR (Assaraf, 2006). Pre PEM a MTX dodnes nie
st v SPC k dispozicii ziadne informéacie o ich potenciale byt pachatel'om farmakokinetickych
indukénych liekovych interakcii (Accessdata.fda.gov, Alimta, SPC; Accessdata.fda.gov,
Reditrex, SPC). Preto sme u nich urobili indukéné Stadie aj v intestindlnych (LS174T, Caco-2)
modeloch. Na zéklade naSich vysledkov mézeme konstatovat’, Ze PEM a MTX tento potencial
nevykazujia. FDA poskytuje informacie o vyvoji liekov a liekovych interakcii a na svojich
webovych strankach pontka tabulku potvrdenych inhibitorov, induktorov a substratov
transportérov aj CYP. Podl'a nej je MTX substratom ABCG2 a ABCC?2 transportéra (Fda.gov,
Drug interactions table substrates inhibitors and inducers). Kontroverzia zostava, ¢i je MTX
substratom pre ABCBI1 transportér, pricom niektoré Studie naznacuju, Ze je a iné€ tvrdia, zZe nie.
Napriek tomu je jasné, ze MTX ma zjavny vplyv na ABCBI1. Podl'a nizsie citovanej Stadie je
MTX induktorom ABCBI transportéru, pricom FDA takéto informdacie neposkytuje a naSe

vysledky toto tvrdenie taktiez nepotvrdzuji. Uvadza, Ze mechanizmus, ktorym MTX indukuje
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ABCBI, vsak zostavaju nejasné, no pravdepodobne spociva v aktivacii drah JAK2/STATS3
(Qin et al., 2018). Iny prehl'ad zas uvadza MTX ako substrat vSetkych troch ABC transportérov
(Choi & Yu, 2014).

Co sa tyka PEM, spominand FDA tabul’ka ani iny prehlad o substratoch a inhibitoroch
lie¢ivo PEM vébec nezmienuju (Choi & Yu, 2014). Vysledky inej Studie, ktord bola urobena
na aj Caco-2 bunkovej linii naznacuju, ze PEM nie je substratom efluxnych transportérov
(ABCBI1, ABCG2 a ABCC). In¢ stadie naopak potvrdili, Ze je dobrym substratom ABCBI,
ABCG2 a ABCC, takze by s ich inhibitormi alebo induktormi mohol tvorit’ liekov¢ interakcie.
Stadia uvadza, Ze protichodnost’ moZe byt sposobena tym, ze PEM je substratom aj inych,
doposial’ neznamych efluxnych transportérov (Jacus et al., 2017; Chen et al., 2020).
Protirecenie v Stadiach, ktoré zmiefiujem, moze byt’ spdsobena aj tym, ze ABC transportéry
koexprimované v nadoroch vykazuji Siroktl a prekryvajucu sa Specificitu pre substraty
a modulatory. Pokial' ide o informacie o moZznom podsobeni PEM ako induktora, ¢i uz
ABC transportérov alebo CYP, nie si dostupné relevantné studie, ktoré by takyto potencial
potvrdzovali/vyvracali. Nase vysledky hovoria, ze PEM nemo6zeme povazovat’ za induktora
ABC transportérov, a to ani na systémovej, ani na intratumoralnej tirovni.

Ak by som mohla rozviest’ svoju pracu, skimala by som interakcie testovanych lieciv nie
len s ABC transportérmi, ale aj s CYP enzymami metabolizujacimi lieCiva, a poskytla tak
uceleny popis farmakokinetickych interakcii. Pripadne by som vykonala kombina¢né Stadie
zmienovanych liekov (CAP, PRA, TAZ) na modeloch in vitro a dokézala by som ne/schopnost’

lie¢iv modulovat MDR sprostredkovanit ABC transportérmi.
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8. Zaver

Hoci su tumory plic jedna z najcastejSich foriem nadorovych ochoreni a vynaklada sa
vel'ké usilie, aby boli v¢as diagnostikované, neustale zostava sklamanim, Ze vacSinu pripadov
sa podari zachytit, az ked’ je uz chirurgicky neresekovatel'né kvoli lokdlnemu pokroku alebo
metastaze. V tychto pripadoch je liecbou volby chemoterapia, samotnd alebo Ccasto
v kombinacii. Napriek tomu, ze pociato¢né reakcie na lieCbu si pOsobivé, u pacientov sa
bohuzial’ zvykne po niekol’kych mesiacoch liecby vyvinat rezistencia (Zhu and Ou, 2017).

Rezistencia nadorovych buniek je stale velkou zatazou, ktora limituje lieCbu pacientov.
Vnutorna aj ziskana rezistencia je vysledkom mnohych genetickych a epigenetickych zmien
vyskytujicich sa v nadorovych bunkéich. (Rebucci and Michiels, 2013). Prave o ABC
transportéroch uz viac ako 25 rokov zndme, Ze zohravaju ulohu pri rezistencii naddorovych
buniek na viaceré¢ lie¢iva (Dean, 2009). Z toho tri znich (ABCB1, ABCCI1, ABCG2) su
nadmerne exprimované v nadoroch a zapéjaju sa do ,,fenoménu* nazyvaného MDR (Szakacs
et al., 2008). Mimo iné ABCB1 a ABCG2 hrajii zdsadnu rolu aj vo farmakokinetickych
interakciach, ktoré mézu vyrazne ovplyviiovat’ farmakokinetiku sucasne podanych lie¢iv, a tym
ich toxicitu a uc¢innost’. Znalosti o farmakokinetickych interakciach st klinicky nenahraditel'né
pre nastavenie bezpecnej a ucinnej terapie.

V naSej Stadii som sledovala indukény potencial piatich vybranych protinadorovych
lieciv (CAP, PRA, TAZ, PEM, MTX) na liekové transportéry ABCBI, ABCG2 a ABCCI
v NSCLC aintestindlnych bunkovych modeloch. Nami testované lie¢ivd nepreukazali
potencial ovplyvnit MDR fenotyp cielovych nadorovych buniek, a taktiez preukazali nizky
sklon zapajat’ sa do interakcii zaloZenych na indukcii génov ABC efluxnych transportérov.
Nase in vitro vysledky poskytuju cenny ,,background* pre klinikov naznacujuci vysoku
bezpecnost’ Studovanych lieciv vo vztahu k indukénym interakcidm na ABC transportéroch.
Taktiez budt nésledne vyuzite v nadvézujicich Stadiach zameranych na MDR-modula¢né

schopnosti CAP, PRA a TAZ.
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