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Uplatnenie vysledkov projektu

Viacliekova rezistencia (,multidrug resistance“, MDR) predstavuje zavazny klinicky problém
pri lieCeni infekEnych choréb a predstavuje aj vyznamnu prekazku efektivnej chemoterapie
nadorovych ochoreni. Nadorové bunky mézu byt na lieCbu rezistentné od zaciatku, CastejSie
vSak dochadza k situacii, ked pacienti spociatku reaguju na cytostaticku lieCbu remisiou, ale
opakované podavanie cytostatika sa postupne stava neudinné. Napriek tomu, Ze viacliekova
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rezistencia sa velmi intenzivne $tuduje, mnohé aspekty rozvoja MDR zatial nie su uplne
objasnené, nakolko sa jedna o Siroku Skalu procesov, ktoré vo vzajomnej interferencii
dokazu obmedzit' citlivost’ neoplastickych buniek na lie€iva s rozli€nou chemickou Strukturou
a mechanizmom ucinku.

V ramci rieSenia projektu sme sa zamerali na $tudium mechanizmu rozvoja rezistencie
nadorovych buniek a prepojenie jednotlivych bunkovych procesov, ktoré sa podielaju na
vzniku MDR. Rezistentné sublinie buniek sme pripravili v naSom laboratériu dlhodobou
adaptaciou mysich a fudskych leukemickych buniek v pritomnosti stupajucej koncentracie
latok, aby sme sa €o najviac priblizili procesu, ktory v nadorovych bunkach prebieha pri
dlhodobej lieCbe chemoterapeutikami. Ziskané vysledky mozu poskytnut’ vychodiskové
informacie pre chemoterapiu pacientov, najma pre kombinovanu terapiu, ktora sa v
poslednych rokoch zacina ¢oraz CastejSie uplatriovat.

V ramci rieSenia projektu sme pripravili sublinie fudskych leukemickych buniek SKM-1 a
MOLM-13 rezistentné na demetylacné latky azacytidin (AZA) a deoxyazacytidin (DAC).
Obidve tieto lie€iva sa pouzivaju na lieCbu pacientov, ktori nie su uz vhodni na iny typ lieCby.
O licencovanie bunkovych linii MOLM-13 rezistentnych na AZA a DAC prejavila zaujem
kanadska spolo¢nost’ Applied Biological Materials Inc. 5

Autorsky kolektiv rieSitelov projektu ziskal v r. 2023 ocenenie SAV v kategorii Spickové
&asopisecke publikacie za pracu SIMONICOVA, Kristina* - JANOTKA, Lubo$* - KAVCOVA,
Helena - SULOVA, Zdena - BREIER, Albert** - MESSINGEROVA, Lucia**. Different
mechanisms of drug resistance to hypomethylating agents in the treatment of
myelodysplastic syndromes and acute myeloid leukemia. In Drug Resistance Updates,
2022, vol. 61, art. no. 100805, ktora je vystupom tohto projektu.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Ciel A: NaSa analyza ucinkov bortezomibu (inhibitor proteazému, schvaleny na lieCbu
hemato-onkologickych malignancii) na P-gp pozitivhne aj negativne leukemické bunky
preukazali jeho potencial prekonat liekovu rezistenciu pri lieCbe leukémie. Vyvinuli sme
metddu na monitorovanie intracelularnych iénov vapnika pomocou Fluo-3/AM, ktory je
substratom P-gp, ¢o komplikuje jeho pouZzitie v P-gp pozitivnych bunkach. Nasa metdda je
zalozena na Specifickej blokade P-gp. V prehlade sme opisali ulohu r6znych mikroRNA vo
vyvoji rezistencie voci viacerym lieCivam.

Ciel B: Poukazali sme na rozdielne odpovede AML leukemickych buniek na lie¢bu 5-
azacytidinom napriek pouZzitiu rovnakého indukéného protokolu. To pod€iarkuje heterogenitu
mechanizmov rezistencie na lieky medzi populaciami leukemickych buniek. Okrem toho
sme charakterizovali rézne mechanizmy, ktorymi vznika rezistencia na hypometylacné latky
pri myelodysplastickom syndrome a AML. Opisali sme zmeny v apoptotickych drahach v
bunkovych liniaich MOLM-13 a SKM1, u ktorych sa vyvinula rezistencia na hypometylacné
latky.

Ciel C: Preukazali sme zapojenie drahy LPHN1/GAL-9/TIM-3 do rozvoja rezistencie na
lieCiva pri AML. Ako prvi sme detegovali vSetkych osem predpokladanych variantov
alternativneho zostrihu galektinu 9 na urovni mRNA aj proteinu. Sledovali sme efekt
sulforafanu (latka s preventivnym protinadorovym efektom) na mechanizmy bunkovej smrtiv
P-gp-negativnych a P-gp-pozitivnych variantoch buniek L1210, naSe vysledky naznacuju, ze
sulforafan je sfubnym adjuvans pri chemoterapii leukémie. Pokracovali sme vo vyvoji
techniky proteinovych mikro€ipov na baze lektinov na analyzu glykanov. Tato metéda
umoznuje nahliadnut’ do glykozylaénych vzorcov spojenych s progresiou rakoviny.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

Aim A: Our analysis of the effects of bortezomib (a proteasome inhibitor, a drug approved
for the treatment of multiple myeloma) on both P-gp positive and negative leukemia cells
demonstrated its potential to overcome drug resistance in the treatment of leukemia. We
have developed a method to monitor intracellular calcium ions using Fluo-3/AM, a P-gp
substrate, which complicates its use in P-gp positive cells. Our method is based on the
specific blockade of P-gp. In a review, we described the role of different microRNAs in the
development of multidrug resistance.

Aim B: We have highlighted the different responses of AML leukemia cells to 5-azacytidine
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treatment despite the use of the same induction protocol. This underscores the
heterogeneity of drug resistance mechanisms among leukemic cell populations. In addition,
we characterized the different mechanisms by which resistance to hypomethylating agents
develops in myelodysplastic syndrome and AML. We have described alterations in apoptotic
pathways in the MOLM-13 and SKM1 cell lines that developed resistance to
hypomethylating agents.

Aim C: We demonstrated the involvement of the LPHN1/GAL-9/TIM-3 pathway in the
development of drug resistance in AML. Remarkably, we are the firstto capture all eight
previously predicted galectin 9 alternatve splicing variants at the mRNA and protein levels.
We monitored the effect of sulforaphane (substance with preventive antitumor effect) on the
mechanisms of cell death in P-gp-negative and P-gp-positive variants of L1210 cells during
repeated passages. Our results suggest that sulforaphane is a promising adjuvant in
leukemia chemotherapy. We continued to develop a lectin-based protein microarray
technique for the analysis of glycans. This method provides insight into glycosylation
patterns associated with cancer progression.
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