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Abstrakt
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Nazov diplomové prace: Stadium vplyvu vybranych cielenych lie¢iv na liekovu rezistenciu

sprostredkovani ABC liekovymi transportérmi.

Viacnasobna liekova rezistencia (MDR) je jednym z hlavnych problémov stvisiacich
s liecbou rakoviny. KlI'acovym determinantom MDR je zvySeny eflux liekov membranovymi
ATP-binding cassette (ABC) transportérmi, ktoré st rodinou transportnych proteinov. Ich
nadmernd expresia prispieva k MDR tym, Ze vd’aka efluxu r6znych lie€iv z buniek sa znizuje
intracelularna koncentrécia lieciva. Zacielenym na ABC transportéry sa ukazuje sI'ubny pristup
k eliminacii alebo dokonca aj potlaceniu liekovej rezistencie. Preto jednou stratégiou na
zvratenie rezistencie nadorovych buniek exprimujicich ABC transportéry je kombinované

pouzitie chemoterapeutik s modulatormi ABC transportéra, ktoré zvysia terapeutickt uc¢innost’.

Ciel'om tejto prace bolo preskimat’ vplyv cielenych lieiv (capmatinib, pralsetinib
a tazemetostat) v kombinacii s cytostatikami (etoposid a topotekan) na liekova rezistenciu
sprostredkovanit ABC efluxnymi transportérmi. Vysledky boli ziskane pomocou MTT testov
a testov na stanovenie aktivity kaspaz vykonanych na parentnej bunkovej linii A431 a na ich
subliniach transdukovanych transportérmi. V rédmci kombina¢nych S§tudii boli pouzité
kombinacie capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu (multipotentné inhibitory ABCBI,
ABCG2 a ABCC1) spolu s etoposidom (substrat ABCB1 a ABCC1) a topotekanom (substrat
ABCG?2). U vsetkych kombinacii sa pomocou MTT testov preukazala modula¢na schopnost’.
Pre overenie vysledkov a odhalenie podstaty modulacie sa vykonali apoptotické testy,

v ktorych sa potvrdil synergicky protinddorovy ucinok.

V zévere mozeme konStatovat’, ze tato praca a jej vysledky mozu byt prinosom pre
d’alsie Stadie zaoberajuce sa zlyhavanim chemoterapie v dosledku nadmernej expresiec ABC
transportérmi. Taktiez prindSa dolezité poznatky o pouZziti capmatinibu, pralsetinibu

a tazemetostatu ako modulatorov MDR.
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Multidrug resistance (MDR) is one of the major problems associated with cancer
treatment. A key determinant of MDR is increased efflux of drugs through membrane ATP-
binding cassette (ABC) transporters, which are a family of transporter proteins. Their
overexpression contributes to MDR by decreasing intracellular drug concentration due to the
efflux of various drugs from cells. Targeting ABC transporters appears to be a promising
approach to suppress drug resistance. Therefore, one strategy to reverse the resistance of ABC
transporter-expressing tumor cells is the combined use of chemotherapeutic drugs with ABC

transporter modulators to enhance therapeutic efficacy.

The aim of this work was to investigate the effect of targeted drugs (capmatinib,
pralsetinib and tazemetostat) in combination with cytostatics (etoposide and topotecan) on drug
resistance mediated by ABC efflux transporters. Results were obtained using MTT assays and
caspase activity assays performed on the parental A431 cell line and its transporter-transduced
sublines. Combination studies investigated combinations of capmatinib, pralsetinib and
tazemetostat (triple inhibitors of ABCB1, ABCG2 and ABCC1) with etoposide (substrate of
ABCB1 and ABCC1) or topotecan (substrate of ABCG2). All combinations showed MDR-
modulatory potential in MTT assays. To validate the results and describe the process
responsible for MDR reversal, apoptotic assays were performed, in which the synergistic

antitumor effect was confirmed.

In conclusion, this work and its results may be beneficial for further studies addressing
chemotherapy failure due to overexpression of ABC transporters. It also provides important

insights into the use of capmatinib, pralsetinib and tazemetostat as MDR modulators.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

ABC
ABCBI1

ABCCl1
ABCG2
ATP
DMEM
DMSO
E2H2
FBS
mAb
MDR
MET
miRNA
MTT
NBD
NSCLC
PBS
RET
RTK
siRNA

TMD
TKI

ATP-binding cassette

P-glykoprotein (P-gp, MDR1)

multidrug resistance-associated protein 1 (MRP1)
breast cancer resistance protein (BCRP)
adenozintrifosfat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dimethylsulfoxid

enhancer of zeste homolog 2

fetdlne hovédzie sérum

monoklonalna protilatka

viacnasobna liekova rezistencia
mezenchymalno-epitelidlny prechodovy faktor
mikroRNA
methylthiazolyldifenyl-tetrazolinum bromid
nukleotid vizbova doména

nemalobunkovy karcinom pl'tic

fosfatovy pufor

rearranged during transfection

receptorova tyrozinkinaza

mald interferujica RNA

transmembranova doména

inhibitor tyrozinkinazy



2. UVOD

Nadorové ochorenia su druha najCastejSia priCina umrtia, ktora je zodpovedna za
priblizne 1 zo 6 imrti na celom svete. Rizikové faktory, ktoré st spojené zo zvySenim rizikom
malignit, ako su faj¢enie, nedostatok fyzickej aktivity, konzumdcia alkoholu atd., st
zodpovedné priblizne za jednu tretinu imrti na nadorové ochorenia. Napriek tomu, ze existuje
mnozstvo lieCebnych metod, vratane radiacnej terapie, chirurgického zakroku, endokrinnej
terapie, imunoterapie, v poslednych desatrociach zostdva chemoterapia hlavnou metdédou

liecby nadorového bujnenia (Bukowski et al., 2020).

Po dlhodobej chemoterapii sa vyskytuje viacndsobna rezistencia (MDR), ktora vedie
k refraktérnym malignitam a recidive nddoru. MDR je zodpovedna za viac ako 90 % tmrti
pacientov so zhubnymi nddormi, ktorym st podavané chemoterapeutikd, a preto je boj proti
MDR ddlezitou otazkou. ZvySeny metabolizmus xenobiotik, zvySeny eflux lieciv, zvySené
opravy DNA a genetické faktory, to su vSetko mechanizmy MDR, na ktoré sa mnoho
biomedicinskych §tudii zameriava a navrhuje moduldtory alebo chemoterapeutika, ktoré su

schopné zvratit’ alebo sa vyhnut MDR (Bukowski et al., 2020).

Farmakokineticka forma MDR je najCastejSie spojovana s nadmernou expresiou ABC
efluxnych transportérov, a to konkrétne ABCB1, ABCC1 a ABCG2, ktoré su pritomné
v bunkovej membrane a su zodpovedné za reguldciu distribucie, absorpcie a vylucovania
roznych latok. Casto tieto ABC transportéry interferuju s podanim lietiva a znizujii jeho

biologicku dostupnost’ a intracelularnu koncentraciu (Choi & Yu, 2014).

Jednou z mozZnosti, ako prekonat’ farmakokineticki MDR, je identifikacia a vyvoj
ucinného modulatora ABC transportérov. Napriek tomu, ze netoxické moduléatory sa ukazali
ako slepa cesta, latky s dualnou aktivitou (najcastejSie nizkomolekuldrne cielené lie¢iva, ktoré
maju vlastny protinddorovy efekt a zaroven inhibuju transportéry) su dnes v popredi zaujmu
(Kathawala et al., 2015). V ramci diplomovej prace sme sa venovali prave tejto oblasti,
menovite kombindciam vybranych nizkomolekuldrnych cielenych lieciv s cytostatikami,
a sledovali ich vplyv na liekovu rezistenciu sprostredkovanit ABC liekovymi transportérmi. Pre
naSe Studium bol vybrany capmatinib, pralsetinib a tazemetostat (trojné inhibitory ABCBI,
ABCG2 a ABCC1). Ciel'om bolo preukazat’ pomocou MTT testov s naslednymi apoptotickymi

testami modulaénu schopnost’, a potvrdit’ tak synergicky protinadorovy ac¢inok.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Rezistencia vo¢i protinadorovej liecbe

Bezné protinadorové terapeutické rezimy zahtiiaju chemoterapiu ako liecbu prvej linie
a cielenu terapiu ako sekundarnu lie¢bu, av§ak hlavnou prekazkou u obidvoch variant je liekova
rezistencia (Park et al, 2020). V niektorych pripadoch pri prvotne ucinnych
chemoterapeutikdch dochddza k remisii nadorov, ale skor ¢i neskdr sa vyvinie rezistencia, ktora
vedie k relapsu ochorenia. Ako rieSenie problému castej rezistencie na chemoterapiu s jednym
liekom sa v terapii podavaju kombinacie lie€iv s réznymi mechanizmami ucinku (Vasan et al.,
2019). Bolo dokéazané, ze ¢im je liek cielenejsi, tym nizSia je pravdepodobnost vyvolania
rezistencie. V dosledku toho su molekularne cielené lieky menej toxické ako konvencné lieky
a dosahuju ucinnost’ pri vyrazne niz$ich davkach, nez je maximalna tolerovana davka (Nikolaou
et al., 2018). AvSak pri kombin4cii lieiv mdze taktiez dojst’ k rezistencii, ktort popisujeme ako
viacndsobnu liekovu rezistenciu (MDR). Pre budtci vyskum novych ucinnych stratégii v liecbe
malignit je dolezité lepSie pochopenie mechanizmov MDR a ciel'ov novych chemoterapeutik

(Bukowski et al., 2020).

3.1.1. Obecna charakteristika

Rezistencia vo¢i chemoterapeutikdm a/alebo novym cielenym lieckom je nadalej
hlavnym problémom aj napriek usiliu a uspechom dosiahnutym pri liecbe zhubnych nadorov.
Odolnost’ voci lieckom moze byt kategorizovand ako vnutorna alebo ziskana rezistencia na
zaklade casu, kedy sa vyvinula. Vnltorna rezistencia existuje eSte pred zahdjenim liecby
a sposobuje znizent ucinnost’ liecby. MoZe byt spOsobend napr.: (1) uz existujucimi
genetickymi mutaciami v nadoroch; (2) heterogenitou nadorov; (3) aktivaciou vnutornych
obrannych drah. Ziskana rezistencia vznikd po medikament6znej liecbe, pri ktorej dochadza k
postupnému znizovaniu uc¢innosti lieku a to moze byt’ vysledkom napr.: (1) aktivacie druhého
protoonkogénu, ktory sa stava novoobjavenym riadiacim génom; (2) mutacie alebo zmenenej
hladiny expresie ciel'ovych Struktar (3) zmeny v nddorovom mikroprostredi po liecbe (Wang et

al., 2019).

MDR je hlavne problematickad pri ziskanej liekovej rezistencii. Pri MDR dochéadza k
tomu, ze rakovinové bunky, ktoré su vystavené jednému protinadorovému liecivu, vykazuja

zaroven rezistenciu na d’alSie lieciva, ktoré su Strukturalne a funkéne odlisné od pdvodného.
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Jednym z najviac skimanych mechanizmov s klinickym vyznamom je zvyseny eflux lieCiv,
ktory zapricintuje overexpresia ATP-binding cassette (ABC) transportérov s nasledkom

znizenej akumulacie lieciva (Choi, 2005).
3.1.2. Ulohy ABC efluxnych transportérov

K najvacsim rodindm membranovych proteinov patria ABC transportéry s primarne
efluxnou funkciou, ktoré sprostredkovavaju prenos réznych endo- a xenobiotickych molekul
cez membrany. Existuje 48 ¢lenov ABC transportérov, ktoré si rozdelené do 7 podrodin od
ABCA az ABCQG, pricom priblizne 13 ABC transportérov je schopnych transportovat
protinadorové lie¢iva (Wang J. et al., 2021).

Jadro ABC transportéra sa sklada z dvoch transmembranovych domén (TMD) a dvoch
nukleotidovych vazbovych domén (NBD). Existuju i tzv. polovi¢né transportéry iba s jednou
TMD a jednou NBD. Na cytoplazmatickej strane membrany st periférne ulozené NBD, ktoré
viazu ATP a jeho naslednou hydrolyzou umoziuji transport. TMD viazu transportovany
substrat a vytvaraju cestu, ktorou prechddza cez membranu. TMD roznych transportérov ABC
zdiel'aji mali podobnost’ primarnej sekvencie, s vynimkou blizko pribuznych ¢lenov v ramci

danych podrodin (Rosenberg et al., 2003).

ABC transportéry st exprimované v bunkéch traviaceho systému vratane ¢riev, pecene
a pankreasu; v epitelovych bunkdch proximalneho tubulu obli¢iek, nadobli¢iek, mozgu a
semennikov (endotelové bunky kapilar). Ich fyziologickou funkciou je ochrana citlivych tkaniv
a regulacia farmakokinetiky lieciv (u substratov je ovplyvnend absorbcia, distribucia a aj
exkrécia). DalSou, skor negativnou funkciou, je to, Ze tvoria miesto pre farmakokinetické
interakcie. Taktiez su exprimované v nadorovych bunkach, kde prostrednictvom efluxu lie€iv
prispievaju k vzniku MDR (Choi, 2005). MDR je Casto spojena s nadmernou expresiou
efluxnych ABC transportérov, ako su P-glykoprotein (ABCB1), multidrug resistance-
associated protein 1 (ABCC1) a breast cancer resistance protein (ABCG2) (Choi & Yu, 2014).

P- glykoprotein (ABCB1) je doteraz najviac Studovanym efluxnym transportérom. Je

znamy aj ako multidrug resistance protein 1 (MDR1), ktory mé& molekulovi hmotnost’ 170 kDa.
Nachédza sa na apikalnom povrchu epitelovych buniek criev, proximalnych tubulov oblic¢iek
a pecenovych zl¢ovodov, ale aj v nadoblickach, placente a apikalnej membrane endotelovych

buniek vystielajacich kapilary mozgu, ktoré vytvaraju tzv. hematoencefalicka bariéru. Ma
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ustrednua ulohu pri ochrane plodu a inych citlivych tkaniv pred toxicitou réznych endogénnych
a exogénnych molekul. Podiela sa aj na exporte fyziologicky délezitych molekul, ako je faktor
aktivujuci krvné dosticky. Afinita lie¢iv k ABCB1 mdzu sposobit’ slabé vychytavanie v ¢reve,
ktoré ma za nasledok znizent oralnu biologicktl dostupnost’ a takto sa zamedzi aj transportu

lie¢iva do mozgu, ¢o je zavazny problém pri lieCbe mozgovych ochoreni (Sharom, 2011).

K substratom ABCBI1 sa zaradzuju relativne hydrofébne zluceniny, zluCeniny s
aromatickymi kruhmi a s kladne nabitym atomom dusika. ABCB1 transportuje mnoho klinicky
uzivanych liekov, vratane protinddorovych liekov, antihistaminik, imunosupresiv,
antiepileptik, antihypertenziv, inhibitorov HIV proteazy, antiarytmik, antibiotik a d’al§imi (Liu,

2019).

Zvysena expresia ABCBI je spojena so slabou odpoved’ou na chemoterapiu a zlou
celkovou progndzou, preto vznikol vel'ky zdujem o kombinaciu inhibitorov s cytostatikami.
Inhibitory ABCB1 prvej generéacie (napriklad verapamil, cyklosporin A), ktoré sa testovali
v osemdesiatych rokoch, boli prili§ toxické pre pacientov. Modifikaciou vznikla druhd
generacia (valspodar, biricodar), ktora ale vykazovala neziaduce famakokinetické interakcie.
Ako posledné v rade boli navrhnuté inhibitory tretej generacie (zosuquidar, tariquidar,
elacridar), ktoré uz maji nizku toxicitu a su vysoko selektivne. Napriek tomu sa v klinickych
Stadiach nepreukazala indukcia zvySenej senzitivity buniek na protinddorové liec¢iva (Sharom,

2011).

Multidrug resistance-associated protein 1 (ABCCI1) je 190 kDa polypeptid patriaci do

podrodiny ABCC, v ktorej bol prvym identifikovanym c¢lenom. ABCCI1 je lokalizovany
v polarizovanych bunkach prevazne na bazolateralnej strane plazmatickej membrany, hoci
v placentarnom syncytiotrofoblaste a endotelovych bunkdch mozgovych kapilar sa nachadza
na apikdlnej membrane. Vo vysokych hladinich je exprimovany v plucach, semennikoch,
oblickach, kostrovom a srdcovom svalstve a placente. Pacienti s nemalobunkovym karcindmom
pl'ic (NSCLC) alebo lymfocytovou leukémiou vykazuju vysoku expresiu ABCCI a st odolny

vo¢i mnohym chemoterapeutikdm (Kunicka & Soucek, 2014).
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ABCCI exportuje z buniek zluceniny, ktoré st vicSinou aniénové, konjugované
s glutationom, glukuronidom alebo sulfatom (Obrdzok 1). Transport tychto konjugatov hra
vel'ka tlohu pred xenobiotikami, ktoré poskodzuju tkaniva. Ochrannd funkcia ABCC1 moze
pomdct’ k predchadzaniu toxicity vratane karcinogenézy, ale zaroven prispieva k rezistencii

nadorovych buniek na mnozstvo liekov vratane chemoterapeutik (Munoz et al., 2007).

¢ N

Folate-based Antivirals Saquinavir, ritonavir
Metalloids Sodium arsenite, potassium antimonite

Methotrexate
antimetabolites Antibiotics Difloxacin, grepafloxacin

Anthracyclines Doxorubicin

ids Etoposide, vincristine, Toxicants Aflatoxin B1, methoxychlor
Plant alkaloids vinblastine, paciitaxel, irinotecan & 4 Xy

Antiandrogens Flutamide, hydroxyflutamide

XENOBIOTICS

Etoposide-gluc, SN-38-gluc
2,4-Dinitrophenyl-SG, doxorubicin-SG,

GSH- cyclophosphamide-SG, atrazine-SG,
P aflatoxine B ,-epoxide-SG, 4-nitroquinoline 1-oxide-SG
and sulphate-
conjugates 17 p-Estradiol-17--D-gluc, glucuronosylbilirubin

Leukomene-cf, prostaglandin A,-SG,
15-Deoxy-A"%' prostaglandin J,-SG

Estrone 3-sulphate, sulphatolithocholate

ENDOBIOTICS

Folabon Falaok Lo Other metabolites GSSG, GSH, bilirubin

Obrazok 1  Roznorodost’  zlucenin transportovanych  pomocou  ABCCI.
Niektoré z xenobiotik transportovanych ABCCI su lieky, ktoré sa v sucasnosti pouzivaju pri
liecbe malignit. Medzi endobiotikami alebo prirodzene sa vyskytujucimi metabolitmi su

niektoré z najdolezitejsich fyziologickych substratov ABCCI.

Prevzaté z: (Munoz et al., 2007)

Najviac skimanou stratégiou modulacie ABCC1-sprostredkovanej MDR je pouzitie
malych molekul, ktoré zabranuju efluxu lieciva a tym zvySuju intracelularnu akumuléaciu
a ucinnost’ lieiva. Medzi inhibitory ABCC1 sa zaradzuji verapamil, cyklosporin A, valspodar,
probenecid, indometacin, MK-571 a d’alSie. K najviac pouZivanym inhibitorom patri MK-571
(antagonista cysteinyl leukotriénového receptora 1), ktory kompetitivne inhibuje transport
organickych anionov sprostredkovanym ABCCI. Napriek tomu, védc¢Sina inhibitorov tazko
prenika do buniek a je tak ndro¢né dosiahnut’ vhodnt intraceluldrnu koncentraciu na efektivnu

inhibiciu (Hanssen et al., 2021).
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Breast cancer resistance protein (ABCG2) je atypicky polovicny ABC transportér

patriaci do podrodiny G s molekulovou hmotnosti 72 kDa, ktory sa sklada zo 665 aminokyselin.
V roku 1998 bol klonovany z ludskej bunkovej linie rakoviny prsnika MCF-7/Adrvp,
rezistentnej na antracyklinova triedu protirakovinovych liekov, odkial’ pochadza jeho nazov.
ABCG?2 patri k d’alsim transportérom spojenym s MDR, a to hlavne u rakoviny pfs a leukémii

(Kukal et al., 2021).

ABCG2 je lokalizovany na apikalnej strane membran enterocytov, hepatocytov,
buniek proximalneho tubulu obliciek, endotelovych buniek hematoencefalickej bariéry,
syncytiotrofoblastovych buniek placenty a mliecnej Zlazy. M4 mnoho dolezitych
fyziologickych substratov, vratane uratov, estron-3-sulfdtu a dehydroepiandrosterdén sulfatu,
taktieZ k substratom sa zaradzuji aj liekové konjugaty, hydrofobne a amfipatické lieciva
(antiepileptikd, antibiotika, chemoterapeutikd, statiny a d’alsie). ABCG2 prispieva k renalnej
a extrarenalnej sekrécii uratu, preto sa predpoklada ze jeho aktivita brani rozvoju dny. Estron-
3-sulfat, substrat ABCG2, je hlavnym zdrojom estradiolu u zien po menopauze, ktory ma

navySe hlavnu tlohu v patofyzioldgii hormondlne zavislého karcindmu prsnika (Safar et al.,

2019).

Podobne ako u predchadzajucich transportérov (ABCB1 a ABCC1) je snaha
vynaliezat’ zlu¢eniny, ktoré mozu ovplyvnit’ aktivitu alebo expresiu ABCG2. K spolo¢nym
inhibitorom patri cyklosporin A, elakridar, tariquidar a biricodar. Prvym S$pecifickym
inhibitorom ABCG2 bol fumitremorgin C (FTC), z ktorého boli kvoli vysokej neurotoxicite
pripravené 2 analdégy Ko132 a Ko134. Najpozoruhodnej$im je netoxicky FTC derivat Ko143,
ktory ale v nedavnych $tudidch preukazal nestabilitu v plazme potkanov a neSpecifickost’ pri
vys$ich koncentraciach, preto nie je mozné jeho klinické pouzitie (Pefia-Solorzano et al., 2017,

Robey et al., 2009).

3.1.3. Pristupy na prekonanie rezistencie sprostredkovanou liekovymi
transportérmi

Jednou z hlavnych vyziev pri liecbe nddorovych ochoreni je prekonanie MDR, pretoze
zahfia mnoho r6znych mechanizmov, vratane efluxu lie¢iva pomocou ABC transportnych

proteinov, o ktorych sa zistilo, Ze zohravaju klI'ai¢ovu tlohu pri MDR.
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ABCB1, ABCCl a ABCG2 exportuji Siroké spektrum Strukturdlne a
farmakodynamicky nesuvisiacich chemoterapeutik, ktoré pokryvaji takmer cely rad
antineoplastik schvalenych na klinické pouzitie (Obrdazok 2). Na prekonanie MDR bola
navrhnutd stratégia stcasného podavania uGc¢inného inhibitora efluxu ABC spolu
s chemoterapeutikom, za cielom zlepSenej farmakokinetiky chemoterapeutik a tym padom aj
lepsich terapeutickych vysledkov. Vd’aka tejto stratégii sa vynalozilo usilie na vyvoj a syntézu
novych inhibitorov, ktoré sa klasifikovali ako kompetitivne a nekompetitivne inhibitory.
Kompetitivne inhibitory sa pevne viaZzu na vizbové miesto substratu proteinu a blokuju pristup
substratu. Nekompetitivne inhibitory sa viazu na iné miesto efluxnej pumpy a jej funkciu

moduluju alostericky (M. F. Gongalves et al., 2020).

P-gp/BCRP

Anthracyclines: mitoxantrone
Antimetabolite: 5-fluorouracil
Anthracenes: bisantrene

P-gp/MRP1
Antitumor antibiotics: atinomycin D

P-gp/BCRP/MRP1

Anthracyclines: doxorubicin,
daunorubicin and epirubicin;
Vinca alkaloids: vimblastine,
vincristine;
Epipodophyllotoxins: etoposide

BCRP/MRP1
Antitumor antibiotics: metrotrexate

Obrazok 2 Protindadorové liekové substraty ABCB1 (P-gp), ABCCI (MRPI) a ABCG2
(BCRP). Na obrdzku mozeme vidiet, ze ABCBI, ABCCI a ABCG2 maju prekryvajicu sa

Specifickost pre rozne substraty.

Prevzaté z: (M. F. Gongalves et al., 2020)

Inhibitory ABCB1 schopné zvratitt MDR mozZeme rozdelit do troch generacii.
Modulatory MDR prvej generacie ako napriklad verapamil, inhibitory proteinkindzy C,
cyklosporin A, erytromycin a chinin neboli Specificky vyvinuté na inhibiciu MDR. Mali nizku

afinitu k ABC transportérom, ktora si vyzadovala pouzitie vysokych davok, ¢o viedlo k vysokej
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toxicite. Mnohé inhibitory prvej generécie boli zaroven aj substratmi pre ABC transportéry. Na
znizenie neziaduicich ucinkov liekov prvej generacie boli navrhnuté moduldtory druhej
generacie, ktoré maju lepsi farmakologicky profil, ale zaroven si zachovali niektoré vlastnosti
prvej generacie, ktoré obmedzuju ich klinické pouzitie. VacSina modulatorov MDR druhe;j
generacie je substratom cytochromu P450, ale aj mnoho protinadorovych lieCiv je taktiez
substratom tohto cytochromu. Téato podobnost’ vedie k nepredvidateI'nym farmakokinetickym
interakciam, ako je interferencia lieku s jeho clearance alebo metabolizmom, ¢o mdze mat za
nasledok zvysSenie koncentracie protinddorového lieCiva a toxicitu kombinovanej lieCby.
Posledna tretia generdcia moduldtorov MDR bola vyvinutd na prekonanie obmedzeni druhe;j
generacie. Tato tretia generdcia moduldtorov nepodliecha metabolizacii cytochromom P450 a
zaroven silne inhibuje ABCBI1 (Ozben, 2006). Avsak ani inhibitory tretej generacie
v klinickych skaskach neobstali kvoli indukcii toxicity, popr. nedostato¢nej u¢innosti. Podobna
situdcia panuje aj u inhibitorov ABCC1 a ABCG2. Vzhladom na tieto nelspechy je
v poslednych rokoch presadzovany novy pristup inhibicie ABC transportérov, a to pomocou
dualnych modulatorov, ktoré maju schopnost’ inhibovat’ efluxné transportéry a navyse maju aj
vlastny protinddorovy ucinok. Ich vyhoda spo€iva v synergickom efekte v kombindcii s
konvenénymi cytostatikami, ¢o umozni zniZit' davku podavanych lie€iv. KI'i€ovou vlastnostou
je aj to, ze dudlny modulator je cieleny, €o zaistuje, aby synergicky ucinok nastal selektivne
v nddorovom tkanive. Obe tieto charakteristiky pomahaji vyhnat sa problémom
predchadzajucich generacii modulatorov MDR. Testovanie cielenych lieciv, ktoré funguj ako
dudlne modulatory, je velmi doleZité, pretoZze moze prispiet’ k optimalizacii protinddorovej

farmakoterapii (Beretta et al., 2017; Kathawala et al., 2015).

Dal3ou stratégiou prekonania MDR je aplikacia malej interferujiicej RNA (siRNA) a
mikroRNA (miRNA), ktoré zniZia expresiu ABC transportéra. V terajSom klinickom sktSani
je 30 siRNA kandidatov, hoci vysoka cena, slaba stabilita in vivo a vedl'ajSie €inky zostavaji
vyzvou pre klinickt aplikaciu. Vd’aka pomoci nanocasticovych systémov so siRNA/mikroRNA
vieme downregulovat’ expresiu ABCBI1. Nanocastice na baze kyseliny hyaluréonovej ucinne
zaciel'uju rakovinové CD44+ bunky vaje¢nikov, znizuji hladinu ABCB1 a poméhaja zvysit
intracelularnu  koncentraciu paklitaxelu. Vysoka expresia rakovinovych CD44+ buniek
vajeCnikov stvisi s metastazami, preto tento bunkovo Specificky pristup ma potencial zlepSit’
citlivost’ buniek u pacientiek s rakovinou vajecnikov so zlou prognézou (Jaramillo et al., 2018).

KTlucové je cielenie siRNA systému priamo do nadoru, ked’ze ABC transportéry maja i dolezité
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fyziologické funkcie a celosystétmova blokadda ich funkcie by mohla viest k zavaznym

zdravotnym problémom.

Alternativnym pristupom je vyuzitie expresiec ABCBI1 na Specifické zni¢enie buniek s
MDR. Této stratégia je stale experimentalna a vyuziva fenomén kolateradlnej citlivosti, pri
ktorom niektoré cinidla vykazuju preferenénu aktivitu voci rakovinovym bunkdm s MDR
oproti rodiCovskym bunkdm bez MDR. Predpokladd sa, Ze latky stouto vlastnostou
(syntetizované zo zluCenin (1,1-izatin-4-(4'-metoxyfenyl)-3-tiosemikarbazénu) a flavonoidu
desmosdumotinu B) uplatiiuju svoj ucinok prostrednictvom tvorby reaktivnych foriem kyslika

(Jaramillo et al., 2018).

3.2. Cielena farmakoterapia nadorovych ochoreni

Nadorové ochorenia su charakterizované nekontrolovanou bunkovou proliferaciou
a replikaciou. V dnesnej dobe sa zaradzuji medzi popredné ochorenia a st zodpovedné za
vysoki mieru umrtnosti na celom svete. Naprieck tomu, Ze pozname mnozstvo
protirakovinovych liekov, vd¢Sina z nich nie je dostato¢ne u€inn4, ¢i uz z dovodu nedostatocnej

selektivity, va¢Sieho mnozstva vedlajSich ti¢inkov alebo liekovej rezistencie (Rana et al., 2015).

Moznosti liecby nadorovych ochoreni spocivaju bud® v chirurgickej resekeii,
medikamentoznej liecbe, radioterapii, imunoterapii alebo ich kombinacii. Konven¢na
chemoterapia vyuziva spOsoby inhibicie rastu a proliferdcie nadorovych buniek pomocou
chemoterapeutickych lieCiv uz viac ako 60 rokov. Chemoterapeutické lieCiva sa zameriavaja
na rychlo sa deliace bunky, avSak su neselektivne, takZe zasahuji okrem rakovinovych buniek
aj tie zdravé, o sposobuje pomerne zavaznu toxicitu a vedl'ajsie ucinky. Z tohto dévodu sa za
poslednych niekol'ko rokov dostali do popredia cielené lieciva. Tieto lie€iva interferuju so
Specifickymi proteinmi zapojenymi do tumorigenézy, a tym padom sa vyhybaju zdravym
bunkdm, vd’aka ¢omu maji vysSiu ucinnost’ a nizsiu toxicitu (Baudino, 2015; Vasir &

Labhasetwar, 2005).

Cielené lieiva mdéZeme rozdelit’ do dvoch zakladnych kategorii, a to malé molekuly
a makromolekuly (monoklonélne protilatky, polypeptidy, konjugaty protilatka-lieCivo a
nukleové kyseliny). Nizkomolekularne cielené lieCiva maji oproti makromolekularnym
lieCivam priaznivejSie hladisko pouzitia, ktoré sa tyka bud farmakokinetickych vlastnosti,

nakladov alebo lepSej compliance pacienta (Zhong et al., 2021).
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Monoklonélne protilatky (mAb) sa vyvijaju pre extracelularne ciele, a to z dovodu
vysokej molekulovej hmotnosti a polarity, s ktorou nemaju schopnost’ vstupit' do buniek
pasivnou difuziou. Selektivne inhibuji rast nadoru prerusenim interakcii medzi receptormi a
ligandmi. Protilatky po naviazani na rakovinové bunky svoje pdsobenie sprostredkiivaju
priamym alebo nepriamym mechanizmom. Pri priamom mechanizme dochadza k vizbe mAb
na antigén, bunkovy receptor alebo protein viazany na membranu s cielom vyvolania bunkovej
smrti. Pri nepriamom mechanizme, ktory sa c¢asto vyuziva v imunoterapii, dochadza
prostrednictvom vizby mAb na Specifické antigény rakovinovych buniek k stimulacii imunitne;j
odpovedi a fagocytozy. Na dosiahnutie protinddorovych ucinkov mézu mAb posobit’ aj
kombindciou mechanizmov (Obrdzok 3). V roku 1997 bol prvou schvalenou mAb dostupnou

na lie¢bu rakoviny rituximab (Lee et al., 2018; Pérez-Herrero et al., 2015).

Indirect anti-cancer effect of monoclonal antibodies

b. ADCC

s Effector cell
(G - ADCP

| Macrophage

-Antigan }_ Monocional
antibody

‘& Liganeta f. Inducing
b o _ apoptotic
(esl. signal
¥ Blocking}’ gy

“"* ® Drug/ cytotoxic

moieties delivery carrier
Direct anti-cancer effect of monoclonal antibodies
v
Cell lysis / Cell Death
Obrazok 3 Mechanizmus ucinku monoklondlnych protilatok pri liecbe nadorovych ochoreni.
(a) Vizba mAb-antigén sprostredkuje cytotoxicitu zavislu od komplementu (CDC) interakciou
s klasickym proteinom aktivujucim komplement (Clq), ktory aktivuje komplex napadajuci
membranu (MAC), co vedie k smrti cielovych buniek. (b,c) Vizba mAb-antigén privola NK
bunky alebo makrofagy, ktoré indukuju bunkami sprostredkovanu cytotoxicitu zavislu od
protilatok (ADCC) alebo bunkovu fagocytozu zavislu od protilatok (ADCP). (d,e,f) Priame
ucinky mAb na rakovinove bunky, ktoré inhibuju transdukciu signalu alebo indukuju

apoptoticky signal.
Prevzaté z: (Lee et al., 2018)
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Nizkomolekulérne lieCiva sa najCastejSie zameriavaju na receptorové tyrozinkinazy
(RTK). RTK sa podiel'aji na sprostredkovani komunikacie medzi bunkami a na riadeni
Sirokého spektra komplexnych biologickych funkcii, vratane bunkového rastu, motility,
diferencidcie a metabolizmu. RTK majua proteinovu struktiru, ktord pozostava z extracelularnej
domény viazucej ligand; jednej transmembranovej Spirdly; intracelularnej oblasti, ktora
obsahuje juxtamembranovu regulacnu oblast’; a tyrozinkindzovej domény. Ligandova
Specificita je odlisna pre kazdua triedu receptorov (Du & Lovly, 2018). Pocas nepritomnosti
ligandu su receptory zakotvené v plazmatickej membrane ako monoméry, ktoré st neaktivnou
formou receptora. Pri vdzbe ligandu dochadza k dimerizacii receptorov a ich aktivécii réznymi
mechanizmami. VicSina receptorov je aktivovand transfosforylaciou, ale moézu byt aj
aktivované konforma¢nymi zmenami sposobenymi interakciou tyrozinkinazovych domén. Oba
procesy koncia fosforylaciou niektorych tyrozinovych zvyskov na cytosolickej strane proteinu,
kde sa nachadzaji vizbové miesta pre niektoré intracelularne signalne proteiny. Dysreguldciou

signalizacie RTK moze dojst’ k rozvoju malignit (Esteban-Villarrubia et al., 2020).

Pozndme najmenej 58 RTK a 32 nereceptorovych tyrozinkindz. TKI inhibuju
zodpovedajuce kindzy pri fosforylécii tyrozinovych zvySkov ich substratov a nasledne blokuju
aktivdciu downstream signalnych drah. V roku 2001 FDA schvalila imatinib na liecbu
chronickej myeloidnej leukémie. Postupne dochadzalo k vyznamnému pokroku vid'. (Obrdzok
4) v objavovani d’alSich cielov TKI vratane EGFR (receptor epidermalneho rastového faktora),
ALK (anaplasticka lymfocytova kinaza), HER2 (receptor 'udského epidermalneho rastového
faktora 2), TRK (tropomyozinova receptorova kinaza), VEGFR (receptor vaskularneho
endotelového rastového faktora), RET (rearranged during transfection), MET
(mezenchymalno-epitelialny prechodovy faktor), FGFR (receptor fibroblastového rastového
faktora), PDGFR (receptor rastového faktora odvodeny od krvnych dosticiek ) a d’alSich
(Huang, & Shi, 2020).
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Vandetanib Osimertinib*** Anlotinib®
b First-generation TKI

** Second-generation TKI Fruquintinib®
***  Third-generation TKI

Binimetinib Selumetinib
Pralsetinib
Selpercatinib

Almonertinib***&

Dunae
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§ firstly approved by MHLW
other drugs were firstly approved by FDA

Dacomitinib**

B EGFR-TKI ALK-TKI B TRK-TKI B HER2-TKI B VEGFR-associated multi-targeted TKI

B RET-TKI Il MET-TKI B MEK-TKI B FGFR-TKI W KIT/PDGFR-TKI

Obrazok 4 Schematické zhrnutie schvilenych TKI v rokoch 2001-2020.
NMPA (National Medical Products Administration), MHLW (Ministry of Health, Labor and
Welfare).

Prevzaté z: (Huang, & Shi, 2020)

3.2.1. Capmatinib

Capmatinib (Obrdzok 5) je peroralny, silny a vysoko selektivny nizkomolekularny
inhibitor MET (typ Ib), ktory je schopny blokovat’ fosforylaciu MET a aktivaciu kI'i¢ovych
downstream efektorov v nadorovych bunkovych liniach zavislych od MET, ¢im silne inhibuje
proliferaciu a migraciu nadorovych buniek a indukuje apoptéozu. Viaze sa aj na
mutantny variant produkovany preskocenim exénu 14 a inhibuje rast rakovinovych buniek
riadenych tymto mutantnym variantom MET. Toto preskocenie produkuje skrateny MET
receptor s chybajucou regulacnou doménou, ktord znizuje jeho negativnu reguléciu, co vedie k
znizenej degradacii proteinu MET, trvalej aktivacii MET a onkogenéze. V roku 2009 bol
capmatinib vyvinuty spolo¢nostou Novartis, na zaklade licencie od Incyte (americka
farmaceuticka spolo¢nost). V roku 2020 ziskal schvalenie na lie¢bu dospelych s metastatickym

NSCLC s dysregulaciou MET drahy (Dhillon, 2020).
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Odportcané davkovanie je 400 mg peroralne dvakrat denne s jedlom alebo bez jedla.
Rychlo sa absorbuje, pricom maximalna plazmatick4 koncentracia sa dosiahne priblizne za 1—
2 hodiny po podani davky 400 mg (Dhillon, 2020). Absorpcia lie¢iva po perordlnom podani sa
odhaduje na > 70 % a vo velkej miere sa metabolizuje prostrednictvom CYP3A4
a aldehydoxidazy. Je vhodné sa vyhnut’ subeznému podavaniu so silnym alebo stredne silnym
induktorom CYP3A4 z d6évodu znizenia protinddorovej aktivity capmatinibu. Ako vyznamné
klinicky neziaduce G¢inky pri uzivani capmatinibu sa vyskytuju hepatotoxicita a pneumotitida

(Mathieu et al., 2022).
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Obrdzok 5 Struktiira capmatinibu

3.2.2. Pralsetinib

Pralsetinib (Obrazok 6) je vysoko cieleny inhibitor tyrozinkindzy, ktory sa zameriava
na nativnu aj mutovanu RET a trvalo aktivnu fuznu RET. Faznd forma RET spdsobuje
hyperaktivaciu downstream signdlnych drah prostrednictvom autofosforylacie, o vedie
k nekontrolovatel'nej bunkovej proliferacii a nasledne az k tvorbe nadorov. RET mutécie st
hlavnou pri¢inou meduldrneho karcindmu S$titnej Zl'azy, pricom incidencia RET fuzie je
priblizne 1-2 % u NSCLC a 10-20 % u papilarnych karcindémov §titnej Zl'azy. Pralsetinib bol
objaveny a vyvinuty spolo¢nostou Blueprint Medicines (USA) (Nguyen & Monestime, 2022;
Markham, 2020).

V roku 2020 udelila FDA schvalenie pralsetinibu pre pacientov 1) s metastatickym
NSCLC s pozitivnou RET fuziou, 2) s pokrocilym alebo metastatickym medularnym
karcinomom §titnej zZ'azy s mutaciou RET, ktori vyzaduji systémovu liecbu, 3) s metastatickym
karcindmom S§titnej Zl'azy s pozitivnou RET fuziou, ktori vyZaduju systémovu lie€bu a ktori st
refraktérni na radioaktivny jod (Kim et al., 2021). V sucasnosti prebicha III. faza

medzinarodnej, otvorenej, randomizovanej Stidie AcceleRET Lung (NCT04222972), ktora
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vyhodnoti u€innost’ a bezpecnost’ pralsetinibu v porovnani s rezimom chemoterapie na baze

platiny u pacientov s NSCLC metastdzami pozitivnymi na RET fuziu (Besse et al., 2021).

Odportcané davkovanie pralsetinibu je 400 mg peroralne jedenkrat denne nalacno.
Metabolizuje sa prostrednictvom CYP3 A4, hoci v menSom rozsahu aj cez CYP2D6 a CYP1A2.
Medzi najCastejSie neziaduce U¢inky v suvislosti s lieCbou sa vyskytuje unava, zapcha,

muskuloskeletarna bolest’ a hypertenzia (Kim et al., 2021).
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Obrdzok 6 Struktiira pralsetinibu
Prevzaté z: (Hughes, 2021)

3.2.3. Tazemetostat

Tazemetostat (Obrdazok 7) je selektivny, potentny a perordlny inhibitor
histonmetyltransferazy EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), ktora je mutovana asi v Stvrtine
pripadov folikularneho lymfomu. EZH2 je hlavnou katalytickou podjednotkou PRC2
epigenetického regulaéného komplexu, ktory metyluje histon H3K27, a to vedie k potlaceniu
génovej transkripcie. Aktivita tohto procesu je rozhodujuca pre vyvojovli génovu reguléciu,
pricom deregulacia tejto aktivity mdze podporovat’ tumorigenézu patologickym umlcanim
klacovych génov. Inhibitory EZH2 blokuji metylaciu sprostredkovani PRC2 a st vyvijané pre
lie¢bu hematologickych aj solidnych nadorov (Bhat et al., 2021).

V roku 2011 bol vyvinuty spolocnostou Epizyme. Tazemetostat, ako dosial’ jediny
EZH?2 inhibitor ziskal v januéri 2020 schvéalenie na liecbu dospelych a dospievajtcich vo veku

> 16 rokov s lokalne pokrocilym alebo metastatickym epiteloidnym sarkomom, ktory nie je
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vhodny na kompletnt resekciu. V sucasnosti je hodnoteny v ramci II. fazy klinického skusania

(NCT05467748) ako potencidlny kandidat na liecbu NSCLC (Hoy, 2020).
Odportcany davkovaci rezim je 800 mg dvakrat denne, podavanych peroralne s

jedlom alebo bez jedla. Medzi najcastejSie neziaduce ucinky sposobené liecbou patri bolest’,

unava, nevol'nost’, znizend chut’ do jedla, vracanie a zapcha (Hoy, 2020).

Obrazok 7 Struktiira tazemetostatu

Prevzaté z: (Hoy, 2020)
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4. CIEL PRACE

Cielom tejto prace bolo preskimanie vplyvu overexpresiec ABC efluxnych
transportérov.  (ABCB1, ABCCI aABCG2) na protinadorovi aktivitu vybranych
nizkomolekularnych lieCiv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat) v T'udskom bunkovom
modeli A431. Nadvézujucim hlavnym cielom bolo $tidium kombina¢ného efektu capmatinibu,
pralsetinibu a tazemetostatu s potvrdenymi obetami MDR (etoposid, topotekan) na

proliferacnej a apoptotickej arovni.
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1. Materialy a metody

5.1.1. Chemikalie

* Capmatinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

* Caspase-Glo® 3/7 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA,
USA)

* Caspase-Glo® 8 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA, USA)

* Caspase-Glo® 9 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, MA, USA)

* Cell Lysis Buffer ab288311, Abcam (Waltham, MA, USA)

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

* Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA)

* Etoposid, MedChemExpress, Monmouth Junction (NJ, USA)
* Fetalne hovidzie sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakusko)

» Fosfatovy pufor (PBS), Lonza (Walkerswille, MD, USA)

* Methylthiazolyldifenyl-tetrazolinum bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
*  Opti-MEM®, Lonza (Walkersville, MD, USA)

* Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)
* Pralsetinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

* Tazemetostat, Selleckchem (Houston, TX, USA)

* Topotekan, MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, USA)
*  Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

5.1.2. Pristroje

*  Opticky mikroskop Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Taliansko)
* Laboratérne vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)

* Inkubator SANYO MCO 18-AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
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* Dostickovy reader Infinite M200 Pro Tecan (Salzburg, Rakusko)
* Laminarny box Jouan (Saint-Herblain, Franctizsko)

*  Vortex Mixer Wizard X (microtiter), Velp Scientifica (Usmate Velate,
Taliansko)

* Centrifaga UNIVERSAL 320 R, Hettich Zentrufigen (Tuttlingen, Nemecko)
*  Thermomixer Comfort, Eppendorf (Hamburg, Nemecko)

5.1.3. Bunkové linie

Giard a kolektiv v roku 1973 prvykrat izolovali bunkovt liniu A431 z epidermoidného
karcinomu vulvy vyrezaného z koZného tkaniva 85-ro¢nej pacientky. Je to hypertriploidna
Iudskd bunkova linia. Stimulacia A431 buniek epidermalnym rastovym faktorom (EGF)
vyvolava rychlu fosforylaciu tyrozinu vnutrobunkovych signalnych proteinov, ktoré riadia
bunkové procesy, ako je rast, proliferacia a apoptdza. Vd’aka tomu sa ¢asto pouziva pri Stdidch
bunkového cyklu a signalnych dradh buniek spojenych s rakovinou (Giard et al., 1973; MacLeod
et. al., 1986).

V ramci experimentu boli pouZité A431 bunky. Okrem parentalnych A431 buniek boli
pouzité aj bunky s overexpresiou efluxnych transportérov, a to konkrétne A431-ABCB1, A431-
ABCC1 a A431-ABCG2. Bunky pre nas vyskum boli poskytnuté prof. Balaszem Sarkadim
(Hungarian Academy of Sciences, Budapest, Madarsko). Bunky pouZité v experimentoch
neprekrocili ¢islo pasaze 25 a boli pravidelne testované na infekciu mykoplazmat. DMSO bol
pouzity ako solvent pre pripravu zasobnych roztokov Studovanych lieiv. MoZzné ovplyvnenie
Studovanych parametrov pritomnost'ou tohto rozpustadla bolo eliminované pouzitim ,,vehicle*

kontrol.

5.1.4. Prolifera¢né studie

Pomocou MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) testu sa
zistovali antiproliferacné schopnosti skumanych latok. Test bol vyuzity pre Uvodné
komparativne testy viability testovanych cielenych lie¢iv a nasledne v kombina¢nych
experimentoch. MTT test sa vyuziva na urcenie metabolickej aktivity zivych buniek. Je
zalozeny na enzymatickej redukcii tetrazdliovej soli, ktora rozstiepi tetrazolovy kruh.

Produktom reakcie je formazdn intenzivnej purpurovo-modrej farby, ktory sa detekuje
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spektrofotometricky. Ziskana hodnota absorbancie je priamo umernd poctu zivych buniek

(Grela et. al., 2018).

Postup proliferacnych stadii sa sklada z niekol’kych bodov, ktoré navédzuju na seba:

Pasazovanie a kultivacia buniek

Kultivacia bunkovych linii A431 prebiehala v 25 cm? kultivaénych flasiach za
pritomnosti média DMEM, ktoré bolo obohatené o 10% FBS. Pasazovanie buniek prebiehalo
dvakrat tyzdne v laminarnom boxe pri dostato¢nej konfluencii buniek (70-90 %). Pred zacatim
pasazovania je potrebné vo vodnej ldzni vyhriatej na teplotu 37°C ohriat médium, PBS
a trypsin. Z fl'ase s bunecnou liniou sa odstrani staré¢ médium a bunky sa premyji 5 ml PBS. Po
odsati PBS sa prida 1 ml trypsinu, ktory umozni oddelenie buniek od dna kultivacnej fl'ase.
Tato trypsinizacia prebieha v inkubatore zhruba 5 az 10 minut. Na ukoncenie tohto procesu sa
pridd 4 ml nového média a bunky sa prudko resuspenduju. Z vychodiskovej konfluencie sa urci
Cast’ suspenzie buniek, ktora sa prenesie do novej kultivacnej so 7 ml nového média a necha sa
inkubovat’ za Standardnych podmienok (37°C v atmosfére 5% CO,). Zvy$na Cast objemu

buniek sa pouZije pre d’alSie experimenty.

Nasadzovanie suspenzie buniek

Cast’ buniek, ktora nebola pouzita na kultivaciu, sa prenesie do sterilnej skiimavky.
Nasledne sa pripravia 2 roztoky v mikroskiimavkach. Prvy roztok obsahuje 250 pl zasobnej
suspenzie buniek a 750 pl média. Druhy roztok obsahuje 50 pl prvého roztoku a 50 ul 4%
roztoku trypanovej modrej v PBS. Z druhého roztoku sa pomocou pipety odoberie 10 pl a prida
sa do polovice Biirkerovej komorky, ktoré sa presunie pod mikroskop. Tato komorka obsahuje
9 Stvorcov, ktoré sa vyuzivaji k poc€itaniu buniek. Zapocitavaji sa len tie bunky, ktoré sa
anajvyssi pocet buniek sa nezahfnia do vypoctu. Pomocou vypoctu sa zisti, aké mnozstvo
buniek sa nachadza v zésobnej suspenzii. Od tohto mnozstva buniek sa odvija objem média
a zasobnej suspenzie, ktory sa zmieSa a pouzije na nasadzovanie buniek v mnozstve 15 000

buniek/jamku/100 pl. Na experiment sa pouziva 96-jamkova dosti¢ka s objemom jamky 100

ul.
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Expozicia buneénych linii vybranym lie¢ivam

Nasadené bunky v 96-jamkovej dosticke sa inkubuji po dobu 24 hodin. Nasledujuci
den sa pripravia roztoky testovanych cielenych lieciv (capmatinib, pralsetinib, tazemetostat),
prip. cytostatik (etoposid a topotekan), alebo ich kombinacii v médiu za sterilnych podmienok
(jednotlivé koncentra¢né body pre prislusné lie¢iva su znatel'né z grafov vo vysledkovej Casti).
Po odsati média z dosticky sa prida 100 pl jednotlivych roztokov lie¢iv ¢i ich kombinacii (vzdy
v tripletoch). Je nutné, aby sa pridal do niekol’kych jamdk roztok iba samotného média s DMSO
(o koncentraciadch zhodnych s koncentraciami vnasanych spolu s testovanymi lie¢ivami) a 40%
roztok DMSO. St to kontrolné roztoky, pricom prvy variant poukazuje na 100% prezitie buniek

a druhy 0% prezitie buniek. Takto pripravena dosti¢ka sa inkubuje d’alsich 48 hodin.

MTT test

Na zaciatku experimentu sa pripravi roztok MTT v Opti-MEM v koncentracii 1
mg/ml. Aby doslo k Giplnému rozpusteniu, je vhodné roztok zvortexovat. V lamindrnom boxe
sa z 96-jamkovej dosticky odsaje médium a bunky sa premyja 100 pul PBS. Nasledne po odsati
PBS sa prida 100 pl roztoku MTT a dosti¢ky sa znova inkubuju 1 hodinu v inkubatore. Po
skonceni inkubdcie sa odsaje roztok MTT a vzapiti sa prida 100 ul roztoku DMSO, ktory lyzuje
bunky. Takto pripravena dosti¢ka sa inkubuje po dobu 15 mintt. Po uplynuti inkubacie sa
dosticka premiestni na 5 minat na trepacku. Nakoniec sa zmeria absorbancia pomocou

spektrofotometru Tecan (570 nm pre MTT a 690 nm ako pozadie).

Vysledna absorbancia sa pomocou programu GraphPad analyzuje a normalizuje za
zaklade hodndt 0 a 100% prezitia buniek. Tymto spdsobom sa porovnava antiprolifera¢na

aktivita o urcitych koncentraciach cytostatik vo vSetkych testovanych bunecnych liniach.

5.1.5. Prolifera¢né kombina¢né Studie

Realizacia proliferaénych kombinacnych $tadii sa vykondvala podla protokolu
popisaného v predchédzajucej kapitole. V ramci tychto Studii bol stanoveny antiproliferacny
ucinok jednotlivych vybranych cytostatik (etoposid v linidch A431-parent, A431-ABCBI
a A431-ABCCl1, pricom topotekan v linidch A431-parent a A431-ABCG2) aplikovanych
jednak samostatne a d’alej v kombinacii s 1 uM capmatinibom, 1 pM pralsetinibom a 1 pM
tazemetostatom. Modula¢né koncentracie cielenych lieciv boli starostlivo vybrané na zaklade:

1) ich dostatocného inhibi¢ného ucinku voci Studovanym transportérom (data neukazané, su
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sucastou inych praci), 2) zanedbatel'ného antiproliferacného efektu v danom bunkovom modeli
(Obrazok 8, 9 a 10) a3) pravdepodobnej klinickej relevancie s oh'adom na hodnoty cmax
zistenej v klinickych $tadiach. Pri poddvani capmatinibu v davke 400 mg dvakrat denne bola
zistena cmax, ktora odpovedala 4.8 uM (Esaki et al., 2019). V stadiach, kde bol pralsetinib
podavany v davke 400 mg jednou denne, cmax dosiahla hodnotu, ktord odpovedala 5.3 uM (Ali
et al., 2022). Co sa tyka tazemetostatu, ktory bol podavany v davke 800 mg dvakrat denne, bola
dosiahnuta cmax odpovedajica 1.44 uM (Zauderer et al., 2022).

5.1.6. Apoptotické kombinacné Studie

Kaspazy (cystein-asparaginové proteazy) su aktivované na zaciatku riadeného procesu
apoptozy. Stiepia $pecificky cielové proteiny na cysteinovej aminokyseline, ktora nasleduje
po zvysku kyseliny asparagovej. Aktivacia iniciacnych kaspdz 8 a 9 v reakcii na prislusné

podnety aktivuje popravnt kaspazu 3 a 7, ¢o ma za nasledok 1yzu buniek (Payne et al., 2013).

Na stanovenie kaspaz 3/7, 8 a 9 sa pouzili komeréné kity s luminometrickou detekciou.
Tieto testy vyuzivaju to, Ze v pufrovanom systéme je obsiahnuta luciferaza a zarovein je tam
obsiahnuty derivatizovany amino-luciferinovy peptidovy substrat. V pritomnosti kaspazove;j
aktivity je peptidova skupina odstranena zo substratu, pricom tam zostava amino-luciferin,

ktory reaguje s luciferazou za vzniku luminiscenéného svetla (Niles et al., 2008).

Na stanovenie obsahu proteinov sa pouzil test s kyselinou bicinchoninovou (BCA).
Tento test zavisi od redukcie Cu** na Cu® v alkalickych podmienkach, kde sa potom Cu"
deteguje prostrednictvom reakcie s BCA. Vysledkom tejto reakcie je vznik intenzivneho
purpurového sfarbenia, ktoré je mozno urcit' spektrofotometricky porovnanim so znadmymi

proteinovymi Standardmi (Walker, 1994).

Expozicia bunkovych linii vybranym lieéivam a zber vzoriek

Po nasadeni buniek na 96-jamkovu dosticku v mnozstve 35 000 buniek/jamku/100 pl
sa inkubuje 24 hodin. Po inkubacii sa odsaje médium a pridaju sa pripravené roztoky
skaimanych lieCiv. Nasleduje 24 hodinova inkubdcia s testovanymi lie€ivami. DoStiCka sa
presunie na ladovu podlozku, odsaje sa médium a prida sa 75 pl lyza¢ného pufru. Po dobu 15
minut bunky podliehajt lyze v thermomixeri s trepanim kazdé 3 minuty. Po uplynuti doby sa

na l'adovej podlozke obsah vSetkych jamok kvalitativne odoberie (pred odberom sa lyzat 6x
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prepipetuje), priCom sa vzorky prislusnych triplikdtov zmieSaji dohromady. Vzorky

v mikroskiimavkach sa ihned’ zmrazia pri teplote -80°C.

Stanovenie aktivacie kaspaz

Zmrazené vzorky sa nechaju rozmrazit’ na 'ade. Po rozmrazeni sa vzorky zvortexuju
a stocia na centrifuge (12 000 rpm, 5 minut, 8°C). Odoberie sa potrebné mnozstvo prislusnych
detekcnych reagentov (pre kaspazu 3/7, 8 a 9) a umiestnia sa na temné miesto. K reagentom pre
kaspazu 8 a9 sa prida inhibitor MG-132 (zvySuje reprodukovatelnost merania a znizuje
pozadie). Do pripravenej 384-jamkovej dosticky sa reverzne napipetuji vzorky (12.5 pl/jamka),
ku ktorym sa ihned’ pridaju prislusné reagenty na detekciu kaspazovej aktivity v rovnakom
objeme. Inkubuje sa po dobu 1 hodiny na temnom mieste a potom sa zmeria luminiscencia na

Tecane.

Stanovenie celkového obsahu proteinov

Pripravi sa potrebné mnozstvo roztoku BCA (roztok A a B v pomere 50:1). Do 96-
jamkovej dosti¢ky sa v triplikatu prida 10 pl lyzaéného pufru, Standardu a vzorku priamo na
dno. Do kazdej jamky sa pridd 100 pl roztoku BCA a inkubuje sa 30 minut. Zmeria sa
absorbancia na Tecanu pri 562 nm. Vysledné data sa pouZiju pre normalizaciu luminiscen¢nych

dat.
5.1.7. Statisticka analyza

Pomocou nepéarového t-testu s Welschovou korekciou boli analyzované data
komparativnych MTT testov sledujucich antiprolifera¢nu aktivitu testovanych cielenych lie€iv
(porovnanie ICso z parentnych vs. transdukovanych buniek). Rovnaky test bol pouzity taktiez
v pripade proliferanych kombina¢nych $tudii, kde boli porovnavané ICso cytostatika s/bez
testovan¢ho cieleného lieciva v prislusnych subliniach. Dvojstupiiova Statisticka analyza
apoptotickych kombinaénych S§tadii je komplikovanejSia, a preto je detailne popisana
v legendéch k prisluSnym grafom. Pre analyzy bol pouZity program GraphPad Prism verzia
7.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Statisticky vyznamné hodnoty st oznaéené
nasledovne: p < 0,05 (*), p <0,01 (¥**) a p <0,001 (***), p <0,0001 (¥***). Chybové usecky

v grafoch su smerodajné odchylky.
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6. Vysledky

V tejto praci sme sa zamerali na 3 cielené nizkomolekularne lie¢iva (capmatinib,
pralsetinib a tazemetostat), u ktorych sme v predchadzajucich Studidch preukazali potentnu
inhibiciu vsetkych troch ABC transportérov spojovanych s MDR. Najprv sme vykonali
porovnavacie proliferacné testy sledujuce vplyv vybranych cielenych lieCiv na viabilitu A431
buniek s/bez overexpresie transportérov. Z vysledkov tychto experimentov sme vychadzali
a nasledne pokracovali kombinaénymi S§tidiami, v ktorych sme sledovali mozné MDR-

modulaéné efekty capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu na Grovni proliferacie a apoptozy.

6.1.1. Vplyv vybranych lieciv na Zivotaschopnost’ testovanych bunkovych linii

V tomto experimente sme skiimali antiproliferacné efekty 3 lieCiv (capmatinib,
pralsetinib a tazemetostat) v A431 bunkach s/bez overexpresie transportérov. Tato Stadia sluzila
jednak pre dizajn naslednych kombina¢nych §tadii a zaroven pre odhad moznosti, Ze by sa samé
potencidlne modulatory MDR mohli stat’ jej obetou. To mozno rozpoznat’ ako signifikantné
rozdiely 1Csy medzi parentnymi bunkami a bunkami transdukovanymi ABC transportérom.
Parentné bunky maji nizku bazalnu expresiu endogénnych transportérov, a preto by v pripade
MDR obeti mali vykazovat’ nizsie ICsy ako transdukované bunky (pomocou transdukovaného
transportéra dochadza k efluxu lie¢iva z buniek, a tym sa zvySuje ICso v porovnani s parentnymi

bunkami).

Na Obrazku 8 moOZeme pozorovat, Ze capmatinib nevykazoval vyrazné
antiproliferacné U¢inky az do 25 uM, pri€om zZivotaschopnost’ buniek klesla priblizne na 50 %
pri koncentracii 50 uM. Statisticky nevyznamné zmeny ICs, boli pozorované u A431-parent
(60.4 uM) vs. A431-ABCBI (64.9 uM), A431-ABCG2 (61.6 uM) a A431-ABCCI1 (63.3 uM).
Zaverom mozeme potvrdit’, Ze nadmernd expresia ABC transportérov neindukuje rezistenciu

na capmatinib.
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Obrazok 8 Zavislost’ bunkovej Zivotaschopnosti na rasticej koncentrdcii capmatinibu.
Porovnanie parentnej linie A431 a linii s overexpresiou ABC transportérov. Vysledky su

prezentované ako priemer z 3 nezavislych merani.

Pralsetinib na Obrdzku 9 nevykazoval vyrazné protinddorové uc¢inky do koncentracie
10 uM, pri koncentracii 25 uM Zivotaschopnost’ buniek klesla na priblizne 40 %. Zmeny 1Cs,
pozorované u A431-parent (20.0 uM) vs. u A431-ABCBI1 (18.2 uM), A431-ABCG2 (19.3 uM)
a A431-ABCCI (17.3 uM) boli nesignifikantné. Aj tu mdZeme potvrdit,, Ze nadmerna expresia

ABC transportérov neindukuje rezistenciu na pralsetinib.
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Obrazok 9 Zavislost’ bunkovej Zivotaschopnosti na rasticej koncentrdcii pralsetinibu.

Porovnanie parentnej linie A431 a linii s overexpresiou ABC transportérov. Vysledky su

prezentované ako priemer z 3 nezavislych merani.
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Tazemetostat sa choval ve'mi podobne ako predchddzajice dve cielené lieciva, ani
najvyssia testovana koncentracia (75 uM) neviedla k uplnej eliminécii buniek (Obrdazok 10).
Zmeny ICs, boli rovnako nevyznamné aj pri tomto lie¢ive u A431-parent (82.3 uM) vs. u A431-
ABCBI1 (81.8 uM), A431-ABCG2 (81.0 uM) a A431-ABCC1 (86.4 uM) co ukazuje, ze

rezistenciu na tazemetostat neindukuje nadmerna expresia ABC transportérov.

ICqq (WM)  95% CI (uM)
Bl A431-parent 82.3 (72.0-97.0)

100 Bl A431-ABCC1 81.8 (73.0-93.5)
§ 80 I A431-ABCG2 81.0 (73.7-89.2)
E Il A431-ABCB1 86.4 (76.3 - 100.7)
o 60
E
.E 40_

3
@ 20|
0_
S O S O S S

tazemetostat concentration (uM)

Obrazok 10 Zavislost’ bunkovej Zivotaschopnosti na rastucej koncentrdcii tazemetostatu.
Porovnanie parentnej linie A431 a linie s overexpresiou ABC transportérov. Vysledky su

prezentované ako priemer z 3 nezavislych merani.

6.1.2. Kombinacné prolifera¢né testy

V nadvizujicich kombinacnych proliferacnych experimentoch sme pozorovali, ¢i by
capmatinib, pralsetinib a tazemetostat mohli fungovat' ako efektivne moduldtory MDR.
Topotekan a etoposid boli vybrané ako senzitivne cytostatika (obeti MDR) na zaklade dat
prezentovanych v diplomovej praci Lucii Malecovej. S ohl'adom na zistenu afinitu bol etoposid
pouzity v Stadiach zameranych na ABCB1 a ABCCI, pricom topotekan v experimentoch
s ABCG2 transportérom. Zamerne boli vybrané cytostatika pouzivané pri terapiit NSCLC,
pretoze capmatinib a pralsetinib su lieciva schvalené pre rovnaku indikéciu (tazemetostat je pre
nu klinicky testovany). Ziskané vysledky tak maju vac¢siu Sancu sa stat’ klinicky relevantnymi.
Kombina¢né Sstidie prebiehali v rovnakom bunkovom modeli ako predchadzajice

komparativne viabilitné Studie.
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6.1.2.1. Capmatinib

Na Obrazku 114 mdézeme pozorovat, Ze capmatinib signifikantne zvysil citlivost
A431-ABCBI buniek voci etoposidu v porovnani so samotnym uc¢inkom etoposidu. Jedna sa
0 3.59-nasobné zvysenie citlivosti. V pripade parentnej bunkovej linie sa scitlivenie u tejto

kombindcie nepreukazalo (ICsy 9.21 oproti 10.6 uM so samotnym etoposidom).

V pripade capmatinibu na Obrdazku 11B, sa Statisticky vyznamne zvysila citlivost’ linie
A431-ABCG2 voci topotekanu a to 4.53-nasobne oproti samotnému ucinku topotekanu.
Naopak u parentnej linii nedoslo k signifikantnej zmene citlivosti (ICs, 0.530 oproti 0.640 uM

so samotnym topotekanom).

Podobne ako u ABCB1 a ABCG2, taktiez u A431-ABCC1 (Obrazok 11C) doslo
k signifikantnému 5.36-ndsobnému zvySeniu vnimavosti buniek voci etoposidu v kombinacii
s capmatinibom, pricom kombinacia tychto lieCiv v parentnej linii nevykazovala signifikantna

zmenu (ako je popisané¢ u ABCBI1).

V sthrne, capmatinib preukazal velmi slubné modulacné schopnosti vo¢i MDR

sprostredkovanej v§etkymi troma Studovanymi transportérmi.
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Obrazok 11 Grafické znazornenie antiproliferacného ucinku etoposidu (Eto) a topotekanu
(Top) v A431 bunkovych liniach transdukovanych ABC transportérmi ABCB1 (4), ABCG2 (B),
ABCCI (C) a parentnej A431 bukovej linii v kombindcii s 1 uM capmatinibom (Cap).
Pozn.: ***: p <0.001; ****: p <0.0001; ns. nesignifikantné. Vysledky su prezentované ako

priemer z najmenej 3 nezavislych merani.

6.1.2.2. Pralsetinib

Zo ziskanych vysledkov prezentovanych na Obrdazku 124 vyplyva, Ze pridanim
pralsetinibu do kombinacie sa signifikantne 3.34-nasobne zvysila citlivost’ buniek A431-
ABCBI1 voci etoposidu, priCom u parentnej linii kombinéciou tychto lie€iv k zmene citlivosti

nedoslo (hodnoty ICs, pre samotny etoposid a kombindciu boli 9.80 a 7.58 uM).

Na Obrazku 12B modzeme sledovat, Ze kombindcia pralsetinibu s topotekanom
signifikantne zvysila citlivost’ buniek A431-ABCG2 10.5-ndsobne v porovnani s uc¢inkom
samotného topotekanu. V pripade parentnej bunkovej linii nedoslo k zmene citlivosti (ICs
0.537 oproti 0.640 uM so samotnym topotekanom).
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K podobnému vystupu (Obrdazok 12C) ako u predchadzajucich pripadov doslo
i u transportéru ABCCI1. Konkrétne bola pozorovana Statisticky vyznamne zvysena citlivost’
buniek A431-ABCC1 voci kombindcii pralsetinibu a etoposidu, ato 3.15-nasobne oproti
etoposidu. K signifikantnej zmene nedoslo v parentnej bunkovej linii (ICsy 7.58 oproti 9.80 uM

so samotnym etoposidom).

Vzhl'adom na ziskané data mozno pralsetinib, podobne ako capmatinib, oznacit’ ako

potencialny multipotentny modulator MDR.
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IC, (WM) 95% Cl (LM}
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“; -o Etoin A431-ABCB1 39.1 (31.3-48.6)
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2 -# Eto + Pra in A431-ABCB1 1.7 (9.31-15.1)
>
B
o
0 T T T ] )
2 -1 0 1 2 3

w

ICsp (KM)  95% CI (uM)
5 Top in A431-parent 0.640 (0.510-0.797)
= Top in A431-ABCG2 106 (8.88 - 12.5)
= Top + Pra in A431-parent 0.537™  (0.209 - 0.486)
£ Top + Pra in A431-ABCG2 1017 (0.740 - 1.36)
3

ICsq (MM)  95% CI (uM)
"% Eto in A431-parent 980  (750-124)
£ Eto in A431-ABCCA 340 (29.3-39.3)
E Eto + Pra in A431-parent 7.58" (6.77 - 8.46)
| 50 Eto + Pra in A431-ABCC1 108™  (6.72-16.2)
>
8 25

" o orceron
Obrazok 12 Grafické znazornenie antiproliferacného ucinku etoposidu (Eto) a topotekanu
(Top) v A431 bunkovych liniach transdukovanych ABC transportérmi ABCBI (A), ABCG2 (B),
ABCCI (C) a parentnej A431 bukovej linii v kombindcii s I uM pralsetinibom (Pra).
Pozn.: ***: p <0.001; ****: p <0.0001; ns: nesignifikantné. Vysledky su prezentované ako

priemer z najmenej 3 nezavislych merani.
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6.1.2.3. Tazemetostat

V pripade kombindcie tazemetostatu a etoposidu (Obrdazok 134) doslo
k signifikantnému 5.81-nasobnému zvyseniu citlivosti A431-ABCB1 buniek voci etoposidu.
V parentnej linii nedoSlo k zasadnej zmene citlivosti (hodnoty ICs pre kombinéciu a samotny

ctoposid boli 11.4 a 12.4 uM).

Signifikantne zvysena citlivost’ buniek A431-ABCG2 u kombinacie tazemetostatu
s topotekanom bola pozorovana na Obrazku 13B. Jedna sa o 2.45-nasobn¢ zvySenie citlivosti
voci protinddorovému efektu topotekanu, pricom u parentnej linii nedoslo k zmene citlivosti,

kde hodnoty ICs, pre kombinaciu a samotny topotekan boli 0.52 a 0.56 pM.

Na Obrazku 13C mozeme pozorovat’ pomerne nizke, ale signifikantné 1.36-nasobné
zvySenie citlivosti buniek A431-ABCC1 kombinaciou tazemetostatu a etoposidu oproti
ctoposidu. Hodnoty ICsy u parentnej linie pre kombinaciu a samotny etoposid boli 11.4 a 12.4

uM, €o nie je signifikantna zmena.

Z dat vyplyva, Ze 1 tazemetostat funguje ako efektivny MDR modulétor pdsobiaci na
vSetky tri ABC transportéry zodpovedné za MDR.
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£ 75 + -o— Top + Taz in A431-parent 0.52ns (0.399 - 0.675)
E Top in A431-ABCG2 104 (9.11-11.6)
'I-Eﬂ 50 - Top + Tazin A431-ABCG2 4.24** (344 -5.14)
>
E 25
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log topotecan concentration (uM)

IC55 (M) 95% CI (M)
= —+— Etoin A431-parent 12.4 (10.1-15.1)
S -+ FEto + Taz in A431-parent 11.40 (8.45-12.7)

H Eto in A431-ABCC1 33.7 (29.3 - 38.6)
.E -m Eto + Taz in A431-ABCC1 24.8* (20.8-30.2)
3
o
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Obrazok 13 Grafické znazornenie antiproliferacného ucinku etoposidu (Eto) a topotekanu
(Top) v A431 bunkovych liniach transdukovanych ABC transportérmi ABCB1 (4), ABCG2 (B),
ABCCI (C) a parentnej A431 bukovej linii v kombindcii s 1 uM tazemetostatom (Taz).
Pozn.: **: p <0.01; ****: p <0.0001, ns: nesignifikantné. Vysledky su prezentované ako

priemer z najmenej 3 nezavislych merani.

6.1.3. Kombina¢né apoptotické testy

Aktivacia kaspaz a naslednd indukcia apoptozy je finadlny farmakodynamicky efekt
vacsiny protinaddorovych lieciv. V nadvizujicich kombinaénych apoptotickych stadidch sme sa
zamerali na aktivitu kaspaz (3/7, 8 a 9) po vystaveni buniek A431 samotnym lieCivam (Cap,
Pra, Taz) a kombinacii lieciv (Cap, Pra, Taz spolu s etoposidom a topotekanom) z dovodu
zistenia, ¢i by za synergickymi vysledkami v predchéadzajucich proliferacnych testoch mohol
byt molekularny mechanizmus zalozeny na efektivnej indukcii apoptozy. Capmatinib (1 a 5
uM), pralsetinib a tazemetostat (I pM) boli kombinované s etoposidom alebo topotekanom

v koncentréacidch, ktoré sa blizili hodnotdm ICso ziskanym v proliferaénych stadiach (vid’

38



6.1.2.). Pre experimenty boli vyuzité kity Specifické pre kaspazy 3/7, 8 a9 od firmy Promega.
Signifikantné zvysenie aktivity danej kaspazy po expozicii testovanej substancii (v porovnavani

s kontrolou) je interpretované ako indukcia apoptozy.

6.1.3.1. Capmatinib

Po expozicii buniek samotnému capmatinibu sme nezistili ziadnu Statisticky
vyznamnu indukciu apoptozy vo vsetkych testovanych variantoch (Obrazok 14). Parentna linia
k liecivu etoposid je vyobrazena na Obrazku 144, 14B a 14C, k lieCivu topotekan je parentna
linia na Obrdzku 14J, 14K a 14L. V parentnych bunkéch testované cytostatiké (etoposid alebo
topotekan) vyvolali signifikantné zvySenie aktivity kaspdz v porovnani s kontrolou (Obrdzok
14A, 14B, 14C, 14J, 14K, 14L), naopak v bunkach exprimujucich transportér (Obrdzok 14D,
14E, 14F, 14G, 14H, 141, 14M, 14N, 140) zvysenie aktivity kaspaz nebolo signifikantné vo
vSetkych pripadoch, pravdepodobne vd’aka ochrane buniek prostrednictvom efluxnej aktivity
ABC transportérov. V A431-parent bunkéch sa Statisticky vyznamne neliSila aktivita kaspaz po
expozicii samotnym cytostatikdm v porovnani s kombindciou cytostatik s capmatinibom
(Obrazok 14A, 14B, 14C, 14J, 14K, 14L). Signifikantné rozdiely v indukcii apoptdzy medzi
liecbou samotnymi cytostatikami a kombinaciou cytostatik s capmatinibom boli pozorované u
A431-ABCBI1 (Obrazok 14D, 14E, 14F), A431-ABCCI1 (Obrazok 14G, 14H, 141) a A431-
ABCG2 (Obrazok 14M, 14N, 140). Prezentované data (konkrétne rozdiely v druhej Casti
Statistickej analyzy) naznacuju, ze podl'a hypotézy za modulaciou MDR testovanymi cielenymi

lie¢ivami skuto¢ne stoji efektivna indukcia apoptotickej bunkovej smrti.
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Obrazok 14 Hodnotenie aktivit kaspaz po 24h expozicii samotnému capmatinibu, samotnym
cytostatikam (Eto alebo Top) alebo ich kombindcii v sublinidch A431. Statistickd analyza
mala dve urovne. Najprv sa vSetky varianty lieciv i kombinacii porovnali s kontrolou pomocou
jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovym post hoc testom (ns, nesignifikantné;
*p < 0,05 **p <001, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlisenie vzoriek
negativnych/pozitivnych na indukciu apoptozy. Potom sa samotny Eto alebo Top porovnali s
kombinaciou lieciv pomocou neparového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné;
#p <005 #tp < 001). Vysledky su prezentované ako priemer z najmenej 3 nezavislych
merani. Cap (Capmatinib), Eto (Etoposid), Top (Topotekan).
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6.1.3.2. Pralsetinib

Vysledky dosiahnuté s pralsetinibom boli velmi podobné vysledkom ziskanym
s capmatinibom. U samotného pralsetinibu nepozorujeme ziadnu vyznamnu indukciu apoptdzy
vo vietkych testovanych variantoch (Obrdzok 15). Statisticky vyznamné zvySenie aktivity
kaspaz po expozicii etoposidu mozeme sledovat’ v parentnych bunkéach (Obrazok 154, 15B,
15C), avsak u transdukovanych bunkach je toto zvysenie aktivity signifikantné iba v niektorych
pripadoch (Obrdzok 15D, 15E, 15F, 15G, 15H, 15I). Podobne topotekan v parentnych bunkach
vyvolal signifikantné zvySenie aktivity kaspaz (Obrdzok 15J, 15K, 15L), ale nie v A431-
ABCG2 bunkach (Obrazok 15M, 15N, 150). Aktivita kaspaz v parentnych bunkéich sa
Statisticky neliSila u cytostatik samotnych vs. cytostatik s pralsetinibom (Obrdzok 154, 15B,
15C, 15J, 15K, 15L). Naopak signifikantné rozdiely v indukcii apoptézy medzi liecbou
samotnymi cytostatikami a kombindciou s pralsetinibom sme pozorovali vo vSetkych
transdukovanych liniach (Obrdzok 15D, 15SE, 15F, 15G, 15H, 151, 15M, 15N, 150). Tieto
rozdiely v Statistickej analyze medzi parentnymi a overexprimujucimi liniami naznacujl, ze
i v pripade pralsetinibu je potentnd indukcia apoptdzy dejom, ktory stoji za pozorovanym

potla¢enim MDR.
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Obrazok 15 Hodnotenie aktivit kaspaz po 24h expozicii samotnému pralsetinibu, samotnym

cytostatikam (Eto alebo Top) alebo ich kombindcii v sublinidch A431. Statisticka analyza

mala dve urovne. Najprv sa vsetky varianty lieciv i kombinacii porovnali s kontrolou pomocou

jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovym post hoc testom (ns, nesignifikantné;

*p < 0,05 **p <001, ***p < 0,001; ¥***p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlisenie vzoriek

negativnych/pozitivnych na indukciu apoptozy. Potom sa samotny Eto alebo Top porovnali s

kombinaciou lieciv pomocou neparového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné,

#p <005 ##p < 0,01). Vysledky su prezentované ako priemer z najmenej 3 nezavislych

merani. Pra (Pralsetinib), Eto (Etoposid), Top (Topotekan).
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6.1.3.3. Tazemetostat

Samotna expozicia buniek lie¢ivu tazemetostat nevyvolala ziadnu vyznamnu aktivaciu
kaspaz oproti kontrole vo vSetkych skimanych variantach (Obrdazok 16). K signifikantnému
zvyseniu aktivity 3/7, 8 a 9 kaspaz doslo po expozicii testovanym cytostatikam (etoposid alebo
topotekan) v parentnych bunkéch (Obrazok 16A4, 16B, 16C, 16J, 16K, 16L). Pravdepodobne
z dovodu protektivnej vlastnosti transportérov nedoslo v transdukovanych bunkéch k aktivacii
kaspaz vo vsetkych pripadoch po expozicii cytostatiku samotnému (Obrdazok 16D, 16E, 16F,
16G, 16H, 161, 16M, 16N, 160). Nesignifikantnu zmenu aktivity kaspaz mézeme pozorovat’
v parentnych bunkdch po expozicii samotnym cytostatikdm v porovnani s expoziciou ich
kombindcii s tazemetostatom (Obrdzok 16A4, 16B, 16C, 16J, 16K, 16L). Naopak signifikantné
rozdiely boli pozorované medzi liecbou samotnymi cytostatikami a kombinaciou
s tazemetostatom u A431-ABCBI1 (Obrazok 16D, 16E, 16F), A431-ABCC1 (Obrazok 16G,
16H, 161) a A431-ABCG?2 (Obrazok 16M, 16N, 160). V suihrne, i tazemetostat tak preukazal,
ze je schopny potlacit MDR prostrednictvom efektivnej indukcii apoptdézy v kombinécii

s cytostatikami, ktoré si obet'ami tohto fenoménu.
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Obrazok 16 Hodnotenie aktivit kaspaz po 24h expozicii samotnému tazemetostatu, samotnym

cytostatikam (Eto alebo Top) alebo ich kombindcii v subliniach A431. Statistickd analyza

mala dve urovne. Najprv sa vsetky varianty lieciv i kombinacii porovnali s kontrolou pomocou

jednosmernej ANOVA nasledovanej Dunnettovym post hoc testom (ns, nesignifikantné;

*p < 0,05 **p <001, ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. kontrola) na rozlisenie vzoriek

negativnych/pozitivnych na indukciu apoptozy. Potom sa samotny Eto alebo Top porovnali s

kombinaciou lieciv pomocou neparového t-testu s Welschovou korekciou (ns, nesignifikantné,

#p <005 ##p < 0,01). Vysledky su prezentované ako priemer z najmenej 3 nezavislych

merani. Taz (Tazemetostat), Eto (Etoposid), Top (Topotekan).
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7. DISKUSIA

Nedavny medicinsky pokrok v oblasti chemoterapie rakoviny viedol k zlepSeniu
kvality zivota a zniZzeniu mortality u pacientov s malignitami. Napriek tomu, ¢asto dochadza
k rezistencii na chemoterapeutika, ktora vedie k zlyhaniu lieCby a progresii malignych nadorov.
Tato MDR je komplikovany multifaktoralny jav, pri ktorom rakovinové bunky nereaguju na
Siroké spektrum lie¢iv s réznymi Struktrami alebo bunkovymi ciel'mi. Pomocou ABC
transportérov dochédza k ochrane tkaniv proti xenobiotikam, ale je i dobre zname, ze aktivne
vylucuju antineoplastikd z rakovinovych buniek, ¢im vytvaraja MDR. Prave tato nadmerna
expresia ABC transportérov mdze byt vysledkom nedostato¢nej odpovedi na chemoterapiu

s naslednou zlou prognézou (K. Tiwari et al., 2011).

Délezitou ulohou v predideni fenoménu MDR je spravne porozumenie funkcie ABC
transportérov a dosledkov ich overexpresie. Suc¢asnym podanim u¢innych inhibitorov tychto
transportérov vieme zvysit citlivost nadorovych buniek voci chemoterapeutikdm, ktora je
znizend kvoli overexpresii efluxnych transportérov. V poslednych desatrociach bola snaha
vyvinut u€inny liek, ktory by nebol transportnym substratom pre transportér, lenZe v suCasnosti
sa pouzivaju lieCiva, ktoré s aj substratmi. Z tohto dovodu sa vyskum priklonil k vyvoju
novych inhibitorov  ABC transportérov. Postupne boli vyvinuté 3 generdcie inhibitorov
s rozdielnou Specificitou a potenciou voci transportérom (Falasca & Linton 2012). Tieto
inhibitory sami o sebe nemali protinddorovy ucinok a v pouziti v kombindcii spolu
s cytostatikami bola viackrat zistend zvySend cytotoxicita alebo nedostatocnd uc€innost’

(Szakécs et al., 2006).

Duélne modulatory predstavuju novy pristup k liecbe. Okrem vlastnosti inhibicie
efluxného transportéru maju sami o sebe aj protinadorovy uc¢inok. Kombinaciou cytostatik
s dudlnymi modulatormi by malo dojst’ k synergistickému posobeniu, ktoré pri lieCbe umozni
znizit' davku podavaného cytostatika a zamedzi vzniku problémov, ktoré boli pozorované u
predchadzajtiicej generacie. Cielené pdsobenie dudlnych moduldtorov je ich zdsadnou
vlastnost'ou, ktord podpori rozvoj synergistického ucinku selektivne v rakovinovom tkanive
(Kathawala et al., 2015). Kombinécia modulatorov transportérov s protinadorovymi lie¢ivami
je vel'mi aktivnou oblast'ou vyskumu na zvratenie MDR. Vé¢Sina modulatorov pdsobi prave na
inhibiciu transportérov, ¢im sa znizi aj ich efluxna aktivita alebo nepriamymi mechanizmami,

ktoré suvisia s fosforylaciou transportnych proteinov alebo expresiou génov. Mnoh¢é klinické
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studie s niekol’kymi modulatormi MDR starej generacie preukazali nedostato¢né vysledky, iba
u niektorych pacientov doslo k vyraznej odpovedi, ¢o modze byt spdsobené tym, ze Uplne
chybala stratifikdcia pacientov na zaklade urcenia expresie dané¢ho transportéru v nadore
(Avendano & Menendez, 2002; Robey et al., 2018). Toto zistenie zdéraznuje, ze pre uspesSnu
aplikaciu modulacnej stratégie je kriticky nutnd aplikdcia zakladnych principov
personalizovanej mediciny. V pripade dualnych modulatorov to je vyber pacientov s ohl'adom
na stanovenie expresie a/alebo mutaéného stavu ich povodného ciela, ako aj expresie

transportéra(ov).

Vo svojej praci som najprv vykonala porovndvaciu prolifera¢na $tudiu s vybranymi
cielenymi lie¢ivami (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) na bunkovom modeli A431, ktora
sluzila pre dizajn naslednych kombinacnych studii a zaroven pre odhalenie toho, ¢i by tieto
potencialne modulatory MDR mohli byt tieZ v role obeti tohto fenoménu. Ukdazalo sa, Ze ani
jedna z latok nie je potencialnou obet'ou transportérmi sprostredkovanej MDR. Napriek tomu
sa uvadza, ze ABCB1 a ABCG2 mo6zu ovplyvnit' akumuldciu a distribuciu tazemetostatu
v mozgu in vivo (Zhang et al, 2015), mdze to byt ale tym, ze autori v §tadii pouzili iba jednu
davku a kratky Casovy interval, co mdZe viest’ k protichodnym ziverom. NavySe podla
ALOGPS 2.1 je logP pre tazemetostat 4.44 (vysoko lipofilny) a preto G€innost’ efluxnych
transportérov, ktoré maju sprostredkovat’ MDR vo¢i tomuto lie€ivu, je teda vyrazne obmedzena
(Cygalova et al., 2009). Podobne je na tom aj capmatinib (logP mé hodnotu 3.04) a pralsetinib
(logP ma hodnotu 3.65). Stadia zamerana na pralsetinib poukazuje, Ze ABCB1 a ABCG2
transportéry ovplyviiuji biologicku dostupnost’ in vivo u mysi, a navySe ABCB1 mdze silno
obmedzit’ prienik pralsetinibu do mozgu (Wang Y. et al., 2021). Aj v tejto Stadii mohlo dojst’
protichodnym z&verom, z dovodu pouzitia vel'mi kratkych ¢asovych intervaloch a nizkej davky
v experimentoch. Je pravdepodobné, Ze naSe proliferacné Stidie su relevantnejSie, pokial’ ide o

predpovedanie vlastnosti obete rezistencie, ako vyssie diskutované Studie penetracie do mozgu.

V nadvéznosti na porovnavacie prolifera¢né stadie som predviedla kombina¢nu Studiu
v rovnakom bunkovom modeli. V experimente som kombinovala etoposid a topotekan
s testovanymi cielenymi lie¢ivami. Predmetom experimentu bolo overenie schopnosti
potencialnych dualnych modulatorov negativne ovplyvnit MDR, a to na Grovni proliferacie a
apoptozy. Kombinaciou tychto lieiv sa vo vSetkych pripadoch v liniach s overexpesiou
skimanych transportérov preukdzal ich vziajomny synergismus, ¢o ich utvrdzuje ako

potenciondlnych moduldtorov MDR. Vysledky, ktoré sme ziskali v kombina¢nych Studidch,
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povazujem za dolezité, ked’ze poskytuji dolezité pilotné poznatky pre d’alSie stidie. Budtce
Stadie by sa mali zaoberat kombindciami tychto inhibitorov s inymi substratmi ABC
transportérov a taktiez rozsirit' ziskané poznatky v in vivo/ex vivo modeloch. Xenografty
(xenoimplantaty) buniek s nadmernou expresiou ABC transportérov patria k vyznamnym in
vivo modelom, ktoré¢ mézu pomdet’ zhodnotit’ potencialnu klinicku relevanciu ziskanych in
vitro vysledkov. U zivych organizmoch, ktorym st podané kombinécie cytostatika-substratu a
modulatoru, vieme pozorovat' spravanie xenograftov, ktoré vyobrazia okrem funkcnosti
kombinacie lieCiv aj dopad na cely organizmus vratane neziaducich (Yang et al., 2017).
V jednej zo §tadii pomocou xenograftov ziskanych zo vzoriek nédoru pacienta, testovali
kombindciu capmatinibu spolu s BH3 mimetikami a aj docetaxelom. Vysledkom tejto Studie
bolo zistenie, ze kombinacia tychto lieiv s capmatinibom zvySovala jeho protinddorova
aktivitu (Baltschukat et al., 2019). V d’alSej zo Studii vyuzivajicich xenografty ziskané z
epiteloidného sarkomu pacientov autori skimali tazemetostat a doxorubicin samostatne a ich
kombinaciu. Aj tu bolo vysledkom studie to, ze kombinécia tazemetostatu s doxorubicinom
vykazovala synergickt protinddorovi aktivitu (Pasquali et al., 2022). Docetaxel i doxorubicin
si zname obete MDR sprostredkovanej ABC transportérmi (Robey et al., 2018). Vzhl'adom na
tieto a naSe vysledky tak mdéZeme ocakavat, Ze sa na vysledkoch zmienenych S§tadii mézu
podielat’ aj interakcie na transportéroch. Navyse od roku 2019 prebieha randomizovana, dvojito
zaslepend, placebom kontrolovand Stadia III. fazy s Castou fazy 1b (NCT04204941), ktorej
cielom je zhodnotit’ G¢innost’ tazemetostatu s doxorubicinom oproti placebu s doxorubicinom
u 0sob s pokrocilym epiteloidnym sarkémom. Sledovanie vystupov tejto Studie moze byt

zaujimave, ak budua vysledky doplnené aj expresnou transportérovou analyzou.

V protinaddorovej lieCbe sa v mnohych pripadoch kombinuju 2 alebo viac lie¢iv, ktoré
st cielené na urcité procesy v proliferacii nddorovej bunky a samotnej onkogenézii. Pri
kombindcii lie¢iv mdze Casto dojst’ k aditivnemu efektu (kombinované u¢inky dvoch lie¢iv sa
rovnaju suctu ucinkov dvoch lie¢iv poOsobiacich nezavisle), antagonistickému efektu
(kombinované ucinky dvoch lie¢iv sit menSie ako U€inky dvoch nezavisle pdsobiacich lieciv)
alebo synergickému ucinku (kombinované ucinky dvoch lieciv st vicsie ako ucinky dvoch
samostatnych liec¢iv). V klinickych $taidiach sa usilie v sucasnosti viac zameriava na
identifikéaciu synergickych kombinécii liekov (Lopez & Banerji 2017). Synergia je zdsadna pre
protinadorovu terapiu, ked’Ze umoziuje znizit’ davkovanie toxickych lie¢iv pri zachovani alebo
dokonca zvySeni Uc¢innosti. Tym sa nasledne zniZzuje moznost’ vzniku rezistencie a zvySuje

bezpecnost’ a/alebo ucinnost’ farmakoterapeutickych rezimov (Mokhtari et al., 2017). Pri
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vybere najucinnejSicho kombinovaného lieCebného rezimu je dodlezit¢ pochopit’ a zvazit
klinické problémy, ako je vyber cytotoxickych liekov, optimalizidcia davkovacieho rezimu,
mechanizmy synergie ale aj cielenie na viaceré transportéry naraz, z dovodu lepsej efektivnosti
liecby (Feng et al, 2014). Vsetky varianty testovanych kombinacii v bunkach
overexprimujucich transportéry vykazovali synergické pdsobenie (analyza bola prevedena
podl'a metédy Chou-Talalay, data neuvedend), ¢o je zasadny fakt pre mozné uspesné vyuzitie

nami navrhovanej stratégie v klinickej praxi.

Ak by som mala prilezitost’ svoje vysledky znovu overit’ a rozviest, vyskusala by som
metodu akumulacénych $tudii. Pri tychto Stadiach stanovujtcich inhibiciu ABC transportérov sa
meria mnozstvo akumulovaného fluorescen¢ného substratu (calcein AM a hoechst 33342) po
expozicii testovanej substancii. Dalsie vhodné rozvinutie prace by bolo §tidium vybranych
ABC inhibitorov za podmienok ex vivo, z hl'adiska inhibi¢ného a kombina¢ného efektu. Ziskali
by sme takto cenné poznatky o tom, ¢i by sa tieto inhibitory vedeli uplatnit’ ako modulatory

v klinickych stadiach.

Mnoho vedeckych §tadii sa zaobera vplyvom ABC transportérov na vzniku MDR,
skumaji kombinécie lieciv, ktoré by tomuto fenoménu mohli predist’ a zdroven sa snazia overit’
tieto vysledky v klinickych S$tadiach. Vysledky ziskané v tejto praci mozu dopomdct
a nasmerovat’ buduce experimenty a Studie. Pozorované sucasné zacielenie na 3 hlavné ABC
transportéry (ABCB1, ABCC1 a ABCG2) prinaSa nesporné vyhody, ked'ze sa dokazalo, ze
moézu byt vnadoroch naraz koexprimované. Mnoho cytostatik je substratom viacerych
transportérov naraz a v pripade inhibicie jednej efluxnej cesty moZu vyuzit' cestu nahradnu.
Prave preto je vhodné navrhnat/odhalit’ inhibitora, ktory by ovplyvnil vSetky overexprimované
transportéry (Stefan, 2019). Mimo stratégie novych modernych cielenych lieCiv s dudlnym
ucinkom sa v stcasnosti stale skiimaji a objavuju nové stratégie prekonania MDR, ako
napriklad pouZzitie monoklonélnych protilatok, aplikdcia malej interferujlicej] RNA (siRNA) a
mikroRNA (miRNA) (Jaramillo et al., 2018; Kathawala et al., 2015; Lee et al., 2018; Pérez-
Herrero et al., 2015). Velké vedecké Usilie zamerané na hladanie stratégii prekonavajtcich
MDR reflektuje dolezitost’ tejto oblasti, ktorej rozvoj mé potencidl vyrazne vylepsit’ prognézy

onkologickych pacientov lie¢enych farmakoterapeutickymi prostriedkami.
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8. ZAVER

V tejto diplomovej praci sme najprv skimali antiprolifera¢né vlastnosti troch vybranych
cielenych nizkomolekularnych lie¢iv (capmatinib, pralsetinib a tazemetostat) v A431 linii s/bez
overexpresie ABC efluxnych transportérov spojovanych s rozvojom MDR (ABCB1, ABCCI1,
ABCG2). Vdaka ziskanym vysledkom sme pokracovali v kombina¢nych stadiach, kde sme
sledovali MDR-modulacné efekty tychto lieiv spolu s etoposidom/topotekanom na

proliferacnej a apoptotickej trovni.

V prvej Casti sme opisali, Zze pritomnost ABC transportérov nijak neovplyviiuje
antiproliferacné efekty capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu. Z tychto vysledkov mézeme
usudit’, ze nefiguruju ako obeti MDR sprostredkovanej transportérmi. V néslednej ¢asti sme
nadviazali kombinacnymi Studiami, kde v pripadoch s exprimovanymi transportérmi doslo
k zvySeniu citlivosti buniek voci testovanym cytostatikdm, priCom v parentnych bunkach
k tomuto javu nedoslo, ¢o naznacuje ich rolu ako moduladtorov MDR. Toto zistenie sme si
overili na urovni kaspaz, v ktorom sme potvrdili, Ze za synergickymi vysledkami pozostava

molekularny mechanizmus efektivnej indukcie apoptozy.

Vysledky tejto prace rozsirili poznatky o Studovanych liecivach a ziskané data mézu
byt pouzit¢ pre dalsi vyskum, ktory sa eSte podrobnejSie zameria na modulacné efekty
capmatinibu, pralsetinibu a tazemetostatu. Tak isto tieto vysledky mozu sluzit’ ako podklad pre
nasledné in vivo $tudie, kde sa mézu objektivne zhodnotit’ nase zavery. Ak sa potvrdia, popisané
synergické kombindcie by v budicnosti mohli byt transformované do podoby klinicky
uzivanych rezimov. Tieto rezimy by poskytli efektivnu a bezpecnu lieCbu pacientom ¢eliacim

MDR sprostredkovanej nadmernou expresiou ABC efluxnych transportérov.
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