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Abstrakt
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Nazov diplomovej prace: Stadium vplyvu vybranych inhibitorov tyrozinkindz na
mnohopocetnit  liekovll rezistenciu sprostredkovani ABC liekovymi efluxnymi

transportérmi

Tyrozinkindzy st enzymy doélezité pri bunkovej proliferacii, karcinogenéze, apoptdze
a diferencidcii buniek. Deregulacia tychto enzymov moéze mat’ za nasledok premenu
normalnej bunky na nddorovu. Blokovanie ich funkcie inhibitormi tyrozinkinaz (TKi) sa
povazuje za slubnu liecbu réznych typov nadorov. ABC transportéry tvoria rodinu
transmembranovych proteinov schopnych transportovat’ Siroktl $kdlu substratov cez
biologické membrany pomocou na ATP zavislych liekovych efluxnych pump.
Ovplyviiuju farmakokinetiku liekov, na druhej strane ale zapricinuju zlyhanie terapie
kvoli ich nadmernej expresii v nadorovych bunkach. V nasom predchadzajucom
vyskume sme hodnotili inhibi¢né schopnosti dvoch vybranych TKi (alektinib, brivanib)
v bunkovych liniich MDCKII (parentnych a transdukovanych ludskymi ABCBI,
ABCC1 a ABCQG2 transportérmi). Alektinib vyrazne inhiboval transportéry ABCBI1
a ABCG2, ale nie ABCCI1. Brivanib preukdzal inhibiciu vSetkych troch Studovanych
transportérov. Na zdklade tychto vysledkov sme v tejto praci testovali kombinacie
vybranych TKi s cytostatickymi substratmi ABC transportérov aich potencionalnu
schopnost’ prekonat” mnohopocetnu liekovu rezistenciu (MDR). V naSom vyskume sme
pouzili mitoxantron a daunorubicin ako dobre zname chemoterapeutika a substraty ABC
transportérov. Preukazali sme, Ze sucasné podanie TKi a cytotoxického substratu ABC
transportéra moze viest' k zvySeniu intraceluldrnej akumulécie substratu a synergickému
protinddorovému uc¢inku. Nasledne sme skiimali vplyv tychto novych protinadorovych
lie¢iv na expresiu ABC transportérov na irovni mRNA pouzitim buniek LS174T, A549,
Caco-2 a NCI-H1299. K zaveru by nase vysledky mohli sluzit’ ako cenny zéklad pre

in vivo stidie a potencidlne priniest’ ucinnu terapiu pre mnoho onkologickych pacientov.



Abstract
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Title of diploma thesis: Study on impact of selected tyrosine kinase inhibitors on

multidrug resistance mediated by ABC drug efflux transporters

Tyrosine kinases are an important class of enzymes controlling cell proliferation,
carcinogenesis, apoptosis and cell differentiation. Deregulation of these enzymes can
transform normal cell into a cancerous one. Blocking their function by tyrosine kinase
inhibitors (TKi) is considered a promising treatment for various types of cancer. ATP-
binding cassette (ABC) transporters form a family of transmembrane proteins that can
transport a wide variety of substrates across biological membranes via ATP-dependent
drug efflux pumps. They modulate drug pharmacokinetics, but on the other hand, lead to
therapy failure due to overexpression in cancer cells. In our previous study, we evaluated
inhibition properties of two selected TKi (alectinib, brivanib) in MDCKII cell lines
(parent one and those transduced with human ABCB1, ABCC1 and ABCG2). Alectinib
significantly inhibited ABCB1, ABCG2 but not ABCCI1 transporter. Brivanib showed
triple inhibition of all studied transporters. In the present work, we evaluated
combinations of alectinib and brivanib with cytostatic substrates of ABC transporters,
daunorubicin and mitoxantrone and their potential ability to overcome multidrug resistance
(MDR) to these cytostatic agents. We showed that simultaneous administration of the TKi
and the cytotoxic substrate of ABC transporter may lead to increased intracellular
accumulation of the substrate and to pronounced synergistic anticancer effect. Thereafter,
we investigated the effect of these novel anticancer drugs on expression of ABC
transporters at mRNA level using LS174T, A549, Caco-2 and NCI-H1299 cells. In
conclusion, our results could serve as a valuable foundation for follow-up in vivo studies

and potentionally bring an effective therapy for many oncology patients.
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1 Zoznam skratiek

ABC

ABCBI1

ABCC1

ABCG2

ALK

API

DAU

DMEM

DMSO

EMEM

FBS

FDA

FGFR-1

HEB

HEPES

MDCKII

MDR

MTT

MTX

NBD

NEAA

NSCLC

PBS

ATP-binding cassette

P-glykoprotein, P-gp, MDR1

multidrug resistance-associated protein 1, MRP1
breast cancer resistance protein, BCRP, MXR, ABCP
anaplasticka lymfomova kinaza

voda na injekciu

daunorubicin

Dulbecco's Modified Eagle's médium
dimethylsulfoxid

Eagle's Minimum Essential médium

fetalne bovinné sérum

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv
fibroblastovy rastovy faktor
hematoencefalickd bariéra

hydroxyethyl piperazin etdnsulfonova kyselina
Madin-Darby Canine Kidney II, bunkov4 linia
mnohopocetna liekova rezistencia
methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid
mitoxantron

nukleotidy viazuca doména

neesencialne aminokyseliny

nemalobunkovy karcinom pl'ic

fosfatovy pufer



RPMI-1640

RTK

TK

TKi

TMD

VEGFR-2

Roswell Park Memorial Institute médium-1640
receptorové tyrozinknazy

tyrozinkinazy

tyrozinkinazové inhibitory

transmembranova doména

vaskularny endotelidlny rastovy faktor



2 Uvod

Nadorové ochorenia sa povazuju za hlavni priinu umrtia a najdolezitejSiu prekazku
zvySovania priemernej dizky Zivota v kazdej krajine sveta v 21. storo&i. V roku 2018 je
celosvetovo odhadovanych 18,1 milionov novych pripadov karcindémov, pricom
najCastejSie diagnostikovand je uoboch pohlavi rakovina plac (11,6% vSetkych
pripadov), s nepriaznivou progndzou, ked’ze je vedicou priCinou smrti na nadorové

ochorenia (18,4% vsetkych iimrti na onkologické ochorenia) (Bray et al., 2018).

Tradi¢nd chemoterapia pdsobi na vsetky deliace sa bunky, ¢im vytvara toxické ucinky aj
na zdravé tkaniva. Hlavnou vyzvou je teda ndjst’ terapeuticky pristup, ktory Specificky
zabija len maligne bunky a tym obmedzuje vedl'ajSie ucinky na zdravé tkaniva. Vd’aka
pokrokom v porozumeni mechanizmom podielajicich sa na zhubnej transformadcii
buniek je novym terapeutickym pristupom cielend terapia (Giordano a Petrelli, 2008).
Rozoznavame 3 hlavné typy cielenej protinddorovej liecby: monoklonalne protilatky,
inhibitory malych molekul a imunotoxiny. V naSej praci sme sa zamerali na inhibitory
malych molekul — tyrozinkinaz (TKi), ktoré kompetetivne inhibuji hydrolyzu ATP,
a tym zabranuju aktivacii signalnych kaskad veducich ku proliferacii, rastu, zabraneniu
apoptdzy, angiogenéze a metastaze. Deregulacia tyrozinkindz teda moéze viest ku
nadorovému bujneniu, preto st ich inhibitory sl'ubnou stratégiou v liecbe rakoviny

(Baudino, 2015; Arora, 2005).

ABC transportéry su membranové proteiny vyuzivajice energiu z ATP na prenos
obrovského mnoZstva rdznych typov substratov proti koncentraénému spadu. Transport
moze prebiehat’ oboma smermi, no zatial’ ¢o importéry, prinasajuce Ziviny a iné¢ molekuly
do bunky, sa nachddzaji vyhradne v prokaryotickych organizmoch, exportéry boli
najdené ako u prokaryotickych, tak u eukaryotickych organizmov a pumpuji substraty
von z bunky (Schmitt a Tampé, 2002; Rees et al., 2009). Ked'Ze substratmi efluxnych
ABC transportérov je mnozstvo lie€iv vratane cytostatik, znizuja tak ich intracelularnu
koncentraciu, ¢o vedie k mnohopocetnej liekovej rezistencii (MDR) a st zodpovedné za

Casté zlyhavanie liecby (Wu a Fu, 2018).

Zatial’ o je chemoterapia stale najucinnejSou lieCbou metastatickych nadorov, je za 90%
pripadov zlyhania terapie zodpovedna liekova rezistencia (Pluchino et al., 2012).

Dlhodobou expoziciou cytotoxickym latkam moéZe dochadzat’ k indukcii expresie
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proteinov zapojenych do MDR ato nielen ukonvenénych chemoterapeutik, ale aj
v pripade TKi, preto ma potencial predovsetkym kombinovana liecba (Chen et al., 2016;
Beretta et al., 2017).

V naSej praci sme sa venovali vyuzitiu interakcii vybranych TKi s ABC liekovymi
efluxnymi transportérmi pre prekonanie cytostatickej MDR. Sledovali sme vplyv
kombindacie cytostatik, ktoré su substratmi ABC liekovych efluxnych transportérov,
s alektinibom a brivanibom, ¢o st TKi, u ktorych sme v predchadzajucom vyskume
preukazali inhibi¢ny vplyv voci testovanym transportérom. Aby sme zhodnotili, ¢i
Studované TKi maju potencidl ovplyvnit MDR fenotyp nddorovych buniek alebo
systémovu farmakokinetiku sucasne podanych lieCiv, previedli sme nasledne expresné
Stidie s vybranymi bunkovymi modelmi (LS174T, A549, Caco-2 a NCI-H1299).
Vysledky nasej prace odhalujii schopnost’ Studovanych latok modulovat MDR
sprostredkovanu ABC liekovymi efluxnymi transportérmi a prinasaju tak potencidlne

dolezité informécie pre optimalizaciu onkologickej liecby.
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3 Teoreticka cast’

3.1 ABC liekové efluxné transportéry

3.1.1 Vseobecna charakteristika a nomenklatara

ABC transportéry st multidoménové membranové proteiny vyuzivajice energiu
z hydrolyzy ATP k prenosu substratov cez bunkové membrany smerom do (influx) alebo
z (eflux) bunky u vSetkych organizmov. Tvoria jednu z najvacsich proteinovych rodin
asu klucové pre mnozstvo biomedicinskych javov, vratane néadorovej rezistencie

k liecivam (Jones a George, 2004).

LCudsky gendm obsahuje 48 génov pre ABC transportéry usporiadanych do siedmych
podrodin oznacenych od A do G na ziklade organizicie domén a podobnosti
aminokyselin a pomenovanych podla rozdielnej evolucie. Systém nomenklatury bol
schvaleny Vyborom pre genetické nazvoslovie HUGO a je usporiadany podla
percentualnej zhody sekvencie aminokyselin. Transportéry zdiel'ajiice aspont 40% zhodu
su priradené k urcitej rodine (ABC). Proteinové sekvencie zdielajuce aspont 55%
totoznost’ su zoskupené do podrodiny (A-G) a transportéry zdiel'ajice viac ako 70%
zhodu aminokyselin su potom v ramci podrodiny oznacené ako Clenovia, vicSinou
sa podiel’a na vzniku niekol’kych l'udskych genetickych defektov ako cysticka fibroza,
neurologické ochorenia, ¢i zmenena odpoved’ na lieCiva (Vasiliou ef al., 2008; Dean et

al., 2001).

V rédmci rodiny ABC transportérov je vyclenovand samostatnd skupina transportérov
sprostredktivajucich len eflux a spolo¢nym cCinitel'om je transport lie€iv, oznacujica sa
ako ABC liekové efluxné transportéry (Fromm a Kim, 2011; You a Morris, 2007). Prave
lickové efluxné transportéry st predmetom nasho skiimania, a preto sa tejto skupine
budeme podrobne venovat v nasledujucich podkapitolach. Do skupiny liekovych
efluxnych transportérov byvaji obyc€ajne radeny zastupcovia Styroch podrodin — ABCA
(ABCA2), ABCB (ABCB1), ABCC (ABCC1-6 a ABCC11) a ABCG (ABCG2), avsak
nedavne vyskumy naznacujl, ze na transporte sa moze podielat’ az 30 transportérov
(Gillet et al., 2007). Najvyznamnejsie liekové efluxné transportéry, ktoré sa podielaji na
vzniku rezistencie nddorovych buniek k cytostatickej liecbe st podrobne popisané

v podkapitolach 3.1.4.1,3.1.4.2 a3.1.4.3.
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3.1.2  Struktira

Vsetky ABC liekové efluxné transportéry su charakteristicky Strukturdlne organizované,
typicky do Styroch membranovo-asociovanych domén. Dve z tychto transmembrénovych
domén (TMD) st vysoko hydrofobne a kazda zvycajne pozostava zo Siestich membranou
prechadzajucich segmentov. Vd’aka tymto doménam prechadza substrat membranou za
konforma¢nych zmien TMD a predpoklada sa, ze urcuji tiez substratova Specifitu
transportéru. Dal$ie dve domény spajaju nukleotidy (NBD) a s lokalizované na
cytoplazmatickej strane membrany, pricom viazu a hydrolyzujt ATP pomocou
podjednotky s ATP-azovou aktivitou, ¢im poskytuju energiu na eflux fyziologickych ¢i
xenobiotickych substratov z cytoplazmy do extracelularneho priestoru. NBD obsahuju
typické tuseky, tzv. Walker A a B motivy, proteinové sekvencie pritomné aj v inych
proteinoch viazucich ATP, ktoré zohravaji doleziti tlohu pri hydrolyze ATP na ADP+
fosfat. Na Obr. 1A je znazorneny typicky ABC transportér zloZeny z dvoch jadrovych
jednotiek tvoriacich TMDI1-NBD1-TMD2-NBD2 polypeptidovu jednotku ako je to
u ABCBI1. Molekulova struktara u ostatnych ABC transportnych proteinov sa moze ale
lisit. ABCC2 protein pozostdva eSte zpiatich helikdlnych transmembranovych
segmentov nazyvanych tiez terminalnou transmembranovou doménou (TMDy) spojenou
sjadrom Lo sluckou (Obr. 1B). Naopak, ABCG2 protein je polovi¢ny transportér
pozostavajuici z jednej] TMD a jednej NBD domény (Obr. 1C). V porovnani s vysSie
uvedenymi transportérmi, ktoré funguju ako monoméry, ABCG2 vyuZiva na aktivaciu
transportéra disulfidové mostiky, ktorymi vytvori homodimér (Dean et al., 2001; Chen

etal., 2016).
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NBED, NBD,

NBD

Obr. 1 Sekunddrna Struktura modelov najvyznamnejSich ABC liekovych efluxnych
transportérov. Schématicke zndazornenie transmembranovych domen (TMD), nuleotidy-
viazucich domén (NBD) a slucky 0 (Lo). (A) ABCBI/P-glykoprotein (P-gp), (B)
ABCC2/Multidrug resistance protein 1 (MRPI1), (C) ABCG2/Breast cancer resistance
protein (BCRP).

Prevzaté z: Chen et al., 2016
3.1.3  Lokalizacia, funkcia, regulicia expresie

Vsetky ABC liekové efluxné transportéry sa prirodzene vyskytuji v l'udskych tkanivach,
okrem exogénne podavanych lieCiv teda prenasaji mnozstvo endogénnych substratov
(Gottesman et al., 2002). Lokalizacia jednotlivych zastupcov sa 1isi, vSeobecne su ale
exprimované v Creve, peceni a obli¢kach, kde ovplyviuji farmakokinetiku substratov.
Nachadzaju sa tiez v placente, hematoencefalickej (HEB) a hematotestikularne;j bariére,
kde chrania citlivé tkaniva pred toxickymi efektami xenobiotik (Fromm, 2015; Szakacs
et al., 2008; Leslie et al., 2005). Ich pritomnost’ bola vo zvySenej miere tieZ zaznamenana
v nadorovych bunkach, kde aktivnym odstrafiovanim cytostatik prispievaji k rezistencii
na protinadorovu liecbu, podl'a ¢oho sa zvyknu nazyvat’ aj proteinmi mnohopocetnej
liekovej rezistencie (Szakacs et al., 2008). Prehlad lokalizacie jednotlivych ABC

efluxnych transportérov je znazorneny na Obr. 2.
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Obr. 2 Lokalizacia jednotlivpch transportérov a smer prenosu substrdtov.
Znazornenie expresie liekovych efluxnych transportérov P-gp (ABCB1), MRP1 (ABCC1),
BCRP (ABCG2) sledovanych v nasom experimente a ostatnych transportérov v (A)
ludskych enterocytoch, (B) mozgovych kapilarnych endotelovych bunkach, (C)
hepatocytoch a (D) renalnych epitelialnych bunkdach rozdelenych podla vyskytu na
apikalnej/bazolaterdalnej membrane jednotlivych buniek.

Prevzaté z: Krajcsi, 2013

Substratovd rozmanitost ABC transportérov je obrovskd. Pohybuje sa od malych
anorganickych i6nov ako chlorid, cez aminokyseliny, cukry, peptidy, protinadorové
lieCiva az bielkoviny. Bez ohl'adu na ,,promiskuitnti* povahu transportérov a typ substratu
je transport vZzdy pohanany hydrolyzou ATP (Obr. 3) (Schmitt et al, 2002). Maju

schopnost’ takto vylucit’ lieky naspét’ do vonkajSieho média (ZI¢, mo¢, stolica) alebo do
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krvi v zavislosti na ich polarizacii. Tymto spdsobom moduluji absorbciu, distribliciu
a elimindciu liekov a vzhl'adom na vysoka diverzitu substratov st miestom sutaze
subezne podavanych liekov. Inhibicia ABC liekovych efluxnych transportérov je teda
mechanizmom vyznamnych liekovych interakcii. Inym mechanizmom je indukcia
expresie génov, kedy nadmernd expresia poskytuje odolnost’ vo¢i protinddorovym latkam

a inym lie¢ebnym postupom (Marquez a Van Bambeke, 2011).

Substrate

NBD NED NBD  mBD
Y e -
Hydrolysis

Obr. 3 Mechanizmus funkcie ABC efluxnych transportérov. ABC transportéry su
zavislé na energii. Po naviazani substratu a hydrolyze ATP vykazuju konformacnu zmenu,
ktora riadi transport substratu.

Prevzaté z: Chen et al., 2016

Regulacia expresie je pod kontrolou komplexnej regulacnej siete a okrem bazélnej
expresie ABC génov moZe byt ich expresia inducibilné rozliénymi vonkajSimi faktormi.
Gény podiel'ajuce sa na lieckovom metabolizme a transporte st regulované najmene;j
troma jadrovymi receptormi (xenosenzormi), ato aryl-uhlovodikovym receptorom,
konstitutivhym androstanovym receptorom a receptorom pre pregnan-X. Tieto
xenosenzory detekuji xenobiotika v bunke a koordinuji expresiu génov kodujtcich
systém metabolizujiici a transportujuci xenobiotika, zahfnajuci cytochromy P450,
konjugacné enzymy a transportéry, ¢im spolu vytvaraji prvu liniu ochrany organizmu

(Pascussi et al., 2008; Staud et al., 2010; Scotto, 2003).

Indukovat’ expresiu ABC transportérov mozu faktory ako ultrafialové svetlo, kyselina
retinova, ¢i lieky ako fenobarbital, rifampicin, ¢i dexametazon (Scotto, 2003; Kim, 2002).
Naopak znizit' ich expresiu mozu faktory ako stres, ¢i antionkogén p53, ¢o moze byt

spojené s viacerymi ochoreniami ako Alzheimerova, Parkinsonova choroba alebo HIV
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infekcia z dovodu zniZenej ochrany mozgu. ZvySend expresia ABC transportérov
v pripade protinddorovych lie¢iv negativne znizi aktivnu koncentraciu lieCiv, ale tiez
znizenim priepustnosti HEB zvySi ochranu CNS pred pdsobenim Skodlivych latok

(Scotto, 2003; Choudhuri a Klaassen, 2006; Miller, 2010).
3.14 Rola vo farmakokinetickej mnohopocetnej liekovej rezistencii

Mnohopocetna liekova rezistencia je odolnost’ nadorovych buniek k jednému lieku
sprevadzana rezistenciou na farmakologicky 1 Strukturalne odlisnt skupinu liekov (Chen
et al., 2016). Vicsina metastdzovanych nadorov st bud’ primarne rezistentné na
chemoterapiu alebo na chemoterapiu reaguji, ale casom sa na fiu vyvinie ziskana
rezistencia. Ziskat' ju pritom mo6zu dlhodobou expoziciou cytotoxickym latkam, kedy

dochadza k indukecii expresie proteinov zapojenych do MDR (Obr. 4).

Najbeznejsie mechanizmy protinadorovej rezistencie su farmakokinetické a
farmakodynamické. Farmakokineticki MDR moze byt spdOsobend znizenym
vychytdvanim lie¢iv bunkami, ¢i nadmernou expresiou efluxnych transportérov
a detoxikacnych enzymov, ¢o redukuje akumulaciu aktivnej formy lie¢iv v nadorovych
bunkach. Farmakodynamicka MDR je spdsobend faktormi ovplyvitujucimi cielenie lieCiv
ako translokécia, delécia, mutdcia a amplifikacia ciel'a posobenia lie¢iv (Chen et al.,
2016; Lippert et al., 2011; Joyce et al., 2015; Deng et al., 2014). V nddorovych bunkéch
je jeden z najdodlezitejSich dovodov MDR zvySeny eflux lieciv ABC liekovymi efluxnymi
transportérmi. NajlepSie prestudovanymi l'udskymi transportérmi st P-glykoprotein (P-
gp/MDR1/ABCB1), multidrug resistance protein 1 (MRP1/ABCCI1) a breast cancer
resistant protein (BCRP/MXR/ABCP/ABCG2) (Li et al., 2016).
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Obr. 4 Hlavné mechanizmy ziskanej mnohopocetnej liekovej rezistencie. Vstupom
lieciva do bunky je vydany signal, prostrednictvom ktorého su vo zvySenej miere
exprimované geny kodujuce proteiny biotransformacnych enzymov, ktoré premienaju
lieciva na neaktivne metabolity a gény kodujuce proteiny efluxnych transportérov, ktoré
aktivne vymrstuju lieciva von z bunky a tym znizuju ucinnu plazmaticku koncentraciu.

Prevzaté a upravené z: Fletcher et al., 2010

3.14.1  P-glykoprotein (ABCB1)

Juliano a Ling charakterizovali vroku 1976 po prvykrat 170-kDa glykoprotein
rezistentny na kolchicin (Juliano a Ling, 1976). Pomenovali ho Permeabilita (P)-
glykoprotein, pretoze sa predpokladalo, Ze sposobuje rezistenciu voc€i lieckom znizenou
priepustnostou membrany (Kim a Chen, 2018). Je to najlepSie preStudovany
transmembranovy protein kdodovany jednym polypeptidovym retazcom zloZzenym

z dvoch TMD a dvoch NBD (Obr. 1a) (Li et al., 2016).

Lokalizovany je v membrane epitelidlnych buniek v ¢reve, peceni, oblickach, kde
ovplyviiuje absorbciu lieiv a podporuje ich bilidrnu a rendlnu eliminaciu. Chrani tiez
tkaniva ako mozog, plod, ¢i semenniky pred toxickym uc¢inkom xenobiotik (Wolking et
al.,2015). Okrem toho je ABCBI1 lokalizovany na membranach cirkulujicich buniek ako
lymfocytov ¢i hematopoetickych kmenovych buniek, ¢im prispieva k zniZenej odpovedi

na liecbu HIV ¢i leukémie (Chandler et al., 2007; Svirnovski et al., 2009).
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Mnozstvo aroznorodost’ liekov transportovanych P-gp je obrovska. Zahfiia nielen
protinddorové lieCivda ako Vinca alkaloidy (vinblastin, vinkristin), antracykliny
(doxorubicin, daunorubicin), podofylotoxiny (etoposid, teniposid) a taxany (paklitaxel,
docetaxel), ale tiez mnoho d’alSich lieCiv ako imunosupresivum cyklosporin A, srdcovy
glykozid digoxin, glukokortikoid dexametazén, antihelmintikum ivermektin, niekol’ko
inhibitorov HIV protedz, ¢i inhibitory tyrozinkindz. Ked'Ze rozpoznava a vymrstuje také
mnozstvo Strukturalne a biochemicky nestvisiacich substratov, je vel'mi komplikované
najst’ spolocné znaky, ktoré by sa dali vyuzit' pri lickovom dizajne (Kathawala et al.,

2015; Hodges et al., 2011).

Od objavu, ze zvysSena expresia ABC transportérov v nadorovych bunkach spdsobuje
rezistenciu na chemoterapiu bola snaha vyvijat lie¢iva schopné zablokovat C¢i
deaktivovat’ tieto transportéry s cielom zvysit koncentraciu chemoterapeutik v bunkach.
Vseobecne mozeme inhibitory/modulatory P-gp rozdelit do troch generacii. Prva
generacia inhibitorov. MDR transportérov zastipend latkami ako verapamil,
cyklosporin A a chinin sice vykazovala ucinnost’ v preklinickych $tadiach, ale nebola
ucinna vo¢i MDR v klinickych vyskumoch a naopak vykazovala vyssiu toxicitu (Szakacs
et al., 2006). S cielom vyhnut' sa tymto problémom boli navrhnuté lieky valspodar
a biricodar tak, aby boli zamerané na konkrétne transportéry MDR. Tieto latky, neskor
zname ako druha generdcia MDR modulatorov bola v kombinécii s konvencnymi liekmi
viac uc¢innd ako lieky prvej generacie, mali vysSiu biodostupnost’ a niZ$iu toxicitu, ale
v klinickych ~ vyskumoch chybala vyznamnejSia UCinnost atiez interferovali
s cytotoxickymi latkami, spomal’ovali ich clearance a tym zvySovali toxicitu na zdravé
tkanivd (Nobili ef al., 2006; Goldman, 2003). Tretia generacia liekov ako elacridar,
laniquidar, zosuquidar a tariquidar bola Specificky navrhnutda na vysoku afinitu
transportéra a nizke farmakokinetické interakcie. Vyznamne inhibovali ABCBI1, zaroveil
boli mene;j toxické a tiez inhibovali ABCG2 a ABCC1. Napriek poc¢iatoénému nadSeniu
tieto latky neuspeli v klinickych §tudidch predovsetkym z dovodu toxicity (Szakécs et al.,

2006).
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3.1.4.2  Multidrug resistance-associated protein (ABCC1)

Prvy z deviatich ABCC liekovych transportérov, MRP1, bol identifikovany prvykrat
v roku 1992 na bunkovej linii pl'icneho nddoru rezistentného voci protinadorovym
latkam a nadmerne neexprimujuceho P-gp (Cole et al., 1992). Tento 190-kDa transportér
je tvoreny troma TMD a dvomi NBD (Obr. 1b) (Cole, 2014).

LCudsky ABCCI1 je pritomny vo vécSine tkaniv, vo zvySenej miere je exprimovany
v plicach, oblickéach, semennikoch a placente a nadmerna expresia bola zaznamenana
uréznych nadorov ako plucnych, zaludo¢nych, nadoroch hrubého creva, prsnika,
prostaty, neuroblastomu, gliomu, ¢i leukémie. Vztah medzi zvySenou expresiou ABCCl1
a zlou progndzou bol sledovany vo viacerych klinickych studiach a zda sa, ze zvySena
pritomnost’ ABCC1 by mohla byt vyznamnym indikdtorom zlej odpovede na liecbu a
kratkej doby prezitia pacientov s nemalobunkovym a malobunkovym pl'icnym nadorom,
¢1 marker negativnej prognozy a rychlejSieho €asu relapsu u rakoviny prsnika. Na rozdiel
od ABCBI a ABCG2 je ABCCI exprimovany hlavne v bazolaterdlnej membrane
polarizovanych buniek, vd’aka ¢omu tieto dva efluxné systémy spolupracuju na réznych
stranach buniek a sluzia tak ako fyziologické4 ochrana. Vynimkou je jeho poloha v bariére
medzi krvou a mozgom, kde je umiestneny apikalne a spolu s ABCB1 a ABCG2 zaist'uju

ochranu mozgu pred toxickymi zlu¢eninami z krvného obehu (Mo et al., 2012).

LCudsky ABCCI1 transportuje Siroku Skalu organickych iénov ako glutationové konjugaty,
glukuronidy (bilirubin-glukuronid, estradiol-17-B-glukuronid), glutation-disulfidy, c¢i
rozli¢né chemoterapeutika, ¢im ul'ahcuje zépalové reakcie sprostredkované leukotriénmi,
chrani bunky pred oxidaénym stresom, ale tieZ zabezpe€uje ochranu l'udskych buniek
pred toxickymi endobiotikami a xenobiotikami, ¢im hrd esencidlnu tlohu pri MDR
roznych typov nddorov (Mo et al., 2012; Choudhuri et al., 2006). ABCC1 je faktor
rezistencie pre antracykliny, podofylotoxiny, Vinca alkaloidy a kamptoteciny, ale nie pre
taxany, ktoré su su¢astou MDR profilu P-gp (Kruh a Belinsky, 2003). Dal§imi substratmi
st inhibitory HIV protedz, methotrexat, ¢i tazké kovy (Mo et al., 2012).

Najst’ Specificky inhibitor ABCC1 k prekonaniu rezistencie na lieky, ktoré su jeho
substratmi je stale predmetom vyskumu vediceho k pochopeniu vzt'ahu medzi Struktiarou

a funkciou tohto transportéra (Mo et al., 2012).

20



3.1.4.3  Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG?2)

ABCG2 bol objaveny vroku 1998 ako posledny zo spominanych ABC liekovych
efluxnych transportérov, ktoré hraju rolu v MDR in vitro aj in vivo, na linii naddorovych
buniek prsnika rezistentnych k doxorubicinu, podl'a ¢coho dostal aj pomenovanie BCRP
(Doyle et al., 1998). Tento 72-kDa transportér sa vSak neskor nasiel aj v I'udskej placente
(Allikmets et al., 1998), ako aj v nadorovych bunkach rezistentnych na mitoxantrén
(Miyake et al., 1999), preto sa v literatire moézeme stretnit’ aj s oznacenim ABCP, ¢i
MXRI1 (Robey et al., 2007). V porovnani s molekularnou struktarou ABCB1 a ABCC1
je ABCG2 ,,poloviény* transportér pozostavajuci z jednej TMD a NBD (Obr. Ic).

Prirodzene je expresia ABCG2 najvyssia v placente, s podstatne niz§imi hodnotami sa
tiez nachadza v mozgu, prostate, tenkom ¢reve, semennikoch, vaje¢nikoch, hrubom ¢reve
a peceni (Doyle ef al., 1998). Nadmerna expresia ABCG2 v urcitych typoch malignych
buniek, predovSetkym u hematologickych malignit, obmedzuje ucinnost’ niektorych
protinadorovych lie¢iv (Sugimoto et al., 2005). Nadorova rezistencia je spajand s tedriou
nadorovych kmenovych buniek, teda buniek schopnych dlhodobej sebaobnovy, pomaly
sa deliacich, rezistentnych voci liekom a exprimujuocich ABCG2. V kostnej dreni sa

z nich mo6zu diferencovat’ vSetky krvné elementy (Robey et al., 2007).

Odkedy bol ABCG2 opisany prvykrat, bolo preukdzanych niekol’ko substratov
prenasanych tymto transportérom. Okrem chemoterapeutik mitoxantronu, antracyklinov,
¢i kamptotecinov ovplyviiuje tiez bilidrnu sekréciu niektorych inhibitorov HMG-CoA
reduktdz (rosuvastatin, pravastatin, pitavastatin, cerivastatin), ¢i transport antihelmintik
zo skupiny benzimidazolov (albendazol, fenbendazol) (Robey et al., 2007; Merino,

2005).

Prekonanie liekovej rezistencie sprostredkovanej ABCG2 by vyrazne prispelo k
zlepSeniu ucinnosti lieCby rakoviny (Sugimoto et al., 2005). Prvy inhibitor ABCG2
schopny odvratit’ lieckova rezistenciu na mitoxantroén, fumitremorgin C, bol paradoxne
popisany este predtym ako bol klonovany ABCG2 gén (Rabindran et al., 2000). Jeho
neurotoxicita vSak zabranila jeho vyuZitiu v klinickej praxi. Nasledne bolo zverejnenych
vel'a publikacii identifikujtcich inhibitory ABCG2, ako cyklosporin A, nitredipin ¢i
silymarin, v klinickej praxi vSak zatial’ neboli pouzité (Robey et al., 2007).

Krishnamurthy et al. (2004) boli prvi, ktori demonstrovali, ze hypoxia reguluje expresiu

ABCG2. Kmenové, ¢i nadorové bunky mézu byt teda v hypoxickom prostredi chranené
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pred chemoterapeutickymi c¢inidlami z dovodu zvySenej hladiny ABCG2 vyvolané
hypoxiou. Rovnako mézu expresiu ovplyvnit' pohlavné hormoény, ¢im by bolo mozné
vysvetlit' zvySent pritomnost’ ABCG?2 transportéra v mliecnej zI'aze pocas laktacie, kedy
ale prekvapivo prenaSa substraty, vratane toxinov ako karcinogén aflatoxin Bl ¢i
antibiotika smerom do materského mlieka. Stav methylacie takisto reguluje expresiu
ABCG?2, pricom hypermethylacia ABCG2 promotéra u viacndsobného myelému alebo

karcindmu obliciek je spojena so znizenou expresiou ABCG2 (Robey et al., 2007).

3.2 Inhibitory tyrozinkinaz

Tyrozinkinadzy (TK) su enzymy, ktoré fosforyluji hydroxylové skupiny tyrozinovych
zvyskov cielovych proteinov (Schlessinger, 2000). Vd’aka medzinarodnému vyskumu
Human Genome Project dnes pozname 90 TK, rozdelenych na zéklade ich lokalizacie
a Struktiry, z toho 58 receptorového typu a 32 nereceptorového typu (Robinson et al.,
2000). Receptorové tyrozinkindzy (RTK) st nevyhnutné pre transdukciu
extracelularnych signalov do bunky a pozostavaju z extracelularnej domény, ktord viaze
ligand, transmembranovej oblasti a intracelularnej domény schopnej viazat ATP
(Obr. 5). Naviazanim ligandu na extracelularnu doménu dochadza k dimerizacii receptoru
a autofosforylacii, ¢im sa TK aktivuji a su schopné fosforylovat’ d’alSie proteiny, a tak
spustia signaliza¢ni kaskadu vedtcu k biologickej odpovedi. V porovnani s RTK st
nereceptorové tyrozinkinazy cytoplazmatické enzymy, ¢o naznacuje absenciu
extracelularnej domény a transmembranovej oblasti. St povazované za nadvézujici
faktor na RTK a st zodpovedné za podobny mechanizmus onkogenézy (Gotink a

Verheul, 2010; Wu a Fu, 2018).

TK hraja doélezitd ulohu v bunkovych regulaénych procesoch ako proliferacii,
diferenciacii, migracii, metabolizme, ¢i programovanej bunkovej smrti (Paul a
Mukhopadhyay, 2004). Za beznych podmienok je ich aktivita prisne kontrolovana, ale za
urCitych okolnosti sa tyrozinkindzy mozu stat’ necitlivé na bunkové kontrolné
mechanizmy, ¢o vedie k ich konstitutivnej aktivite. Deregulacia moZe nastat’ viacerymi
mechanizmami, vratanie mutdcie TK génov, ¢i inaktivaciou inhibi¢nych proteinov-
fosfataz. Z mechanizmu ich funkcie vyplyva, Ze takto deregulované tyrozinkindzy
iniciuji alebo prispievaju k nadorovému bujneniu (Gunby et al., 2007). Dokonca sa
uvadza, Ze az tretina onkogénov podielajucich sa na vicSine l'udskych malignit je

odvodena od tyrozinkinaz (Ozvegy-Laczka et al., 2005). Konstitutivha onkogénna
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aktivacia v nddorovych bunkach moze byt selektivne blokovana TKi, a preto st sSl'ubnym
pristupom inovativnej terapie (Paul ef al., 2004). Su to malé¢ molekuly, peroralne G€inné,
maju priaznivy bezpec¢nostny profil vzh'adom na ich vysoku Specifitu voci nddorovym
bunkam a daji sa kombinovat’ s inymi formami protinadorovej liecby ako radioterapia ¢i
chemoterapia, ¢im spolu vytvaraji aditivnu az synergisticki protinadorovu aktivitu
(Arora, 2005). Vzhl'adom na ich malu velkost’ a hydrofobicitu m6zu l'ahko vstapit’ do
bunky, kde interaguju s intracelularnou doménou TK receptorov, vysledkom coho je

zablokovanie réznych signalnych kaskad intracelularne (Gotink et al., 2010).
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Obr. 5 Struktiira receptorovej tyrozinkindzy. Extraceluldrna doména je schopnd viazat
ligandy ako rastové faktory, zatial co intracelulairna doména zabezpecuje
(auto)fosforylaciu kinazy. Obe domény su rozdelené transmembranovou oblastou
zakotvenou v plazmatickej membrdne. Strbina viazuca ATP je umiestnend medzi dvoma
lalokmi intracelularnej domény. Na obrazku vpravo su schématicky znazornené oblasti
ATP strbiny, kde su schopné naviazat' sa TKi, a tym kompetetivne inhibovat vizbu ATP.

Prevzaté z: Gotink a Verheul, 2010

V suvislosti s TKi sa uvadza ich dudlny efekt. Okrem inhibicie tyrozinkindz niektoré
interaguju tiez s ABC efluxnymi transportérmi, pri¢om prostrednictvom nich mézu byt
bud’ vycerpané zbuniek alebo naopak pdsobit’ inhibicne (Beretta et al., 2017).
Prostrednictvom tejto spolo¢nej interakcie je mozné poukazat’ na velkd variabilitu
substratov ABC transportérov spominanu v predchadzajucich Castiach tohto textu. Na
Obr. 6 je schématicky znazorneny mechanizmus inhibicie ABC transportérov pomocou

TKi.
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Obr. 6 Schéma inhibicie ABC transportérov prostrednictvom TKi. TKi aj ABC
transportéry disponuju vizbovym miestom pre ATP. TKi sui schopné naviazat' sa na ATP
viazbove miesto ABC transportéra a inhibovat jeho funkciu vycerpavania
protinadorovych lieciv z buniek, co je slubny mechanizmus prekonania mnohopocetnej
liekovej rezistencie.

Prevzaté z: Wu a Fu, 2018

Imatinib bol v roku 2001 ako prvy TKi zavedeny do klinickej onkoldgie na liecbu
chronickej myeloidnej leukémie s pozitivnym Filadelfskym chromozomom. Odvtedy
bolo doteraz Uradom pre kontrolu potravin a lie¢iv (FDA) schvalenych priblizne 30 TKi,
viac ako 3000 novych latok je testovanych preklinicky a cez 130 TKi sa nachadza
v klinickych hodnoteniach, ¢o ich robi pravdepodobne najrychlejsie rastiicou skupinou
lieCiv v dnesnej dobe (Pandey a Kapur, 2018; Neul ef al., 2016). Aj ked’ spolu jednotlivi
zastupcovia zdiel'aji rovnaky mechanizmus u¢inku, teda kompetetivnu ATP inhibiciu,
lisia sa spektrom cielovych TK, farmakokinetikou, ako aj latkovo Specifickymi
neziadicimi U€inkami (Hartmann ef al., 2009). Indikéaciou pritom nie st len rozli¢né typy
nadorovych ochoreni, ale tieZ oftalmologické poruchy, ochorenia centralneho nervového

systému, ¢i osteopordza (Obr. 7) (Neul et al., 2016).

Pociato¢né nadSenie vo vyskume a vyvoji lie¢iv zo skupiny TKi je vSak tlmené ich
doCasnym ucinkom. Po prvotnej odpovedi na liecbu sa moze variabilne vytvorit
rezistencia, ktora je spojena nielen s konvenénymi cytostatikami. Vysledkom je relaps
ochorenia, ¢o len zvyraziuje nepredvidate'ny charakter rakoviny. Liekova rezistencia je

, . R . C e , .
vyzva, ktorej treba Celit’ pre zlepSenie terapeutickej ucinnosti TKi, v ¢om ma potencial

predovsetkym kombinovana liecba (Beretta ef al., 2017).
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Mon-small cell lung cancer
Erlotinib (Tarceva, 2005)
Lapatinib (Tykerby/Tyverb, 2007)
Gefitinib {Iressa, 2009)

Crizotinib [Xalkori, 2012)
Afatinib |Gilotrif/ Giotrif, 2013)
Ceritinib (Zykadia, 2014)
Hintedanib (Vargatef, 2014)
Alectinib [Alecensa, 2015)
Osimertinib [Tagrisso, 2015)

Medullary thyroid cancer
Cabozantinib {Cometrig, 2012}
Vandetanib [Caprelsa, 2012)
Sorafenib (Nexavar, 2013)
Lenvatinib {Lenvima, 2015)

Breast cancer
Lapatinib [TykerkyTyverb, 2008)

Renal cell carcinoma
Sorafenib (Mexavar, 2005)
Sunitinib [Sutent, 2006)
Pazopanib [Votrient, 2010
Axitinib (Infyta, 2012)

Idiopathic pulmonary fibrosis
Nintedanib [Cfev, 2014)

Hepatocellular carcinoma
Sorafenib (Nexawvar, 2007)

Polycythemia vera

Colorectal carcinoma Ruxalitinib {Jakafi/iakavi, 2012}

Regorafenib (Stivarga, 2012)

Chronic myeloid leukemia
imatinib [Gleevec/Glivec, 2001)
Dasatinib (Sprycel, 2006)
Milotinib {Tasigna, 2007)
Bosutinib {Bosullf, 2013)
Ponatinib [Iclusig, 2013)

Mantle cell lymphoma
ibrutinib (Imbruvica, 2013}

Rheumatoid arthritis
Tofacitinib [Xaljanz, 2012) !

Obr. 7 Prehlad schvdlenych TKi podl’a indikdcii. Prehlad TKi schvalenych americkym
FDA a Europskou liekovou agenturou (EMA). Po nazve liecivej latky su uvedené

obchodné nazvy FDA/EMA a rok registracie.

Prevzaté z: Neul et al., 2016
3.2.1 Alektinib

Alektinib bol FDA schvaleny vroku 2015 apatri medzi TKi inhibujice enzym
anaplastickl lymfomov kindzu (ALK). Vysoko selektivne sa viaZe na tyrozinkinazovu
doménu ALK, ¢im brani vizbe ATP a tym aktivacii signalnych kaskad. Patri medzi druht
generaciu TKi a bol schvaleny na liecbu ALK pozitivneho, neresekovatelného,
pokrocilého alebo rekurentného nemalobunkového karcindmu pluc (NSCLC)
u krizotinib-rezistentnych pacientov, vratane pacientov s metastazami v CNS. Krizotinib
je ALK inhibitor prvej generacie, vykazujuci aktivitu proti ALK pozitivnemu NSCLC,
avSak s neodvratne sa vyvijajicou rezistenciou, pricom mozog je hlavnym miestom
recidivy. Oproti inym inhibitorom ALK ma4 alektinib jedine¢nt chemicku $trukttru, preto
moze prekonat’ rezistenciu voci inym ALK inhibitorom (Obr. 8) (Le et al., 2017;
McKeage, 2015).
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Schvalenie alektinibu bolo zaloZené na klinickej Stadii fazy I-11, kde pri podavani 300mg
alektinibu 2x denne dosiahlo az 93,5% pacientov objektivnu odpoved’. Pocas lieCby
alektinibom (median sledovania priblizne 8 mesiacov) nedoslo k progresii CNS 1ézii
u pacientov so znamymi metastdzami CNS. V klinickych skaskach bol dobre tolerovany,
najcastejSie neziaduce udalosti suvisiace s liecbou bolo zvySenie poctu neutrofilov

a zvysenie kreatininfosfokinazy (McKeage, 2015).

Vo faze III klinického skusania studiou ALEX bola porovnavana ucinnost” alektinibu
a krizotinibu, pri¢om alektinib znizil riziko progresie a imrtia oproti krizotinibu o 53%,
medidn prezitia bez progresie bol 25,7 mesiacov u alektinibu verzus 10,4 mesiacov
u krizotinibu. Riziko progresie do CNS bolo alektinibom zredukované o 84% oproti
krizotinibu, kedZe oproti krizotinibu, alektinib prenikd do CNS, nakolko nie je
substratom P-gp nachadzajuceho sa v HEB (Hida et al., 2017; Peters et al., 2017).

Spolu s klinickou Studiou vo faze III JALEX prevadzanu v Japonsku boli dokazané
jednoznacné klinické prospechy alektinibu oproti krizotinibu a stal sa tak v nedavnej dobe

Standardom lie¢cby ALK-pozitivnych NSCLC pacientov (Gadgeel, 2018).

0 Cl

HN

Obr. 8 Struktiira alektinibu (A) a krizotinibu (B).

Prevzaté z: Wishart ef al., 2018
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3.2.2 Brivanib

Brivanib (Obr. 9) je selektivny dudlny TKi, ktory cieli na kI'aové receptory angiogenézy
pre vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGFR-2) a pre fibroblastovy rastovy faktor
(FGFR-1). Proces angiogenézy bol preukdzany ako zasadny a vysoko dynamicky
komponent rastu nadorov a metastdz. Zabezpecuje sa tak okysli¢enie nadoru, donéaska
zivin, vratane rastovych faktorov a horménov. VEGEF je jeden z najddlezitejsich cievnych
rastovych faktorov anarusenie signalnej drahy jeho tyrozinkinazového receptora
pomocou TKi inhibuje angiogenézu, progresiu tumora a jeho Sirenie (Ayers et al., 2007,
Cai et al., 2008). Obr. 10 znazoriuje signalnu kaskddu VEGFR-2 ako aj inych faktorov

zodpovednych za vznik naddorov pl'ic, ktoré boli predmetom nasho vyskumu.

Brivanib v preklinickych skuSkach preukazal silné antiangiogénne U¢inky na modeloch
nadorov prsnika, pecene, hrubého ¢reva, ¢i pl'uc. Momentalne sa nachadza v pokrocilych
fazach klinického testovania na rézne typy nadorov, vratane NSCLC, pricom vykazuje
ucinky na stagndciu rastu nadoru. Po skonéeni podavania vSak nador pokracuje v raste,
a preto sa predpoklada, Ze jeho antiangiogénne u€inky budu pouzité skor v kombinovane;j
terapii. Celkovo je brivanib dobre tolerovany, najéastejSimi neziaducimi u¢inkami boli
unava, nauzea, ¢i gastrointestinalna toxicita. Predstavuje tak potencial pre d’alSie klinické
hodnotenia, jednak pri poruchach liecby VEGF-selektivnej terapie, ako aj pri rezistencii
na liecbu inymi VEGF inhibitormi (Allen et al., 2011; Chou a Finn, 2012; Ellis a Al-
Saleh, 2012).

N CH,

NH

Obr. 9 Struktiira brivanibu.

Prevzaté z: Wishart ef al., 2018
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Molecular Pathways in LC
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Obr. 10 Hlavné signdlne kaskady zodpovedné za vinik ndadorov pliuc. Membranové
receptory pre epidermdalny rastovy faktor (EGFR), c-MET, inzulinu podobny rastovy
faktor ( IGFIR), vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGFR) . Medzi jednotlivymi
signalnymi  kaskadami  je  krizova  komunikacia  a predpoklada  sa, Ze
RAS/ RAF/ MEK/ MAPK kaskada moéze byt aktivovand fuznym onkogénom EMA4L-

anaplasticka lymfomova kindza (ALK). Tieto signadlne kaskaddy su zodpovedné za rast az

metastdzy, apoptozu, proliferaciu a angiogenézu.

Prevzaté z: West et al., 2012
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4 Ciele prace

Ked’ze st TKi sI'ubnymi latkami k prekonaniu MDR v protinadorovej terapii, bolo naSim
cielom sledovat’ interakcie alektinibu a brivanibu s ABC liekovymi efluxnymi

transportérmi (ABCB1, ABCC1, ABCG2). Konkrétnymi ¢iastocnymi cie'mi bolo:

1) Testovanie kombinac¢ného efektu alektinibu a brivanibu s cytostatickymi obet’ami
MDR (daunorubicin, mitoxantron) v MDCKII liniach.
2) Stadium vplyvu alektinibu a brivanibu na expresiu ABCBI1, ABCCI a ABCG?2,
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5 Experimentalna ¢ast’

5.1 Materialy a metody

5.1.1

Chemikalie

Alektinib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

Brivanib, Selleckchem (Houston, TX, USA)

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

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

Dulbecco's Modified Eagle's médium (DMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Eagle's Minimum Essential médium (EMEM), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Fetalne bovinné sérum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Raktisko)
Fosfatovy pufer (PBS), Lonza (Walkersville, MD, USA)

gb Easy PCR Master Mix, Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika)

gb Reverse Transcription Kit, Generi Biotech (Hradec Kralové, Ceska republika)
Glutamin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Hydroxyethyl piperazin etansulféonova kyselina (HEPES), Lonza (Walkersville,
MD, USA)

Methylthiazolyldifenyl-tetrazolium bromid (MTT) Cell Growth Assay Kit,
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

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

Neesencialne aminokyseliny (NEAA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Opti-MEM®, Lonza (Walkersville, MD, USA)

Pyruvat sodny, MP Biomedicals (Irvine, CA, USA)

Roswell Park Memorial Institute médium-1640 (RPMI-1640), Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA)

TagMan eseje pre ABCBI, ABCCI a ABCG2, Generi Biotech (Hradec Kréalove,
Ceska republika)

Tri Reagent RT, Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA)

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

e Cyklér QuantStudio 6, Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)

e Inkubitor SANYO MCO-18AC (UV) (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)

e Laboratérne vahy Kern 770 (Ziegelei, Balingen, Nemecko)

e Laminar Jouan (Saint-Herblain, Franctizsko)

e Spektrofotometer NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA)

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

e PCR cyklér T100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

e Microplate reader Infinite M200 (Tecan, Salzburg, Rakusko)

5.1.3 Bunkové linie

Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) bunky st Siroko vyuZivané ako model na Stadium
epitelu, pretoZze maju jasna apiko-bazolateralnu polaritu, dobre definované bunkové spoje
arychly rast. Ich povodom su psie oblickové bunky samice kokerSpaniela. V nasom
vyskume sme pracovali so subtypom MDCKII, ktory je najcastejSie vyuzivanym
kmetiom (Dukes et al. 2011). KI'i¢ové bolo pre nas porovnanie parentnych MDCKII
buniek, teda buniek vykazujucich len zdkladnt expresiu psich transportérov a MDCKII
buniek transdukovanych lI'udskymi ABC liekovymi efluxnymi transportérmi hrajacich
dolezita tlohu v MDR (MDCKII-4BCBI exprimujice l'udsky ABCBI1, MDCKII-
ABCCI exprimujuce 'udsky ABCC1 a MDCKII-4BCG2 exprimujuce 'udsky ABCG2
transportér). MDCKII bunky boli pre na§ vyskum poskytnuté Prof. M.F. Frommom
(Institute of Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology, Friedrich-

Alexander-Universitdt Erlangen-Niirnberg, Erlangen, Nemecko).

A549 nadorové bunkové linie boli prvykrat izolované vroku 1973 z plicneho
adenokarcindmu a stali sa rezeprezentativnou liniou pre pneumocyty 2. typu l'udskych
pltac (Phospholipid, 1973). Bunky teda vykazuju expresiu liekovych efluxnych
transportérov typicku pre plicne nadory, ¢o sme vyuZzili v naSom experimente pri
expresnych Studiach. A549 bunky boli zakipené od American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA).

LS-180 nadorové bunky boli ziskané v januari 1974 z adenokarcindmu hrubého creva

58-ro¢nej Zeny (Tom et al., 1976). Tato linia je v guidelinoch odporii¢and na testovanie
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farmakokinetickych interakcii na celotelovej urovni (FDA, 2012), pricom v nasom
vyskume bola pouzitd jej trypsinizovand forma — LS174T, typicky rastica
v ostrovcekoch, s tendenciou hromadit’ sa na sebe. LS174T bunky boli zadovazené z

European Collection of Cell Cultures (Salisbury, UK).

Caco-2 bunkové¢ linie boli povodne ziskané z 'udského adenokarcinomu hrubého creva.
St Siroko vyuzivané ako model Crevnej bariéry a v naSom vyskume sme ich takisto
vyuzili pri expresnych studiach (Sambuy et al., 2005). Caco-2 bunky boli zakapené
z rovnakého zdroja ako A549.

NCI-H1299 st l'udské bunky NSCLC vyvinuté vyskumnou skupinou v National Cancer
Institute (Phelps et al., 1996). V naSom vyskume boli rovnako vyuzité pri expresnych
Studiach, predovSetkym pre vysoku expresiu ABCBI génu, ktord u linie A549 chyba.
NCI-H1299 bunky boli zakuipené z rovnakého zdroja ako A549.

Za Standardnych podmienok (37°C, 5% COz) boli jednotlivé bunkové linie kultivované

v odporucanych rastovych médiach bez pritomnosti antibiotik:

e MDCKII a A549 bunky v DMEM + 10 % FBS

e LS17T bunky v EMEM + 1% NEAA + 10% FBS + 2mM glutamin

e (Caco-2 bunky v DMEM + 10% FBS + 1% NEAA

e NCI-H1299 bunky v RPMI-1640 + 10% FBS + 1mM pyruvat sodny + 10mM
HEPES

5.1.4 PasaZovanie

Jednotlivé bunkové linie boli rutinne pasaZované kazdé 3 — 4 dni za sterilnych podmienok
v laminarnom boxe. Pred zaCiatkom pasdZovania bolo médium, PBS a trypsin
temperované vo vodnom kupeli na 37°C. Pomocou mikroskopu sa urcilo, ¢i je
konfluencia buniek na dne 25c¢m? kultivaénej nadoby vhodnd pre d’al$iu pracu (70 - 90%).
Po odsati média sa bunky premyli Sml PBS, ktoré sa nasledne takisto odsalo a pridanim
Iml trypsinu sa odStartovalo odlucenie buniek od dna nddoby. Behom trypsinizécie boli
bunky umiestnené do inkubatora na nevyhnutne dlhti dobu a kontrola oddelenia buniek
bola sledovana mikroskopicky a okometricky. Nasledne bola trypsinizacia zastavena
pridanim 4ml rastového média a bunky boli prudko rozsuspendované. Na zaklade
povodnej konfluencie bol odobraty objem bunkovej suspenzie do novej kultivacnej fTase

s pripravenymi 7ml média a bunky boli inkubované do d’alSieho cyklu. Na kultiva¢nt
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nadobu bolo zaznamendvané poradie pasaze, pricom na experimenty boli vyuzivané
bunky z 10-té¢ho az 25-tého cyklu, nakolko pri vy$Som pasaznom c¢isle méze dochadzat’
ku genetickym driftom, ¢im sa moézu zmenit’ ich vlastnosti a nepredstavuju tak uz viac
spol'ahlivy model povodnych buniek (Hughes et al., 2007). Obsah DMSO v bunkovom

médiu nikdy neprekrocil doporuceny limit 0,5%.
5.1.5 Kombinacné Studie

Kombina¢né stadie boli realizované ako proliferacné experimenty pomocou MTT
metddy. V ramci tychto §tadii bol v jednotlivych MDKCII liniach stanoveny
antiproliferacny efekt samotnych modelovych cytostatik (obete farmakokinetickej MDR,
DAU aMTX) a ich kombinacie so Studovanymi TKi. Bunky boli 24 hodin pred
experimentom nasadzované na 96-jamkovi dosticku v pocte 13 000/jamka/0,1ml
rastového média pre vSetky linie MDCKII, vratane parentnych. Po dosiahnuti cca 50%
konfluencie bolo médium odsaté a vymenené za 100ul predhriateho cerstvého média
obsahujicecho MTX (sledovanie efektu na ABCG2) s/bez 1uM alektinibu, ¢i 15uM
brivanibu alebo za médium obsahujuce DAU (sledovanie efektu na ABCB1 a ABCC1)
s/bez 2uM alektinibu, ¢i 20uM brivanibu v sedembodovej koncentracnej Skale. Ako
kontrola 100% viability bolo pouzité ¢isté médium, 40% roztok DMSO v médiu zas sluzil
ako kontrola 0% viability. Po dalSich 48 hodinach bolo médium odsaté a bunky
oplachnuté¢ 100ul PBS. Po jeho odsati bolo k bunkdm priddvanych 100l cerstvo
pripraveného roztoku MTT v Opti-MEM v koncentracii 1mg/ml a bunky boli 1 hodinu
inkubované za Standardnych podmienok. Roztok MTT bol odstraneny a pridavkom 100ul
DMSO boli bunky zlyzované, pricom lyza prebiehala po dobu 15 minut pri izbovej
teplote na automatickej trepacke. Absorbancia bola zmerana pri 570nm na pristroji Tecan
Infinite M200 (absorbancia pri 690nm bola pouZitd ako referencia a bola od¢itana od

hodnot ziskanych pri 570nm).
5.1.6  Expresné Stadie

Rovnakym spdsobom ako pri kombinaénych S$tadiach bol najprv stanoveny
antiproliferacny efekt TKi aj na bunkovych linidch A549, LS174T, Caco-2 a NCI-H1299,
pricom bunky boli nasadzované v poftoch A549 — 8 000/jamka/0,1lml média,
LS174T - 50 000/jamka/0,1ml média, Caco-2 — 20 000/jamka/0,Ilml média
aNCI-H1299 — 7 500/jamka/0,Iml média. Proliferacné experimenty boli vyuzité

na vyber koncentracie, ktord musi byt pre bunky v expresnych Stadiach len prijatelne
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toxickd, resp. idedlne uplne netoxicka. Vyuzitim kvantitativnej real-time reverznej
transkriptazovej PCR techniky sme nasledne sledovali zmeny v expresii ABCBI, ABCC1

a ABCG2 génov po expozicii testovanymi TKi vybranej koncentracie.
5.1.6.1  Expozicia buniek TKi a odber vzorkov

Bunky boli nasadzované v duplikdite na 12-jamkovu  dostiCku v pocte
A549 - 240  000/jamka/lml,  LS174T - 1000  000/jamka/Iml,
Caco-2 — 500 000/jamka/1ml a NCI-H1299 — 180 000/jamka/1ml média. Po 24 hodinach
bolo odsaté médium a k bunkam bol pridany roztok testovanej latky v médiu prisluSnom
danej bunkovej linii o celkovom objeme 1ml a koncentraciach 0,5uM alektinibu a 10uM
brivanibu pre vsetky bunkové linie a tiez kontrola pozostavajuca z DMSO (v mnozstve
odpovedajucom tomu, ktoré bolo vnasané k bunkdm spolu s TKi). Po 24 a 48 hodinach
inkubécie boli odoberané vzorky. Homogeniza¢na faza bola zapocatd pridanim 360ul
Tri Reagent RT, ¢im dochadza k lyze buniek a niekol’kondsobnym prepipetovanim je
presunuty cely objem do mikroskiimavky s naslednym hlbokym zmrazenim pod teplotou
-70°C (kazda varianta pozostavala z dvoch jamiek, ktoré boli odoberané do jednej

mikroskiimavky).
5.1.6.2  Izolacia RNA

Vzorky pripravené v predchadzajucom kroku st pripravené na izolaciu celkovej RNA,
ktora je zloZena z 5-tich Casti: zmieSanie s chloroformom, oddelenie faz, precipitacia

RNA, omytie RNA a solubilizdcia RNA.

Vzorky boli rozmrazené a temperované pri izbovej teplote po dobu 15 mintt. Pridanim
144l chloroformu s naslednym intenzivnym premieSanim a centrifugdciou zmesi pri
pocte otacok 12 000 za minttu (n) po dobu 15 minut a pri teplote 4°C dochadza k fazove;j
separacii. Vzniknuta spodna organicka faza, medzifaza a vrchnéd vodna faza su vidite'né
vol'nym okom, pricom RNA zotrvava vo vodnej faze, zatial' ¢o DNA a proteiny v spodnej

a strednej faze.

0,5ml vyslednej vodnej fazy je opatrne odoberanych do novych skiimaviek a pridanim
360ul 2-izopropanolu je odStartovand precipitacia RNA. Po zamieSani vzoriek su 5 — 10
minut ponechané pri laboratornej teplote a nasledne centrifugované rychlostou 12 000n
po dobu 8 minut a za teploty 4 — 25°C. Vzniknuty RNA precipitat je viditelny ako

gélovita peleta na strane ¢i dne skimavky.
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Po odstraneni prebytocnej kvapaliny je RNA peleta premyta 720ul 75% etanolu
a v pripade, Ze sa peleta nachddza na okraji skimavky alebo mé tendenciu vznasat’ sa, je
usadena pomocou centrifugy pri 12 000n. Nasledne je etanol opatrne odsaty, bez toho aby

doslo k poskodeniu pelety a ponechany, kym sa jeho zvySok odpari.

Je nutné vyhnut sa presychaniu pelety, pretoze to znizuje jej rozpustnost’ a preto hned’ po
odstraneni etanolu je k pelete pridana voda na injekciu (API). Objem API je pridavany
tak, aby ziskana koncentracia RNA bola v rozmedzi 0,5 — 2pg/ul, v naSom pripade
10 — 35ul API v zévislosti na velkosti pelety. Vzorky sa hydratuja 5 — 10 minuat pri

izbovej teplote a nasledne su vortexované k uplnému rozpusteniu.

Pomocou pristroja NanoDrop je merana koncentracia RNA pre kazdu vzorku trikrat a zo
spriemerovanej hodnoty st vzorky zriedené pomocou API na 100ng/pl. Pre kontrolu je

koncentracia zriedenej RNA eSte raz zmerana.
5.1.6.3  Reverzna transkripcia

K roztoku vzorky RNA (1 000ng) je pridany mix pre reverznu transkripciu v objemovom
pomere 1:1, priCom celkovy objem reakcie je 20ul. Vzorky su premiestnené do PCR
termocykléru, kde po dobu 1 hodiny pri teplote 42 °C dochadza k prepisu mRNA na
cDNA. Na zaver je aplikovana teplota 65 °C po dobu 10 mint, pri ktorej dochadza

k denaturacii enzymu reverzna transkriptaza.
5.1.6.4  Kvantitativna real-time reverzna transkriptazova PCR

Reakcia sa sklada z 2ul cDNA (20ng/reakcia) a 8ul zmesi zloZenej z gb Easy PCR Master
Mixu v objeme 5pul, 1ul TagMan systému pre konkrétne gény a 2ul API. Kazda vzorka je
analyzovana v triplikate na 384-jamkovej dosticke a ako negativna kontrola je pouZita
API s rovnakym objemom ako cDNA u vzoriek. Nami sledovanymi génmi boli uz
spominané ABCBI, ABCCI aABCG2, kodujuce liekové efluxné transportéry
zodpovedné za MDR a ako referencné gény boli vyuzité housekeeping gény HPRTI
a B2M, ktoré su prirodzene exprimované vo vic¢sine tkaniv organizmu a ich expresia nie
je inducibilna.

Relativna kvantifikacia sledovanych ABC transportérov bola uskuto¢nend pouzitim
komparativnej AACt metddy, ktord vyuziva housekeeping gény pre porovnanie miery

expresie génu medzi dvoma vzorkami. Spolu so vzorkou je zistovana Ct hodnota génu,

ktory je exprimovany v kazdych bunkach bez ohl'adu na podmienky kultivacie v rovnake;j
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miere, ¢im sa eliminuje rozdielne mnozstvo cDNA, ktoré¢ vstupuje do reakcie
v jednotlivych jamkach, a tym je ziskand interna kontrola pre kazda vzorku. Analyza
gRT-PCR bola uskuto¢nena zariadenim QuantStudio 6, s pociatocnou denaturaciou pri
95°C po dobu 3 minut a 40 opakovani cyklu pri teplote 95°C pocas 10 sekund a 60°C
pocas 20 sekund.

51.7 Statisticka analyza

Z absorbancnych dat ziskanych v kombina¢nych experimentoch boli vypocitané hodnoty
polovi¢nej maximalnej inhibi¢nej koncentracie (ICso) pomocou softvéru GraphPad Prism
v. 7 (LaJolla, CA, USA). V rovnakom softvéri bola analyzovana Statistickd vyznamnost’
rozdielu medzi hodnotami ICso u jednotlivych MDCKII linii, a to pomocou Welschovho
t-testu. Statisticky signifikantné hodnoty boli oznaéené nasledovne: p < 0,05 (*), p<0,01
(**), p < 0,001 (***). Pre kvantifikdciu kombinacného ucinku bola pouzitd metdda
kombina¢ného indexu podla Chou-Talalaya. Pomocou tejto metéody je mozné
charakterizovat’ kombina¢ny uc¢inok (CI) dvoch a viac latok, ¢o sme vyuZili aj v naSom
experimente. V ramci tejto metddy je synergizmus charakterizovany ako kombinacny
ucinok vyssi nez sucet ucinkov jednotlivych latok (CI < 0,9), aditivny efekt je rovny suctu
ucinkov jednotlivych latok (C10,9—1,1) a antagonizmus odpoveda kombinacnému uc¢inku
mensiemu nez je sucet ucinkov jednotlivo podanych latok (CI > 1,1) (Chou, 2006). Pre
vypocet hodndt CI bol vyuzity softvér CompuSyn v. 1.0 (ComboSyn Inc., Paramus, NJ,
USA).

5.2 Vysledky a diskusia

V tejto praci sme plynule nadviazali a roz$irili predchadzajici vyskum zaoberajlci sa
inhibiciou ABC liekovych efluxnych transportérov vybranymi inhibitormi tyrozinkinaz
prevadzany na naSej katedre, ktory preukdzal inhibiciu ABCB1 a ABCG2, ale nie
ABCCI1 transportérov alektinibom a inhibiciu vSetkych troch Studovanych liekovych
efluxnych transportérov brivanibom. Vychadzajic z tychto vysledkov sme pokracovali
kombina¢nymi Stidiami zistujucimi antiproliferacny efekt vybranych modelovych
cytostatik (DAU, MTX) a ich kombinéciou so sledovanymi TKi (vid’. kapitola 5.1.5).
Aby bol na§ vyskum kompletny, venovali sme poslednu ¢ast’ experimentalnej prace

expresnym Stadiam (vid’ 5.1.6), ktoré viedli k zisteniu, ¢i nami sledované latky nemaju
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potencidl navodit’ ziskanu rezistenciu na lie¢iva indukciou génov zodpovednych za MDR,

a tym ohrozit’ mozné pouzitie v praxi.
52.1 Kombinacné Studie

Snaha potvrdit’ hypotézu, ze inhibiciou liekovych efluxnych transportérov pomocou TKi
sa v bunkach zvysi koncentracia konvencnych cytostatik, ktoré su obetami liekovej
rezistencie, a teda ich vzdjomnou kombinaciou dokazat’ potencial prekonatt MDR bola
sktimana pomocou MTT proliferacného testu. Jeho principom je redukcia zItého tetrazolu
vplyvom enzymov dychacieho retazca v pritomnosti zivych buniek na fialovy

formazanovy derivat, ktorého intenzita sfarbenia reflektuje viabilitu buniek.

5.2.1.1  Alektinib

Na bunkovych linidch transdukovanych 'udskymi ABCB1 a ABCG2 transportérmi bol
najskor sledovany efekt alektinibu, ktory inhibiciou tychto transportérov mdze

potencionalne viest’ ku prekonaniu rezistencie na MTX a DAU.

Koncentrécia alektinibu (1pm pre kombindciu s MTX a 2uM pre kombinéciu s DAU)
bola starostlivo vybrand na zdklade troch faktorov: (1) pre bunky musi byt iba
zanedbatel'ne toxicka (idealne uplne netoxicka), avsak zaroven (2) dostato¢ne inhibi¢na
atiez (3) klinicky relevantnd (vychadzajuc zhodnoty Cmax zaznamenanej vo

farmakokinetickych Stadiach in vivo, ktord bola rovna 1,38uM) (Zhu a Ou, 2017).

U buniek transdukovanych transportérmi alektinib preukazal vyznamna schopnost
posunu ICso hodn6t DAU a MTX v porovnani s expoziciou tychto latok samostatne, a to
az na uroven parentnych buniek. V liniscch MDCKII buniek transdukovanych ABCBI
transportérom sa schopnost’ prekonat’ rezistenciu vyjadrila ako modulaény pomer 17,8

a u buniek transdukovanych ABCG?2 transportérom ako modulacny pomer 9,64.

Napriek koncentracii alektinibu, ktord bola zanedbatelne cytotoxicka, doslo
k neoCakavanému scitliveniu parentnych buniek na uc¢inky DAU a MTX. K od¢itaniu
tohto efektu, ktory nebol sprostredkovany transportérmi, sme normalizovali hodnoty
modulacného pomeru z buniek transdukovanych ABC transportérmi ku hodnotdm
modulacného pomeru z parentnych buniek neexprimujtcich tieto transportéry. Vysledné
normalizované hodnoty modulacného pomeru 6,18 a 6,79 v poradi pre MDCKII-ABCBI1
a MDCKII-ABCG?2 jasne znazornuju ucast’ inhibicie ABCB1 a ABCG?2 alektinibom pri
prekonavani rezistencie vo¢i DAU a MTX (Obr. 11, Tab. 1)
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Pre kvantitativne znazornenie kombinacie bola pouzitd metdda kombina¢ného indexu
podl'a Chou-Talalay. Podl'a tejto metddy je mozné vyjadrit’ aditivny, synergicky alebo
antagonisticky efekt v lieckovych kombina¢nych Studiach. Porovnanim rovnake;j
kombindcie lieCiv s efektom na parentnej linii buniek sa jasne odraza ucast’ inhibicie
transportérov na prekonanie rezistencie k testovanym modelovym cytostatikaim (Obr.
12). V bunkach transdukovanych ABC liekovymi efluxnymi transportérmi bol pri
alektinibe zaznamenany synergicky efekt Studovanych kombinacii takmer v celom
rozsahu Fa, ¢o je vel'mi dolezité zistenie, ked’ze kombinacna liecba je Siroko vyuzivana
v onkologickej praxi, preto je nd$ vysledok o synergickej aktivite alektinibu dolezitym
faktorom, ktory by umoznil znizit' davky subezne podavanych lie€iv, ¢im sa vyrazne
zvySuje ucinnost a bezpecnost' liecby, ateda podmietiuje raciondlna farmakoterapia

(Catarina et al., 2011).

V urcitych Castiach Fa sme synergicky efekt pozorovali aj u parentnej linie buniek, no
jeho hladina bola vyrazne niZSia ako u buniek nadmerne exprimujticich ABC liekové
efluxné transportéry. Tato skuto¢nost’ naznacuje, ze sice inhibicia ABC transportérov
zohrava rozhodujicu ulohu v modulacii MDR prostrednictvom TKi, existuje
pravdepodobne este dal$i farmakodynamicky alebo farmakokineticky mechanizmus
prispievajici k celkovému prospesnému vysledku testovanych kombindcii lieciv.
Vysledky kombinaénych $tadii alektinibu sprdvne korelujii s neddvno zverejnenou
pracou sledujicou jeho modulacny efekt za pouzitia rozdielnych cytostatickych

substratov (Yang et al., 2017).

Existujii len obmedzené informécie o synergickych kombinaciach alektinibu s inymi
protinadorovymi lie€ivami a zatial' nebol alektinib schvaleny v Ziadnej kombindcii,
pricom v pociato¢nych Stadiach klinickych testov o¢akavaju zahajenie len tri kombinécie
lickov, konkrétne s  atezolizumabom, kobimetinibom  a bevacizumabom

(ClinicalTrials.gov, identifikatory NCT02013219, NCT03202940 a NCT02521051).
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Obr. 11 Uéinok alektinibu na protinddorovii aktivitu DAU a MTX na bunkovych
liniach MDCKII. Po vystaveni buniek testovanym cytostatikam po dobu 48 hodin
s/bez kombinacie s 2uM (DAU) alebo 1uM (MTX) alektinibom bola vyhodnotenad
bunkova viabilita pomocou MTT proliferacného testu spektrofotometricky. Vysledné
hodnoty su priemermi + SD troch nezavislych experimentov.
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Tab. 1 Analyza ucinku alektinibu na protinddorovu aktivitu DAU a MTX na bunkovych
liniach MDCKII. Hodnoty vychadzaju z dat zobrazenych na Obr. 11. Modulacny pomer
Jje vyjadreny ako pomer ICso samotného cytostatika ku ICso kombindacie cytostatika s TKi
v prislusnej bunkovej linii. Normalizovany modulacny pomer vyjadruje pomer
modulacného pomeru kombinacie lieciv v bunkovej linii nadmerne exprimujiucej ABC
transportéry ku modulacnému pomeru kombinacie prislusnych lieciv na parentnych
bunkach. Statistickd vyznamnost hodnét posunu ICso kombindcie latok ku ICso hodnotdm
samotného cytostatika konkrétnej bunkovej linie bola hodnotenda pomocou Welschovho t-
testu. Statisticky signifikantné hodnoty boli oznacené
p=<005(*, p<00I(**.

Bunkova Lieciva IC50 95% CI Modulacny ~ Normalizovany

linia latka(y) (LM) (uM) pomer modula¢ny pomer

MDCKII-parentné

daunorubicin 0993  (0.867-1.13)

mitoxantron 1.60 (1.43-1.81)

daunorubicin + alektinib 0.345*  (0.295-0.40) 2.88

mitoxantron + alektinib 1.13%  (0.909-1.40) 1.42
MDCKII-ABCBI

daunorubicin 12.1 (11.6-12.7)

daunorubicin + alektinib 0.681*  (0.65-0.714) 17.8 6.18
MDCKII-ABCG2

mitoxantron 9.55 (9.00-10.1)

mitoxantron + alektinib 0.991**  (0.707-1.29) 9.64 6.79
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Obr. 12 Analyza vplyvu 2uM alektinibu na protinddorovy ucinok DAU a IuM
alektinibu na protindadorovy ucinok MTX na bunkovych liniach MDCKII. Pouzitim
CompuSyn softvéru boli analyzované hodnoty z Obr. 11 spolu s proliferacnymi hodnotami
samotného alektinibu (data neuvedené). V ramci tejto metody je synergizmus
charakterizovany ako kombinacny ucinok vyssi nez sucet ucinkov jednotlivych latok (CI
< 0,9), aditivny efekt je rovny suctu ucinkov jednotlivych latok (CI 0,9-1,1) a
antagonizmus odpovedda kombinacnému ucinku mensiemu nez je sucet ucinkov jednotlivo
podanych latok (CI > 1,1). Fqvyjadruje % zasiahnutej frakcie buniek. Vysledné hodnoty
su priemermi = SD troch nezavislych experimentov.

41



5.2.1.2 Brivanib

Podobne ako v pripade alektinibu sme aj pri brivanibe sledovali jeho kombinacie
s konvenénymi cytostatikami DAU a MTX na bunkovych linidch transdukovanych
ABCBI1, ABCG2 a v tomto pripade aj ABCC1 transportérom, ked’ze v predchadzajucom
vyskume sa brivanib ukézal ako inhibitor vSetkych troch studovanych ABC liekovych

efluxnych transportérov.

Brivanib v koncentracii 20uM bol kombinovany so zvySujucou sa koncentraciou DAU
v sedembodovej koncentracnej skale, ako to bolo aj v pripade MTX v kombindcii s 15uM
brivanibom. Vybrand koncentracia bola starostlivo zvolend na zdklade rovnakého
principu ako pri stanoveni koncentracie alektinibu v kap. 5.2.1.1. Cmax brivanibu

stanovend v in vivo §tudii s onkologickymi pacientami bola rovna 16.5uM (Mekhail et

al., 2010).

Vysledkom bolo preukdzanie modula¢nej schopnosti brivanibu u ABCB1 a ABCG2
overexprimujucich linii, ktora sa v kombindcii prejavila ako posun ICsp hodnoét DAU a
MTX v porovnani s expoziciou tymto latkam samostatne. K posunu naopak nedoslo
u MDCKII-ABCCI linie. Modula¢ny pomer MDCKII bunkovych linii bol v poradi pre
ABCBI1, ABCG2 a ABCCI1 vyjadreny hodnotami 2,54; 6,92 a 0,996.

Aby bolo mozné odcitat’ pripadny potenciacny efekt, ktory nebol dany inhibiciou
transportérov, boli rovnako ako v predchadzajucej kapitole hodnoty modulaéného
pomeru normalizované. Vysledné hodnoty 1,92; 5,82 a 0,75 v poradi pre MDCKII-
ABCBI1, ABCG2 a ABCC1 jednoznacne poukazuji na G¢ast’ inhibicie ABCBI1 a hlavne
ABCG?2, nie v§ak ABCCI1, v prekonani rezistencie k modelovym cytostatikam (Obr. 13
U¢inok brivanibu na protinadorovii aktivitu DAU a MTX na bunkovych liniich

MDCKII.Obr. 13, Tab. 2).

Tieto zistenia boli potvrdené pomocou analyzy dat podl'a metédy kombinacného indexu.
Zretelny rozdiel medzi parentnymi a transdukovanymi bunkami bol hlavne u MTX
kombinacie (Obr. 14). V bunkach transdukovanych ABC liekovymi efluxnymi
transportérmi bol pri brivanibe synergicky efekt zaznamenany hlavne pri vysSich

ucinnych hladinach, kedy je synergicka interakcia prirodzene silnejsia (Chou, 2010).

Nedavne preklinické §tadie vyuzivajuce rozli€né bunkové linie hepatokarcinomu alebo

I'udského karcindému plic preukazali synergicky efekt v kombinacidch s dasatinibom
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alebo ixabepilonom (Chang a Wang, 2013; Lee et al., 2011). Okrem toho existuju
racionéalne oCakévania potencidlu brivanibu prekonat’ farmakodynamick rezistenciu na
doxorubicin sprostredkovaniit FGFR-1 pomocou Raf-dependentnych signalov (Alavi et

al., 2003).
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Obr. 13 Uéinok brivanibu na protinddorovii aktivitu DAU a MTX na bunkovych linidch
MDCKII. Po vystaveni buniek testovanym cytostatikam po dobu 48 hodin
s/bez kombinacie s 20uM (DAU) alebo 15uM (MTX) brivanibom bola vyhodnotena
bunkova viabilita pomocou MTT proliferacného testu spektrofotometricky. Vysledné
hodnoty su priemermi + SD troch nezavislych experimentov.
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Tab. 2 Analyza ucinku brivanibu na protinadorovu aktivitu DAU a MTX na bunkovych
liniach MDCKII. Hodnoty vychadzaju z dat zobrazenych na Obr. 13. Modulacny pomer
Jje vyjadreny ako pomer ICso samotného cytostatika ku ICso kombindacie cytostatika s TKi
v prislusnej bunkovej linii. Normalizovany modulacny pomer vyjadruje pomer
modulacného pomeru kombinacie lieciv v bunkovej linii nadmerne exprimujiucej ABC
transportéry ku modulacnému pomeru kombinacie prislusnych lieciv na parentnych
bunkach. Statistickd vyznamnost hodnét posunu ICso kombindcie latok ku ICso hodnotdm
samotného cytostatika konkrétnej bunkovej linie bola hodnotenda pomocou Welschovho t-
testu. Statisticky signifikantné hodnoty boli oznacené
p=<005(*, p<00I(**).

Bunkova Lieciva IC50 95% CI Modulacny ~ Normalizovany

linia latka(y) (uM) (LM) pomer modula¢ny pomer

MDCKII-parentné

daunorubicin 0.993 (0.867-1.13)

mitoxantron 1.60 (1.43-1.81)

daunorubicin + brivanib 0.754" (0.548-1.00) 1.32

mitoxantron + brivanib 1.35™ (0.985-1.86) 1.19
MDCKII-ABCB1

daunorubicin 12.1 (11.6-12.7)

daunorubicin + brivanib 4.76* (3.90-5.81) 2.54 1.92
MDCKII-ABCG2

mitoxantron 9.55 (9.00-10.1)

mitoxantron + brivanib 1.38** (1.14-1.64) 6.92 5.82
MDCKII-ABCC1

daunorubicin 5.21 (5.04-5.38)

daunorubicin + brivanib 5.23™ (3.64-6.88) 0.996 0.75

44



combination index

combination index

= MDCKII-ABCB1
o  MDCKIl-par

0 T I T I !
0 20 40 60 80 100
Fa (%)
=  MDCKII-ABCG2
2] o  MDCKII-par
o —%“ ____________________________________ T
i
0 1 I I I !
0 20 40 60 80 100

45



6 = MDCKII-ABCC1
X o  MDCKIl-par
©
£ 4
c
<)
®
c
el i l
CE> L
S |l L T ... _“Hr ....... -

0 I | I | |

0 20 40 60 80 100

Fa (%)

Obr. 14 Analyza kombinacného indexu 20uM brivanibu na protinddorovy ucinok DAU
a 15uM brivanibu na protindadorovy ucinok MTX na bunkovych liniach MDCKII.
Pouzitim CompuSyn softvéru boli analyzované hodnoty z Obr. 13 spolu s proliferacnymi
hodnotami samotného brivanibu (data neuvedené). V ramci tejto metody je synergizmus
charakterizovany ako kombinacny ucinok vyssi nez sucet ucinkov jednotlivych latok (CI
< 0,9), aditivny efekt je rovny suctu ucinkov jednotlivych latok (CI 0,9-1,1) a
antagonizmus odpovedda kombinacnému ucinku mensiemu nez je sucet ucinkov jednotlivo
podanych latok (CI > 1,1). Favyjadruje % zasiahnutej frakcie buniek. Vysledné hodnoty
su priemermi £ SD troch nezavislych experimentov.

5.2.2  Expresné Studie

V kapitole 3.1.4 bolo pojednavané o moZnosti vzniku ziskanej rezistencie dlhodobou
expoziciou cytostatikdm mechanizmom indukcie génov zapojenych do MDR. Aby sme
dokézali/vyvratili tito moZnost’ v pripade nami Studovanych TKi, boli sucastou tejto
prace expresné Stidie zamerané na indukciu génov ABCBI, ABCCI a ABCG2 na dvoch
modelovych linidch odvodenych od NSCLC, a to A549 a NCI-H1299. Naviac sme
pouzili systémoveé modely LS174T a Caco-2 pre zistenie, Ci alektinib a brivanib vykazuju
potencidl stat’ sa pachatelmi farmakokinetickych liekovych interakcii zalozenych na

indukcii ABC transportérov.
5.2.2.1  Alektinib

Pri experimentoch na vSetkych skimanych bunkovych liniach bola pouZzitd koncentracia
alektinibu 0,5uM, ktord bola starostlivo zvolend na zdklade dvoch kritérii: (1)
zanedbatel'nd cytotoxicita na modelovych bunkovych liniach (Obr. 15A) a (2) klinicka
relevancia zaloZzena na =zaklade Cmnax hodnoty zaznamenanej in  vivo vo

farmakokinetickych stidiach (Zhu et al., 2017).
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Alektinib neovplyvnil hladinu mRNA S$tudovanych ABC transportérov v zmysle
zvySenia ani znizenia o viac ako 100% alebo menej ako 50% v zZiadnej sledovanej
bunkovej linii (Obr. 15B, Obr. 15C, Obr. 15D, Obr. 15E). Vychadzajuic z EMA
guidelinov (EMA, 2012) sa teda ziskané vysledky nemozu povazovat’ za pozitivne pre
indukciu alebo naopak down-reguléciu, preto potencial alektinibu stat’ sa pachatel'om
liekovych interakcii zaloZenych na indukcii génov liekovych efluxnych transportérov, ¢i

ovplyvneni MDR fenotypu je nizky.
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Obr. 15 Uéinok 0,5uM alektinibu na hladinu mRNA ABCB1, ABCC1, ABCG?2 na (B,
C) systémovych (LS174T, Caco-2) a (D, E) NSCLC (A549, NCI-H1299) bunkovych
modeloch. Koncentracia alektinibu bola zvolend na zaklade vysledkov (A) proliferacného
MTT testu vykonaného pred expresnymi Studiami. V samotnych experimentoch
zistujucich zmeny expresie boli bunky inkubované s 0,5 uM alektinibom a v intervaloch
24 a 48 hodin bola stanovena hodnota urovne mRNA cielovych génov za pouZitia
qRT-PCR. Vyuzitim AACt metody bola vyhodnotena relativna kvantifikdcia studovanych
ABC transportérov, pricom vnutornou kontrolou bol geometricky priemer housekeeping
génov B2M a HPRTI. Vysledne hodnoty su priemermi £ SD troch nezavislych
experimentov.
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5.2.2.2 Brivanib

Po expozicii buniek 10uM brivanibu, ktorého koncentracia bola zvolend rovnako ako
v kap. 5.2.2.1 na zéklade zanedbatel'nej cytotoxicity (Obr. 16A) a klinickej relevancie
(Mekhail et al., 2010), sme sledovali zmeny na trovni génovej expresie ABCBI, ABCCI
a ABCG?2 v rovnakych bunkovych modeloch ako v predchadzajicom pripade.

Vychadzajac z EMA guidelinov (EMA, 2012), brivanib ovplyvnil hladinu mRNA
Studovanych ABC transportérov o viac ako 100% len v pripade ABCB1 génu v LS174T
systémovom modeli (Obr. 16B) a ABCCI génu v NSCLC modeli NCI-H1299 bunkovej
linie (Obr. 16E). Zatial' co uroven indukcie ABCBI pri LS174T bunkovej linii bola
pomerne nizka, s hodnotami indukcie 2,54 a 2,09 v poradi pre 24 a 48 hodinovy interval,
up-regulacia ABCC1 bola vyraznej$ia, s hodnotou zmeny mRNA 4,54. Na druhej strane
bola tato zmena pozorovana len pri kratSom ¢asovom intervale. Pri ostatnych sledovanych
génoch uZ brivanib neovplyvnil hladinu mRNA o viac ako 100% alebo menej ako 50%
v Ziadnej sledovanej bunkovej linii (Obr. 16B, Obr. 16C, Obr. 16D, Obr. 16E).

Vzhladom na naSe vysledky je mozné predpokladat, ze brivanib moéze sposobit’
systémové interakcie liekov v dosledku indukcie ABCBI. Okrem toho zvySenie expresie
ABCC1 v NSCLC bunkovej linii nazna¢uje moznu ulohu brivanibu pri vyvoji ziskanej
farmakokinetickej rezistencie. K dnesnému diiu nie st dostupné Ziadne informadcie
tykajice sa ucinku brivanibu na expresiu ABC transportérov hrajuce rolu v liekovej

rezistencii alebo liekovych interakciach.
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Obr. 16 Uéinok 1 OuM brivanibu na hladinu mRNA ABCB1, ABCC1l, ABCG2 na (B,
C) systémovych (LS174T, Caco-2) a (D, E) NSCLC (A549, NCI-H1299) bunkovych
modeloch. Koncentrdcia brivanibu bola zvolena na zaklade vysledkov (4) proliferacného
MTT testu vykonaného pred expresnymi Studiami. V samotnych experimentoch
zistujucich zmeny expresie boli bunky inkubované s 10uM brivanibom a v intervaloch 24
a 48 hodin bola stanovena hodnota uirovne mRNA cielovych génov za pouzitia gqRT-PCR.
Vyuzitim AACt metody bola vyhodnotend relativna kvantifikacia studovanych ABC
transportérov, pricom vautornou kontrolou bol geometricky priemer housekeeping génov
B2M a HPRTI. Vysledné hodnoty su priemermi + SD troch nezavislych experimentov.
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6 Zaver

Rakovina pl'uc je hlavnou pri¢inou smrti na nadorové ochorenia, kedy diagnostikovani
pacienti ¢elia vel'mi nepriaznivej progndze a akykol'vek pokrok v terapii znamend nadej
pre obrovsku skupinu chorych, preto sa stala predmetom nasho vyskumu (Dizon et al.,
2016). Chemoterapia je zakladom liecby vacSiny nadorov, jej potencidl je vSak vyrazne
limitovany MDR. Nadmerna expresia ABC liekovych efluxnych transportérov ABCBI,
ABCC1 a ABCG2 v nadorovych bunkdch sa pokladd za primarnu pri¢inu vzniku
farmakokinetickej rezistencie na protinddorové lieciva. Inhibicia tychto transportérov je
preto predmetom zdujmu veduca k zefektivneniu terapie onkologickych pacientov

(Szakécs et al., 2006).

STubny pristup cielenej liecby predstavuju TKi, kedy je dualny efekt niektorych z nich
okrem prvotnej inhibicie cielovych enzymov, dany tieZ interakciami s ABC liekovymi
efluxnymi transportérmi, vysledkom ¢oho je G€¢innd modulacia MDR. Alektinib, v praxi
uz dnes vyuzivany ako prva linia liecby ALK pozitivneho NSCLC a brivanib cieliaci na
VEGFR-2 a FGFR-1 su TKi, ktoré boli sledované v nasom vyskume. Konkrétne sme sa
venovali §tidiu kombindcie tradi¢nych cytostatik, ktoré s substratmi ABC liekovych
efluxnych transportérov, snami vybranymi TKi, ktoré tieto transportéry dokazu
inhibovat’. V druhej Casti tejto prace sme sa zamerali na to, ¢i vybrané¢ TKi okrem
mozného prekonania MDR nemoézZu na druhej strane tento fenomén samy podporit’ pri
dlhodobom podavani indukciou expresie génov kodujlcich tieto transportéry. Okrem
toho sme sa snazili odhalit’, ¢i alektinib a brivanib vykazuji potencial pre vyvolanie
systétmovych farmakokinetickych liekovych interakcii na urovni zmien v expresii

Studovanych transportérov.

V stihrne nasSe vysledky naznacuju, Ze synergickd kombinécia alektinibu aj brivanibu
s tradicnou chemoterapiou by mohla byt’ vyhodna u pacientov s MDR sprostredkovanou
overexpresiou ABCB1 a/¢i ABCG2. Oba testované TKi vykazujii obmedzeny potencial
pre ovplyvnenie MDR fenotypu nadorovych buniek, ¢i pre to, aby sa stali pachatel'mi
liekovych interakcii zaloZenych na indukcii génov liekovych efluxnych transportérov.
Zaverom sa da konStatovat,, Ze nase in vitro vysledky mozu slazit’ ako cenny zaklad pre
nasledné in vivo Studie, ktoré by podporili racionalitu naSich hypotéz a zaverov
ateoreticky mohli priniest 0¢inni abezpecnu terapeuticki schému pre mnoho

onkologickych pacientov.
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