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Souhrn

Tyrosinkinasové  inhibitory = (TKI) pfedstavuji  skupinu  modernich
protinadorovych 1é¢iv schopnych inhibovat receptorové 1 nereceptorové tyrosinkinasy.
Tyrosinkinasy jsou enzymy zodpovédné =za aktivaci kaskady signalnich drah
prostiednictvim fosforylace celé fady proteint. V dasledku aberantni aktivace muze
dojit k maligni transformaci buniky. Modelovym nadorovym onemocnénim byla v tomto
ptipad¢ chronicka myeloidni leukémie, charakterizovand ptitomnosti tzv. filadelfského
chromozomu spjatého s produkci konstitutivné aktivované Ber-Abl tyrosin kinasy.

Pii aplikaci TKI vSak miize dojit k rozvoji mnohocetné lékové rezistence.
Jednim z mechanismt, které¢ pfispivaji k tomuto fenoménu, je zvysSena exprese 1¢kovych
transportéri z ABC rodiny (ATP — binding cassette). Nejcastéji se v této souvislosti
uvazuje o P-glykoproteinu (P-gp, ABCB1), MXR (mitoxantrone resistence protein;
ABCG2) a MRPI (multidrug associated protein 1; ABCCI). Ty maji schopnost
transportovat molekuly 1é¢iva ven z bunky, ¢imz piispivaji ke vzniku rezistence.

Nejnovejsi studie ukazaly, ze TKI, které se pouzivaji k 1é€b¢ nadord, mohou
slouzit nejen jako substraty, ale i jako inhibitory vySe zminénych 1ékovych transportéra.
Udaje v literatufe vSak jsou Gasto protichtidné. Proto jsme se touto otazkou zabyvali
Vv této praci. Mé&fili jsme vliv vybranych TKI (imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a
dasatinib) na aktivitu P-gp. Pro srovnani byla rovnéz métena aktivita P-gp po aplikaci
klasickych inhibitord P-gp (cyklosporin A, verapamil, valspodar a zosuquidar). Zjistili
jsme, ze imatinib plisobi jako inhibitor P-gp, ale jeho G¢inek je slaby. Jeho metabolit, N-
desmethylimatinib, nevykazuje zadny inhibi¢ni G¢inek na P-gp stejné jako dasatinib.
Nilotinib se jevi jako G€inny inhibitor P-gp, srovnatelny s uc¢inky cyklosporinu A nebo
verapamilu. Na druhé strané ziejmé nebude mozné vyuzit nilotinib v klinické praxi,
nebot’ byla prokdzdna jeho obecnd cytotoxicita v koncentracich, kdy ma inhibi¢ni
ucinek na P-gp.

Dlouhodobym puisobenim mitoxantronu v kombinaci s nilotinibem jsme z bunék
K562 vyselektovali rezistentni linii K562/ABCG2, u niZ jsme pozorovali zvySenou
expresi ABCG2 transportéru. Exprese transportéri ABCB1 a ABCCI1 vSak nebyla
ovlivnéna. Selektované bunky vykazovaly nejvétsi rezistenci vic€i imatinibu, méné
potom vuci nilotinibu a nejméné vuci dasatinibu. Pozorovanou rezistenci bylo mozné
zvratit selektivnim inhibitorem ABCG?2 transportéru.



Summary

Tyrosine-kinase inhibitors (TKIs) are a group of modern anticancer drugs
capable of inhibiting receptor and non-receptor tyrosine kinases. Tyrosine kinases are
enzymes responsible for activation of cascade signaling pathways by means of
phosphorylation of a series of proteins. Consequently, aberrant activation can lead to the
malignant transformation of cells. A model cancer that was considered was chronic
myeloid leukemia, which is characterized by the presence of the so called Philadelphia
chromosome, resulting in the production of a constitutively activated Bcr-Abl tyrosine
kinase.

The use of TKIs may lead to the development of multiple drug resistances. One
of the mechanisms that contribute to this phenomenon is the increased expression of
drug transporters from the ABC family (ATP — binding cassette). The most often
considered in this context are P-glycoprotein (P-gp, ABCB1), MXR (mitoxantrone
resistance protein; ABCG2) and MRP1 (multidrug associated protein 1; ABCC1). These
molecules have the ability to transport drugs out of cells, thereby contributing to the
emergence of resistance.

Recent studies have shown that TKIs, which are used in the treatment of tumors,
can serve not only as substrates, but also as inhibitors of the above mentioned drug
transporters. The data found in the literature, however, is often contradictory, and it is
therefore that we address this issue in this thesis. We measured the effect of selected
TKIs (imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a dasatinib) on the activity of P-gp. For
comparison, the activity of P-gp was likewise measured after the application of classical
P-gp inhibitors (cyclosporin A, verapamil, valspodar a zosuquidar). We found that
imatinib acts as an inhibitor of P-gp, but that it has a weak effect. Its metabolite, N-
desmethylimatinib, does not exhibit any inhibitory effect on P-gp, similar to dasatinib.
Nilotinib appears to be a very potent inhibitor of P-gp, comparable to the effects of
cyclosporin A or verapamil. On the other hand, it will not be possible to use nilotinib in
clinical practice, since general cytotoxicity was proven at concentrations for which there
is an inhibitory effect on P-gp.

Following long-term application of a combination of mitoxantrone with nilotinib
on K562 cells, we selected a resistant cell line K562/ABCG2, for which we observed
increased expression of ABCG2 transporters. The expression of ABCB1 and ABCC1
transporters was not affected. The selected cells showed the greatest resistance to
imatinib, followed by nilotinib, and least to dasatinib. The observed resistance could be
reversed with a selective inhibitor of the ABCG2 transporter.
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1 Uvod

Zhoubna nadorovd onemocnéni predstavuji v celosvétovém métitku velky
problém. Ve vyspélych zemich byvaji jednou z nejcastéjSich pfi¢in Gmrti. Z analyz
nejruznéjSim infekénim onemocnénim, které lidstvo v prubéhu staleti suzovala, vSak
stala nadorova onemocnéni spiSe v Gstranni zajmu. Velky obrat nastal teprve ve 20.
stoleti, kdy se diky neustale se zlepSujicim moznostem védy a techniky dostalo studium
pficin vzniku, vyskytu a 1é¢by nadorti do poptedi. Zatimco ve 20. letech 20. stoleti byla
lééba nadorti omezena prakticky pouze na chirurgickou 1é¢bu, pozdéji s objevem
rontgenovych paprskll byla aplikovana rovnéz radioterapie. Ve 40. letech 20. stoleti
zacaly byt testovany ucinky prvnich cytostatik - alkyla¢nich latek. Chemoterapie, ktera
se v prub¢hu 60. let stala jednou z hlavnich 1é¢ebnych metod, je dodnes pilifem mnoha
onkologickych 1écebnych postuptl. Jelikoz cytostatika patii mezi agresivni latky s celou
fadou negativnich vedlejSich Gc¢inkd, je snahou mnoha 1ékaiti a védeckych pracovnikli
vyvinout nové léfebné strategie, které by tyto negativni dopady co nejvice
minimalizovaly ¢i uplné odstranily.

Jednou z mozZnosti, vedle genové terapie ¢i vyuziti chemoterapie enkapsulované
do ,,inteligentnich* nanopartikuli spadajicich zatim spise do budoucnosti, je tzv. cilena
lé¢ba. Timto terminem lze oznacit vSechny latky vyvinuté na zdkladé poznani a
pochopeni pfiin vzniku jednotlivych malignit s cilem zasahnout pouze nadorovou
populaci s minimem nezadoucich toxickych vlivii na bufiky okolni zdravé tkané. Na
zakladé poznatkll zejména z molekularni biologie se Vv oblasti cilené 1écby mulZeme
vydat n¢kolika sméry — napf. se mizeme zaméfit na inhibici ristu nadoru, kam Ize
zatadit procesy inhibice proliferace, sebeobnovy ¢i indukci apoptdzy, nebo se mizeme
soustiedit na inhibici §ifeni nadoru, ¢ehoz lze docilit inhibici angiogeneze €i invazivity a
metastazovani (Faber, Indrak a kol., Klener, P. a Klener, P. jr., 2010).

Moznym ptistupem je také studium inhibice tyrosinovych kinas (TK). TK patii
mezi klasické onkogeny, jejichz aberantni aktivace hraje ulohu pfi maligni transformaci
bunky (Johnson, 2009). Tato prace je zaméfena na studium interakci inhibitord TK
S lékovymi transportéry z ABC (ATP binding cassette) rodiny, zejména ABCBI,
ABCC2 a ABCG2. Je znamo, ze 1ékové transportéry jsou zapojeny do mechanismu

rezistence nadorovych bun¢k na cytostatika. Lékové transportéry snizuji intracelularni



hladinu daného 1éciva tim, Ze maji funkci efluxnich transportéri. Jejich piipadna
inhibice by vedla k zadrZzeni 1é¢iva v bunice a tim dosazeni potiebného cytotoxického

efektu.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Stru¢na historie leukémii

Leukémie obecné byly poprvé popsany koncem 40. let 19. stoleti nezavisle
dvéma védci — Johnem Hughesem Bennettem a Rudolfem Virchowem, ktefi v Krvi
pacienti pozorovali velké mnozstvi bilych krvinek. Postupné zdokonalovani
mikroskopi umoznilo koncem 19. stoleti rozeznat jednotlivé typy bilych krvinek a
ptispélo ke vzniku védniho oboru hematologie (Protivankové, Vorlicek, 2008).
Leukémie byly rozdéleny na akutni a chronické. V nékolika nésledujicich desetiletich se
ve vyzkumu téchto chorob nedélo nic podstatného. Velky prillom nastal az v poloviné
20. stoleti, kdy byla syntetizovana a testovana prvni chemoterapeutika — alkyla¢ni latky.
Tomuto prevratnému objevu piedchazela ndhodnéd pozorovani provadéna béhem prvni a
druhé svétové valky, kdy 1ékati sledovali vliv bojového plynu yperitu na krevni obraz
lidi. Zjistili, Ze vyvolava zmény v poétu bilych krvinek a pasobi proti déleni bun¢k. Tak
byla odstartovana éra protinadorové cytostatické chemoterapie. Prvnim cytostatikem byl
chemoterapeutika, z nichz néktera se pouzivaji dodnes (napf. busulfan, cyklofosfamid,
melfalan; Faber, Indrak, 2010).

Prvnim lidskym nadorem, u kterého se podafilo prokazat, ze jeho pfiCinou je
genetickd abnormalita, byla chronickd myeloidni leukémie (CML). Ptitomnost
patologického, tzv. filadelfského chromozomu, kterym je CML charakterizovana, se
podaftilo prokéazat P.Nowellovi a D. Hungerfordovi ve Spojenym statech jiz v roce 1960
(Nowell, 1960).

2.2 Chronicka myeloidni leukémie

CML je myeloproliferativni onemocnéni klonalniho charakteru, které je
charakterizovano pftitomnosti tzv. filadelfského chromozomu - blize viz. kapitola
Molekularni podstata CML. Vznika fazni gen BCR-ABL, jehoz produkt ma
tyrosinkinasovou aktivitu a pfi jeho konstitutivni aktivaci dochazi k nekontrolovanému

mnozeni krvetvornych bunék (Lugo a kol., 1990). Dusledkem této nemoci je tedy
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nekontrolované zmnozeni jednoho z typt bilych krvinek — granulocytt (Protivankova,
Vorli¢ek, 2008).

CML ma 3 faze — chronickou, akcelerovanou a blasticky zvrat. Faze chronicka
trva fadové meésice az roky. Jedna se o pomalu postupujici fazi s nespecifickymi
pfiznaky jako je unava, ztrata chuti k jidlu ¢i zvySena teplota. V této fazi nemoci pacient
nemusi mit subjektivni potize a bézné aktivity zvldda bez omezeni. Snizeni poctu
leukocytlh pomoci bézné 1€Cby je snadné. V akcelerované fazi pocet leukocytl nartsta
rychleji, trva vétsinou 3-6 mésicl. Nutna je intenzivnéjsi chemoterapie, av§ak po podani
1é¢by se néktefi pacienti mohou dostat zpét do chronické faze nemoci. Mezi typické
ptiznaky akcelerované faze patii bolesti kosti, nartst sleziny, no¢ni poceni ¢i ztrata na
vaze. Bézné aktivity jiz pacient nezvlada tak snadno. Pokud pacient zcela prestane
reagovat na lécbu, pokrocila jeho choroba do faze blastického zvratu. V kostni dfeni
dojde Kk prudkému nardstu v poétu vyvojové nejmladsSich bunék — blasti, které jsou
nasledné vyplavovany do periferni krve. Mezi typické piiznaky patii intenzivni bolest
kosti, infekce, krvaceni aj. Moznosti 1écby v tomto stadiu jsou znaéné omezené

(Protivankova, Vorlic¢ek, 2008).

2.3 Vyskyt chronické myeloidni leukémie

CML je jednou z nejcastéji se vyskytujicich leukémii u dospélych pacientu.
Piedstavuje az 25% vsech leukémii v dospélosti (Protivankova, Vorlicek, 2008). Udaje
0 jeji incidenci se rizni a pohybuji se vrozmezi 0,6 - 2 nové ptipady/100 000
obyvatel/rok. Zajimavé je, Ze zatimco incidence lymfoproliferativnich onemocnéni roste
ve srovnani s predeSlymi léty, tak incidence CML se vyrazné neméni. Co je pfesnou
pfi¢inou tohoto trendu se s jistotou nevi, pfedpokladd se ale, Ze CML ma
pravdépodobné mensi souvislost s civilizacnimi faktory Zivotniho prostfedi nebo
vyzivy. Jisté ale je, Ze vyskyt CML narusta s pfibyvajicim vékem (Obr.1). U déti je toto

onemocnéni velmi vzacné — tvofi asi 3% détskych leukémii.
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Obr. 1. Vékoveé specificka incidence CML u bélochit v USA v letech 2000-2006,
pievzato z Indrak, Faber, 2010

Ze statistik rovnéz vyplyva, ze vyskyt CML je Castéjsi u muzd. V Ceské
republice neni piesny vyskyt CML stanoveny formou epidemiologické studie
k dispozici, aviak na monitoringu vyskytu CML v rtiznych regionech CR pracuje hned
nékolik skupin — zejména Narodni onkologicky registr Ceské republiky (NOR),
Leukemicka sekce Ceské hematologické spolecnosti a Slovenské hematologické
spole¢nosti s projektem Camelia, skupina CELL aj. Podle dat NOR CR vykazuji
incidence i mortalita sestupny trend. Mortalita je vSak vzhledem k incidenci vysoka ve
srovnani s jinymi popula¢nimi databdzemi (napf. ve srovnani s vyvojem incidence a
mortality CML u bélochit v USA). Data z NOR poté ukazuji, Ze vysokda mortalita
vzhledem K incidenci se tyka vékové kategorie nad 60 let. Z dalSich provadénych analyz
bylo zjisté€no, Ze starSi pacienti byvaji méné Casto 1éceni nékterymi novejSimi zpisoby
cilené 1écby (inhibitory tyrosinkinas — viz. dale) ve srovnani S mladSimi pacienty

(Obr.2), coz je zcela neopodstatnéné a nespravné feseni (Faber, Indrak, 2010).
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Obr. 2. V¢ék a hlavni 1écba pacientd s CML — tudaje klinické databaze projektu
CAMELIA- pacienti zCR a SR diagnostikovani Vv obdobi 2000-2009, pievzato
Z Indrak, Faber, 2010.

2.4 Molekularni podstata chronické myeloidni leukémie

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vznik CML je spjat s produktem BCR-ABL onkogenu,
lokalizovaném na filadelfském chromozomu (Obr. 3). Podstatu vzniku filadelfského
chromozomu upftesnila Janet Rowleyova vroce 1973 (Rowley, 1973). Filadelfsky
chromozom je chromozom 22, ktery vznika reciprokou translokaci mezi dlouhymi
raménky chromozomli 9 a 22. Chromozomalni translokace je iniciovana
dvouvlaknovym zlomem DNA (Richardson, Jasin, 2000). Nejcast&jSim inicidtorem
dvouvlaknovych zlomt byva ionizujici zafeni Corso a kol., 1995). Mista zlomu jsou
situovana v piipadé genu ABL do oblasti 9934 a v piipadé BCR genu do oblasti 22g11
(Barnes, Melo, 2002).
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Obr.3: Reciproka translokace t(9;22) a vznik filadelfského chromozomu (upraveno
dle Barnes, Melo, 2002)

2.4.1 Gen ABL a jeho produkt

ABL gen je lidsky homolog onkogenu v-ABL vyskytujiciho se u Abelsonova
mySiho leukemického viru, ktery koduje nereceptorovou tyrosinkinasu. ABL gen je
lokalizovan na chromozomu 9, coz bylo spolu s objasnénim jeho role publikovano
Abelsonem v roce 1982 (Abelson, 1982). Produktem tohoto genu je 145 kDa protein c-
Abl (Obr.4) s2 izoformami (la a 1b) vzniklymi alternativnim sestfihem 1. exonu.
Isoforma 1b je myristoylovana, coz umoziuje jeji vazbu k plazmatické membrané. Ve
struktufe tohoto proteinu mizeme rozliSit nekolik strukturnich domén, napi. 3 Src
(sarcoma) homologni domény (SHI1-SH3) umisténé blizko N-konce, z nichz SH1
doména ma tyrosinkinasovou funkci a zbylé 2 domény umozZiuji interakci s jinymi
proteiny. Uprostifed molekuly se nachazeji sekvence bohaté na prolin, kam se vazi SH3
domény jinych proteinti. Blizko C-konce se nachazeji signaly jaderné lokalizace, DNA

vazebné a aktinvazebné motivy (Barnes, Melo, 2002).
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Obr. 4: Struktura p145”"' proteinu (zjednoduseno dle Barnes, Melo, 2002)

C-Abl kinasa je prevazné lokalizovana v jadie, vazana na DNA a jeji aktivita je
pfisné regulovéana. Co se tyka funkce normalniho Abl proteinu, je znamo, Ze je zapojen
do regulace buné¢ného cyklu (pfechod do S-faze), do bunécné odpovédi na genotoxicky
stres a do integrinem zprostfedkované adheze. Zda se, ze propojuje signaly z vnéjsiho a
vnitiniho prostfedi buiiky a rozhoduje o bunécném osudu ve smyslu pokracovani

v bunééném cyklu ¢i spusténi apoptozy (Barnes, Melo, 2002).

2.4.2 BCR gen a jeho produkt

V roce 1984 byla definovdna oblast na 22. chromozomu, V niz dochazi ke
zlomim — BCR (break-point cluster region; Groffer, 1984). BCR gen exprimuje
cytoplazmaticky Bcr protein o velikosti 160 kDa s n¢kolika funk¢énimi doménami
(Obr.5), napt. serin-threoninovou kinasovou doménu, jejimz jedinym substratem je
Bap-1 (BCR associated protein-1). Prilehlé oblasti bohaté na serin a threonin, pokud
jsou fosforylovany, mohou slouZit jako vazebna mista pro SH2 domény jinych proteint
(napt. Abl). Na N-konci se rovnéz nachazi oligomeriza¢ni doména umoziujici

formovani dimert in vivo. Vedle této domény se nachazi serin/threoninova kinasova
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doména. Jeji nékteré aminokyseliny, pokud jsou fosforylovany, mohou slouzit jako

vazebna mista pro SH2 domény jinych proteinti (Deininger a kol., 2000).

= GEF
>
®
N g Serin / Threoninova domé
N o= omény RAC
g £ Kinasova doména umoziiujici | CaLB GAP COOH
NH2] £ o vyménu GTP
é‘fc za GDP
o
ar (9,0,
1 1271

SH2 vazebna mista

Obr. 5: Struktura p160°*" proteinu (zjednodugeno dle Barnes, Melo, 2002; Deininger a
kol., 2000).

V této doméné se nachdzi mimo jiné tyrosin Y177 schopny autofosforylace,
ktery muze slouzit jako vazebné misto pro adaptorovy protein Grb2 (growth factor
receptor-bound protein 2) zapojeny do Ras signalni drahy. V centralni oblasti se nachazi
homologni oblast guanine nukleotide exchange factor (GEF), ddle homologni domény
umoziujici vyménu GTP (guanosintriphosphate) za GDP (guanosindiphosphate) na
Rho guanidinovém vyménném faktoru - muze aktivovat transkripéni faktory jako je
napt. NF-xB (nuclear factor kappa B). Nasleduje misto pro CaLB (calcium — dependent
lipid binding). C-konec ma GTP-asovou aktivitu pro Rac, coz je mala GTP-asa z Ras
rodiny, ktera reguluje polymerizaci aktinu a aktivitu NADPH (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) oxidasy ve fagocytech. Funkce Ber proteinu pravdépodobné

souvisi s pfenosem signalu (Deininger a kol., 2000).
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2.4.3 Mista zlomu v genech BCR a ABL

Oblasti, kde dochazi ke zlomtim v genech BCR a ABL, jsou razné. Dusledkem je
vznik chimérickych molekul mRNA, a tudiz riznych produktd téchto genli. U genu
ABL dochézi ke zlomim v oblasti velké asi 300 kb na 5" konci vladkna DNA. Bez ohledu
na misto zlomu dochazi ke vzniku fazniho BCR-ABL transkriptu s chybé&jicim ABL
exonem al. BCR exony tedy fuzuji pfimo s exonem 2 ABL. U BCR genu je bod zlomu
lokalizovan do jednoho ze tii tzv. breakpoint cluster regiond. Pokud nastane zlom
Vv oblasti hlavniho breakpoint cluster regionu (M-bcr), alternativnim sestiihem nasledné

OBcr-AbI

vznika transkript, ktery je translatovan do 210 kDa proteinu p21 . Zlom muze

nastat rovnéz v men$im breakpoint cluster regionu (m-bcr), vyslednd mRNA je

pielozena do 190-kDa proteinu p1902=*!

. Byl objeven také 3. breakpoint cluster region
(u-ber) dovolujici vznik fazniho proteinu p230**. S pouzitim metody nested RT-
PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) bylo zjisténo, Ze u vétSiny
pacientli s CML vznika protein p21OBcr'Abl. Je zajimavé, Ze zatimco oblast ABL je témér
neménna, oblast BCR je vysoce variabilni. Z toho je mozné usuzovat, ze ABL oblast je
zodpovédna za princip maligni transformace buiky, kdezto BCR za fenotyp nemoci

(Barnes, Melo, 2002).
2.4.4 Mechanismy maligni transformace spjaté s Bcr-Abl

= Deregulace Abl tyrosinkinasy (Obr. 6)

Jak jiz bylo zminéno vyse, aktivita Abl tyrosinkinasy je za fyziologickych
podminek piisné€ regulovana. Kli¢ovou roli v této regulaci hraje SH3 doména, protoze
jeji delece ¢i zména polohy aktivuje kinasu. Pokud jsou na SH3 doménu navazany jeji
substraty - napf. Abi-1, Abi-2 (Abelson interacting protein), ma SH3 doména inhibi¢ni
funkci. Pripadné se SH3 doména mize vazat do oblasti bohatych na prolin uvniti Abl
proteinu, ¢imZ nastanou konformacni zmény inhibujici interakce se substraty. DalSim
dulezitym prvkem kromé& SH3 domény jsou autofosforylované tyrosiny (napt. Y393),
které¢ vytvareji vazebnd mista pro SH2 doménu ostatnich substratovych proteini
(obecné je mozné rozdélit substraty Ber-Abl dle jejich fyziologické role na adaptorové
molekuly, proteiny asociované s organizaci cytoskeletu a buné¢né membrany a proteiny

s katalytickou funkei). Za fyziologickych podminek je hladina fosfotyrosinu udrzovéna
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na nizké Urovni, coz zabezpecuji tyrosinfosfatasy — v pfipadé Bcer-Abl jsou to Syp
(synaptophysin) a PTB1B (protein tyrosine phosphatase 1B; Deininger, Goldman,
Melo, 2000).

= Zménéné vlastnosti adheze bun¢k (Obr. 6)

Vi se, Zze progenitorova buitka CML vykazuje snizenou adhezi ke stromatalnim
bunkam kostni dfené a extracelularni matrix, coZ ji umoziuje rychleji se délit. Adheze
ke stromatu totiz zpomaluje proliferaci bunék. CML progenitorova bunka ztraci
regulacni signaly, které jsou dodavany normdlnim, adherentnim hematopoetickym
jsou zodpovédné za pienos signdlu z vnéjSiho do vnitiniho prostiedi bunék po vazbé
adherentnich ligandi (Deininger, Goldman, Melo, 2000). Ke zmén¢ adheze bunck
piispiva aktivace Fak/Paxilin (Focal adhesion kinase) signalni drahy zprostfedkovana
Bcer-Abl kinasou.

= Aktivace signalnich mitogennich drah (Obr. 6)

Je znamo, ze Ber-Abl aktivuje celou fadu bunéénych signalnich drah, které maji
mitogenni potencidl. Aktivace konkrétni individualni signalni drahy zavisi na bunééném
typu, ale zda se, ze ustiedni roli hraji Ras, Jak/Stat (Janus protein tyrosine kinase /signal
transducer and activation of transcription), PI(3)K/Akt (phosphatidilinositol-3-kinase)
signalni drahy.
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Bcr - Abl

RAS JAK 2 PI(3)K/AKT FAK
STAT1 PAXILIN
STAT5
PROLIFERACE REZISTENCE ZMENENA
NA APOPTOZU ADHEZE

Obr.6: Signalni drahy podiizené Bcr-Abl kinase (upraveno dle Shet a kol., 2002)

= Inhibice apoptozy (Obr. 6)

Do antiapoptotického efektu Bcr-Abl je zapojena zejména draha PI(3)K a jim
podiizeny NF-kB. Aktivace NF-kB fuznim onkoproteinem Ber-Abl zpisobi
intenzivnéjsi pfesouvani transkripéné aktivni podjednotky p65 do jadra. Fosforylovany
NF-kB tak stimuluje expresi mnoha antiapoptotickych proteinti zahrnujicich Flice
(FADD-like interleukin-1 beta-converting enzyme) inhibi¢ni protein (FLIP), survivin,
Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma 2) a Bcl-X. aj. Kromé gend, které maji vztah
K bunécné smrti, ovliviiuje NF-kB také expresi genl zapojenych do proliferace a
diferenciace. NF-xB vyrazné zvysuje expresi MDR1 (multidrug resistance protein 1),
jehoz produkt P-glykoprotein (P-gp) je zodpovédny za chemorezistenci nadorovych
bunck (Braun a kol., 2006).
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2.5 Lécba chronické myeloidni leukémie

Vybér vhodné 1é¢by pro pacienta s CML je ovlivnén mnoha faktory jako jsou
vék pacienta, stadium nemoci, celkovy stav pacienta nebo pfidruzené choroby. Pokud je
CML v chronické fazi, je mozno zvazovat nékolik 1é¢ebnych ptistupli (Protivankova,
M., Vorlicek, J., 2008):

= konven¢ni chemoterapie (hydroxymocovina, busulfan apod.)
= transplantace krvetvornych bunék

= radioterapie

= imunoterapie (interferony)

= cilena lé¢ba

Velké nadéje jsou vkladany zejména do pfistupu zahrnujiciho cilenou 1é¢bu. Je
tomu tak zejména proto, ze cilend 1ééba zasahuje pfimo molekularni mechanismy a
patologické signdlni drahy, které zplsobuji nddorovou transformaci buiiky, a tudiz
nejsou zasahovany buiiky okolni zdravé tkan¢.

Cilena 1é¢ba zahrnuje celou skalu moznych 1é¢ebnych piistupti (Tab.1)
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Tabulka 1.: Mozné piistupy v cilené terapii (zjednoduseno dle Klener, 2010)

Terapie cilend na nadorové
bunky — inhibice ristu

nadoru

Inhibice proliferace

Inhibice

- receptorovych
tyrosinkinas(TK)

- nereceptorovych TK

- Ras

- Jak/Stat

- PI(3)K/Akt

- proteasomu aj.

Inhibice sebeobnovy

Inhibice
- telomerdz
- signalnich drah podilejicich se

na regulaci sebeobnovy aj.

Indukce apoptozy

Pfima — smrtici ligandy

- kyslikové radikaly
Nepiima - inhibice
antiapoptotickych Bcl-2

proteind

Terapie cilend na nadoroveé
mikroprostiedi — inhibice

§ifeni nadoru

Inhibice angiogeneze

Inhibice transduk¢énich kaskad
spousténych VEGF, EGF a
integriny

Inhibice invazivity a

metastazovani

Blokada integrinovych receptort

aj.

Pozn.: VEGF.... vascular endothelial growth factor
EGF...... epidermal growth factor

vvvvv

malignit, pfesto existuji pfipady, kdy dochézi k jejimu selhdni (Viz. kap. Mnohocetna

1ékova rezistence).

Jak vyplyva z vySe uvedené tabulky, jednou z moznosti cilené terapie je inhibice

receptorovych nebo nereceptorovych tyrosinkinas.
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2.5.1 Tyrosinkinasy jako cile protinadorové terapie

TK jsou enzymy, které Kkatalyzuji pienos vy-fosfatu z ATP (adenosine
triphosphate) na tyrosinové zbytky v polypeptidech. Lidsky genom obsahuje okolo 40
genu pro TK, jejichz produkty reguluji bunéénou proliferaci, preziti, diferenciaci,
metabolismus a motilitu. Pti vyvoji 1é¢iv byly TK dlouho opomijeny kvili nedostatku
dikazi o pri¢inné souvislosti s lidskymi nadory a obavam kvuli Iékové specifit¢ a
toxicite.

TK mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin — na receptorové
S transmembranovou doménou - hraji kli¢ovou roli v pfenosu extracelularnich signalt
do cytoplazmy, napt. PDFGRP (platelet-derived growth factor receptor B) a
nereceptorové (napi. c-Abl), které zpracovavaji  intracelularni signaly a jsou
lokalizované v cytosolu, jadie a vnitini strané¢ plasmatické membrany. Enzymaticka
aktivita obou je pfisné regulovana — Vv nedélicich se bunkach je velmi nizkd hladina
tyrosin fosforylovanych proteind.

Co se tyka struktury receptorovych tyrosinkinas, maji N-koncovou extracelularni
doménu vazici ATP a hot¢ik a C-koncovou intracelularni doménu obsahujici aktivaéni
smycku (tyrosinkinasové katalytické misto). Mezi nimi se nachazi $térbina (lipofilni
transmembranovy segment), kam se vazi polypeptidové substraty.

TK hraji kritickou roli v modulaci signalnich drah ristovych faktort. Aktivované
formy téchto enzymt mohou plisobit pozitivné na proliferaci nadorovych bunék a jejich
rust, indukovat antiapoptotické efekty a podpofit angiogenezi a metastazovani.
K aktivaci mize dojit bud’ prostfednictvim riistovych faktorii, nebo somatickych mutaci.
U receptorovych kinas vazba ligandu indukuje dimerizaci téchto receptorovych TK,
¢imz je umoZnéna autofosforylace jejich cytoplazmatické domény a aktivace TK
aktivity (Krause, Van Etten, 2005; Arora, Scholar, 2005).

TK mohou byt inhibovany farmakologicky riznymi mechanismy. Castou ideou
ve vyvoji 1éCiv s aktivitou zameétenou proti TK je najit malé molekuly, které by piimo
inhibovaly katalytickou aktivitu kinasy prostfednictvim interference s vazbou ATP nebo
substratu. Jiné proti - TK 1é¢ivo muze inhibovat aktivaci fuzovani TK blokovanim jejich
dimerizace. Dal$i moznosti jsou protilatky proti receptorovym TK nebo jejich
ligandim, které pterusuji tyrosinkinasové signalni drahy prostfednictvim neutralizace

ligandd, blokddou vazby ligandl, receptorovou internalizaci a nasledné protilatkou
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zprostiedkovanou cytotoxicitou. Stabilita n€kterych TK je fizena vazbou s proteiny

tepelného Soku (heat-shock proteiny; Krause, Van Etten, 2005).

2.5.2 Tyrosinkinasové inhibitory

Vyvoj tyrosinkinasovych inhibitorti (inhibitorti tyrosinovych kinas; TKI) na
prelomu tisicileti znamenal revolucni zménu v I1écbé CML a dalSich, zejména
hematologickych malignit. Do té doby totiz konven¢ni chemoterapie, byt cilena proti
uré¢itym makromolekuldam nebo enzymiim, nedokazala rozlisit mezi rychle se délicimi
normalnimi bunkami (napf. bunky kostni diené nebo gastrointestinalniho traktu) a

nadorovymi buiikami, coZ vedlo K toxickym vedlej$im u¢inktim (Arora, Scholar, 2005).

TKI mizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin:

1) inhibitory receptorovych tyrosinkinas

Cilem téchto inhibitoril je vyfadit z funkce aberantné aktivované receptorové TK.
Tyto aberantni receptorové TK totiz Sifi aberantni proliferacni signdl nezéavisle na
pritomnosti rustového faktoru, coz hraje kli¢ovou roli pii maligni transformaci a pfi
prezivani/proliferaci nadorovych bun€k (Klener, 2010). Mohou byt zacilené proti
mnohym receptorovym TK, napf.

e EGFR (epidermal growth factor receptor) - gefitinib, erlotinib, lapatinib aj.

e VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) - semaxinib, vatalanib aj.

e PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) — tandutinib aj.

2) inhibitory nereceptorovych proteint s tyrosinkinasovou aktivitou

Tyto inhibitory maji za cil inhibovat nereceptorové TK pievadgjici signaly
Z bunécnych receptorit na podiizené efektorové molekuly. Jejich cilem miize byt cela
fada nereceptorovych kinas, napf.:

e Src (cellular Rous sarcoma viral oncogene homolog) — dasatinib, bosutinib

e Fak — TAC-544, TAE-226 aj.

e Bcr-Abl — napt. imatinib, dasatinib, nilotinib, bosutinib aj. (Klener, 2010)

TKI je mozno také rozc€lenit dle potadi jejich objevu na TKI 1. generace

(imatinib), 2. generace (napfi. dasatinib, nilotinib, bosutinib aj.) a v soucasné dob¢ jiz
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také 3. generace, kam patii celd skupina blize nezafazenych sloucenin ve fazi
experimentalni 1éCby. Jelikoz v soucasné dobé existuje cela fada preparatii v riznych
fazich in vivo a in vitro testl, jejichZ popis by byl pfili§ obsahly, nize jsou popsany

pouze vybrané TKI majici uzsi vztah k této praci.
2.5.2.1 Imatinib (CGP57148B, STI1571)

Imatinib byl viibec prvnim schvalenym TKI pro 1é¢bu chronické faze CML

(Agrawal a kol., 2010). Po chemické strance se jedna o derivat fenylaminopyrimidinu

(Obr. 7).
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Obr. 7: Strukturni vzorec imatinibu

Imatinib je po perordlnim podani rychle absorbovan, nejvysSi koncentrace
V plazmé dosahuje za 2 hodiny (Erp a kol., 2009). Imatinib je intenzivné distribuovan
do tkani a siln¢ se vaze na proteiny, pievazné na albumin a al — kysely glykoprotein
(AGP).

Imatinib je primarn€ metabolizovéan prostifednictvim cytochromt P450 CYP3A4
a CYP3AS5 (v mensi mite CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2). Nedavna studie
odhalila 2 mimojaterni enzymy (CYP1A1 a CYP1B1) a flavin-obsahujici monooxidasu
(FMO-3), které jsou rovnéz zodpovédné za metabolismus 1é¢iva. Navic, imatinib mize
inhibovat metabolismus CYP3A4 a CYP2D6 — autoinhibi¢ni metabolicka draha (Erp a
kol., 2009). Jeho nejvice =zastoupenym metabolitem je N-desmethylimatinib
(Bornhauser, M. a kol., 2005).

Imatinib selektivné inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu u bunck, které
exprimuji Ber-Abl kinasu. Piivodné byl vyvinut jako inhibitor Ber-Abl kinasy, postupné
se v8ak zjistilo, Ze pusobi jako multikinasovy inhibitor a inhibuje také kinasy PDGFR,
KIT a Arg. Neptisobi jako inhibitor Src kinas (An a kol., 2010).
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Imatinib je indikovén k 1é€bé pacientii s CML Vv chronické a akcelerované fazi.
Ve fazi blastického zvratu se pfilis nelisi od ucinku konvenéni chemoterapie. Rovnéz je
podavan pacientim s jinymi hematologickymi malignitami, které jsou spjaté
s pritomnosti filadelfského chromozomu nebo mutaci PDGFR. Indikovan je také u

nékterych nadort gastrointestinalniho traktu (Klener, 2010).
2.5.2.2. Nilotinib (AMN107, Tasigna)

Nilotinib je Bcr-Abl inhibitorem na bazi aminopyrimidinu (Obr. 8).
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Obr.8: Strukturni vzorec nilotinibu

Maximalni koncentrace v plazmé je v ptipadé nilotinibu dosaZeno po 3 hodinach
od peroralniho uziti. Nilotinib je metabolizovan ptredevS§im prostiednictvim jaterniho
izoenzymu CYP3A4. Je inhibitorem CYP3A4 a dalsich (CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6 a
UGT1AL). Stejné jako imatinib je tedy inhibitorem enzymu, pomoci kterého je sam
primarn¢ metabolizovan (Erp a kol., 2009). Jeho t¢inek je mimo jiné zaméfen na
inhibici aktivity Arg, KIT a PDGFR, ale ne Srk (An a kol., 2010).

Nilotinib je indikovéan k 1é€bé chronické a akcelerované faze CML po ztraté

citlivosti k imatinibu. Rovnéz se pouziva k 1é¢bé nadorl gastrointestinalniho traktu
(Klener, 2010).
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2.5.2.3 Dasatinib (BMS-354825)

Dasatinib je derivatem thiazolkarboxamidu (Obr. 9).
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Obr. 9: Strukturni vzorec dasatinibu

Pavodné byl vyvinut jako Src-Kinasovy inhibitor a v soucasné dob¢ je jedinym
klinicky schvalenym Src/Abl inhibitorem (An a kol., 2010). Uginkuje jako selektivni
inhibitor TK Abl, Ber-Abl, ¢c-KIT, PDGFR-a, SFK (Src family kinases) a EPH (kinasy
ephrinového receptoru).

Maximalni koncentrace v plazmé& je dosaZzeno po 1-3 hodinach, poté je
intenzivné distribuovan do extravaskularniho prostoru a zde se silné vaze k proteinim.
Dasatinib je metabolizovan primarn¢ prostfednictvim CYP3A4 za vzniku 5 hlavnich
farmakologicky aktivnich metabolitt (Erp a kol., 2009).

Dasatinib je indikovan zejména k 1é¢bé pacientti s chronickou, akcelerovanou
nebo blastickou fazi CML s rezistenci ¢i intoleranci k pfedchozi 16¢bé véetné imatinibu

(Klener, 2010).
2.5.3 Mechanismus uéinku Ber-Abl TKI

Ber-Abl TKI mohou inhibovat Ber-Abl drahu  a signifikantné omezit proliferaci
BCR-ABL pozitivnich CML bunék. Mechanismus Uc¢inku je nejlépe prostudovany u
imatinibu, coz je ATP nekompetitivni inhibitor odvozeny od 2-fenylaminopyridinu.
Drive se predpokladalo, ze imatinib se vaze k inaktivni konformaci Abl proteinové
tyrosinkinasy a kompetitivné blokuje ATP vazebné misto. Touto vazbou zabranuje jeho
konformac¢ni zméné do aktivni formy (Obr. 10; An a kol., 2010). Nasledn¢ nedochazi
k pfenosu aktivniho fosfatu na tyrosin bilkovin, které patii k substratim leukemické
TK. Inhibici této fosforylace je zastavena aktivace celé tfady signalnich drah, které

souvisi se vznikem leukemického fenotypu buiiky.
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Obr. 10: lustrace mechanismu u¢inku imatinibu (Mughal & Schrieber, 2010)

Imatinib nedokdze CML vylécit, ale velmi uspésné potlacit rist leukemického
klonu (Graham, 2000).

Ptesto, ze TKI predstavuji jednu z moznosti 1é¢by s ucinkem cilenym ptimo proti
leukemickému klonu ptsobici ha molekularni Grovni, nejsou aplikovatelné pro vSechny
pacienty. Existuji jedinci, ktefi jsou vici TKI intolerantni vlivem specifického
metabolismu. Dal§im negativnim jevem provazejicim podavani TKI, stejné jako u
selhani je ziskana rezistence (Noskova a kol., 2000).

Pticiny, které vedou k neti€¢innosti 1écby TKI, je mozné chapat ve dvou rovinach,
a to jak na trovni celého téla, tak na buné¢né Grovni. Na trovni celé¢ho téla se jedna
zejména o farmakokinetiku daného Iéciva (napt. odbouravani léCiva pomoci
cytochromil), a také o jeho hematologickou toxicitu (v disledku zvySené vnimavosti
nékterych jedinch tudiz neni mozné TKI témto jedincim podavat). Na bunécné Grovni
muzeme uvazovat mechanismy zahrnujici Ber-Abl kinasu (mutace Bcr-Abl kinasy) a
mechanismy nezahrnujici Ber-Abl kinasu (sem muiZeme zafadit zejména transportni

jevy - této problematice bude vénovana samostatna kapitola).
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2.6 Mnohoéetna lékova rezistence

Rezistence nadorovych bunék piedstavuje v 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni spolu
s negativnimi vedlej§imi ucinky konven¢ni cytostatické 1éCby zavazny problém.
RozliSujeme rezistenci primarni, charakterizovanou jako pocatecni necitlivost k 1éCivu,
a sekundarni, kterd je ziskana. Sekundarni rezistence se vyviji v dobé 1écby typicky u
pacientl, kteii na pocatku dosahli odpovéedi. Pii ztraté citlivosti k ur¢itému cytostatiku
vSak muze byt zachovana citlivost k jinym cytostatiktim. Pokud dojde ke ztraté€ citlivosti
I kjinému, strukturalné podobnému cytostatiku, jedna se o tzv. zkiizenou rezistenci.
Avsak pokud dojde ke zkiizené rezistenci i na ostatni cytostatika, liSici se jak
strukturng, tak i mechanismem uc¢inku, vznika tzv. mnohocetna 1ékova rezistence (MDR

= multidrug resistance; Noskova a kol.,2000).

2.6.1 Mechanismy mnohocetné 1ékové rezistence

Mezi obecné mechanismy, které zplisobuji MDR, patii zejména
e selhdni  apoptotickych ~ mechanismi  (napf.  zvySend  exprese
antiapoptotickych gend z Bcl-2 rodiny)
e aktivace detoxikacnich drah (napt. aktivace glutathion — S — transferasy)

Existuje mnoho dal§ich mechanism, které jsou zodpovédné za vznik MDR, ale
nejsou spolecné vSem typim bunék. Tyto specifické mechanismy MDR zahrnuji
zejména:

e zmény buné&tného cyklu (pfechod vétsi ¢asti bunék do Go klidové faze)

o aktivace DNA oprav

e zmeény vlastnosti membran (napft. zvySeni vakuolizace spjaté s lysozomy)

e zmény pH (vétSina cytotoxickych léCiv jsou slabé baze, vlivem jejich

okyseleni v nddorové bunice mohou byt vyvazovany napft. lysozémy)

e zmeény Vv akumulaci 1é¢iva uvnitt bunky (napf. funkce P-gp)

V uplynulych 40 letech byly mechanismy vzniku rezistence intenzivné
studovany. Ze vSech téchto mechanismi vime nejvice o téch, které meéni akumulaci
1é¢iva uvnitf buiiky. Tato akumulace je vysledkem rovnovahy mezi eflux (vystupem) a
influx (vstup do bunky) léciva. Lécivo je schopno dostat se do bunky rozlicnymi

mechanismy — prostou difuzi (napf. vinblastin, doxorubicin aj.), transportnimi
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mechanismy (nukleosidové analogy) nebo endocytéozou (imunotoxiny; Gottesman,
2002).

Pravé snizena akumulace 1éCiva se zda byt velmi béznym mechanismem MDR
jak vin vitro, tak in vivo podminkach. Jsou za ni zodpovédné nékteré lékové

transportéry zejména z ABC rodiny, o nichZ je pojednano nize.

2.6.2 Rezistence vucéi imatinibu

Jelikoz u TKI odpada problém s negativnimi vedlej$imi u¢inky na okolni zdravé
CML pravé rozvoj rezistence na lébu. Jak bylo naznaceno vysSe (viz. Kap.
Mechanismus ucinku Bcr-Abl TKI), na bunééné trovni je mozné rozliSovat Ber-Abl-
zavislou a Ber-Abl-nezavislou rezistenci.

Mezi nejlépe pochopeny mechanismus Bcer-Abl zavislé rezistence patii ziskani
bodovych mutaci v kinasové doméné BCR-ABL genu vedouci ke konformaénim
zmé&nam, které rusi propojeni mezi Ber-Abl a imatinibem (Agrawal a kol., 2010). Mezi
nejfrekventovangjsi mutace patii jiz zminéné mutace T3151 a mutace P-smycky. Mutace
P-smycky destabilizuji jeji usporadani tak, ze kinasovda doména nemiiZze zaujmout
inaktivni konformaci nutnou pro vazbu imatinibu (An a kol.,, 2010). Dalsim
mechanismem Bcr-Abl zavislé rezistence je zvySena exprese BCR-ABL genu.

Na Bcr-Abl nezavislé mechanismy rezistence zahrnuji zejména nedostatecné
hladiny imatinibu v plazm¢ a farmakokinetické parametry (variace v izoformé¢ CYP3A,
interakce 2 1é¢iv, AGP—-al vazici se k imatinibu a zeslabujici jeho vstup do bunék).
Dalsim mechanismem na Bcer-Abl nezavislé rezistence je schopnost buiiky pojmout
imatinib. Mnozstvi imatinibu pfitomné v cilovych buiikach je ur¢ovano rovnovahou
mezi proteiny umoziujicimi influx/eflux 1é¢iva. Za influx léCiva do bunky jsou
zodpovédné predevsim OCT1 (Organic cation transporter-1) transportéry. Pacienti
s nizkou expresi, aktivitou nebo polymorfismy OCT1 maji signifikantné nizsi
intracelularni hladinu imatinibu, a tim i niz$i pravdépodobnost dosdhnout remise. Jingm
mechanismem je aktivace specifickych signalnich drah (napt. SFK stabilizuji aktivni
konformaci Bcr-Abl, ¢imz znemozni vazbu imatinibu; An a kol., 2010).

V ptipad¢é, ze dojde kselhani 1lécby imatinibem, existuje nékolik dalSich

moznosti 1écby. Kromé transplantace kmenovych bunék je to zvyseni davky imatinibu,
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kombinovana terapie zalozena na imatinibu (nejcastéji v kombinaci s arabinosou - C

nebo interferonem — o)) nebo volba TKI 2. generace (Agrawal a kol., 2010)

2.7 ABC transportéry

Ackoli bylo mnoho ABC transportérii objeveno pii studiu MDR, vi se, Ze jsou
bézn¢ ptitomny i1 v normalnich tkénich. Hraji dilezitou roli v bunkéch tkani se sekrecni
a resorp¢ni funkci jako je zlu¢nik, jatra aj., kde je jich vyuzito k exkreci toxind. Jsou
rovnéz pritomny v tkanoveé — krevnich bariérach a bunkach mozku, varlat a placenty,
kde zabranuji priniku cytotoxinll. U ¢lovéka bylo doposud identifikovano asi 50 ABC
gentl, rozdélenych do 7 tiid (A-G) na zdkladé€ jejich sekvencni homologie a organizace
domén. Geny z rodiny ABC transportérii koduji ATP-dependentni transportéry, které
ptispivajici ke vzniku rezistence tim, ze zvySuji eflux léCiva, ¢imz klesd jeho
intracelularni koncentrace (Gottesman a kol., 2002). ABC transportéry jsou primarné
lokalizované v plazmatické membrané. Hydrolyza ATP slouzi jako zdroj energie — tyto
transportéry jsou schopny transportovat metabolity nebo 1ékové konjugéty ven z buiiky i
proti koncentra¢nimu spadu (Schinkel a kol., 2002). Maji Siroké spektrum substratd
zahrnujici ionty, cukry, aminokyseliny, lipidy, toxiny a protinddorova léciva.
gp (ABCB1/MDR1). Intenzivné je studovan také MRP1 (ABCC1) a nejnovéji objeveny
MXR (mitoxantrone-resistance gene/ABCG2; Gottesman a kol., 2002), majici uZzsi
vztah k této praci. Predpoklada se, ze tyto tii transportéry jsou zapojeny v rozvoji MDR

u nadorovych bunék.

2.7.1 Charakteristika P-glykoproteinu

P-gp, kddovany MDR1 genem lokalizovanym na 7921 chromozomu (Juliano,
Ling, 1976), je sirokospektra efluxovy transportér tvoieny dvéma transmembranovymi
doménami. Kazda z nich sestdva ze 6 segmentll, mezi nimiz leZi intracelularni ATP-
vazebné misto. Prvni extracelularni smycka je bohaté N-glykosylovana (Obr. 11,

Schinkel a kol., 2002).
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Obr. 11: Struktura vybranych ABC transportéra (pfevzato z Schinkel a kol., 2002)
Vysvetlivky:
NBD....nucleotide binding domains
BCRP.....breast cancer resistence protein

Cytoplazmatické (IN) a extracelularni (OUT) orientace naznacend pro BRCP je platna
pro vSechny zbyl¢ naznacené transportéry.

2.7.1.1 Substraty P-glykoproteinu

Charakteristickou vlastnosti P-gp je jeho rozmanitost ve struktufe substrati,
které transportuje. Obvykle se jednd o organické molekuly liSici se velikosti od 200 Da
do 1900 Da. Mnohé z nich obsahuji aromatické skupiny, ale P-gp je schopen rovnéz
transportovat nearomatické linearni nebo cirkularni molekuly. P-gp transportuje
amfipatické molekuly jako je vnitini membranova komponenta — fosfatidylcholin aj.
Jelikoz vétSina substrath ma spiSe hydrofobni charakter, jsou schopny pronikat do
bungk také pasivni difuzi (Schinkel a kol., 2002). Mezi substraty P-gp patii rovnéz cela
fada farmakologicky dulezitych latek:

¢ anthracykliny (daunorubicin, doxorubicin)

e Vinca alkaloidy (vinblastine, vincristin)
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e antibiotika (aktinomycin D, mitomycin C)

e taxany (paclitaxel)

e epipodophyllotoxiny (etoposid, teniposid)

e dalsi (kolchicin, topotecan, puromycin, dioxin, imatinib)

e mnoho dal$ich hydrofobnich amfipatickych 1é¢iv a derivati, nové i TKI (Lage,
H., 2008)

2.7.1.2 Inhibitory P-glykoproteinu

Pomoci specifickych inhibitorti Ize zvratit 1ékovou rezistenci u nadorovych
bunék. Tyto inhibitory se vazi k P-gp, ¢imz inhibuji funkci 1ékového transportéru. Mezi
takovéto inhibitory patii napf. verapamil, cyklosporin A (CsA; 1. generace inhibitorti P-
gp), valspodar (PSC-833; inhibitor P-gp 2. generace), zosuquidar (3. generace inhibitort
P-gp) a mnoho dalSich. Jejich pivodni indikace byla jina, ale ukazalo se, Ze jsou
schopny puisobit jako kompetitivni i nekompetitivni inhibitory P-gp. Kompetitivni
inhibitory, kam patfi inhibitory 1. a 2. generace, se vazi do vazebného mista pro substrat
na P-gp. Touto vazbou znemozni eflux substratu (1é¢iva) do extracelularniho prostiedi.
Nekompetitivni inhibitory maji sice vysokou afinitu k P-gp, ale nevazi se do jeho
substrat-vazebného mista. Svoji vazbou k P-gp vyvolaji konformacni zménu proteinu
vedouci k zabranéni hydrolyzy ATP (Thomas, Coley, 2003).

V in vitro studiich se ukazalo, ze inhibitory 1. a 2. generace umoziuji zvratit
rezistenci, v klinické praxi se tento jev neprokéazal. Uginné tak ziistavaji az inhibitory 3.
generace. Jejich nevyhodou vsak zlstava skutecnost, ze inhibuji P-gp i ve tkanich, kde

ma P-gp dilezitou funkci pfi odbourdvani chemoterapeutik (Ling, 1997).

2.7.2 Multidrug associated protein 1

MRP-1 (ABCC1) je strukturné podobny P-gp s vyjimkou N-terminalniho
prodlouzeni tvofeného 5 doménami (Obr. 12). Je exprimovan ve vétsing tkani. MRP je
schopen transportovat molekuly jako takové (napf. anthracykliny, Vinca alkaloidy aj.),
jejich konjugaty (napt. glutathionové konjugaty) nebo ma kotransportni funkci. N-

termindlni konec je glykosylovany a orientovany ven. Postupné bylo objeveno nékolik
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dal$ich ¢lent ABCC transportérové rodiny (ABCC2, ABCC3 a ABCC6 maji rovnéz N-
termindlni prodlouzeni; Gottesman a kol., 2002; Schinkel a kol., 2002).

2.7.3 Mitoxantrone resistance protein

MXR transportér (BCR, ABC-P = ABC transportér v placenté, ABCG2) je
homodimerem dvou ,,polovicnich® transportérii obsahujicich ATP-vazebnou doménu na
N-terminalnim konci nasledovanou 6 transmembranovymi segmenty (Obr. 12;
Gottesman a kol., 2002). Posledni extracelularni smycka je glykosylovana (Schinkel a
kol., 2002). Dle in vitro studii se zda, Ze N-glykosylace téchto transportnich proteind
neni nezbytnd pro zakladni funkci téchto transportérii, spiSe stabilizuje protein
V plazmatické membrané.

Expresi MXR genu je mozno navodit pomoci mitoxantronu, ktery je jeho
substratem — viz. Experimentalni ¢ast této prace. DalSimi substraty MXR jsou rovnéz

anthracykliny, topotecan atd.

2.7.4 Inhibitory ABC transportéra

Inhibitory 1. generace

Verapamil je kompetitivnim inhibitorem P-gp, ktery mimo jiné blokuje vapenaté
kanaly.

Cyklosporin A je cyklicky oligopeptid tvoteny 11 aminokyselinami, béZné

pouzivany jako imunosupresivum.

Inhibitory 2. generace

Valspodar (PSC-833) je analogem cyklosporinu A, ale narozdil od néj nema
imunosupresivni ucinky. Valspodar je vysoce afinitnim, ale pomalu transportovanym
substratem P-gp. Nevyhodou je, Ze je zaroven substratem cytochromu p450, kterym je

degradovan (Schinkel a kol., 2002).
Inhibitory 3. generace

Inhibitory 2. generace fungovaly na tirovni in vitro, ale in vivo m¢ly katastrofalni

disledky. Proto zacaly byt syntetizovany a testovany inhibitory 3. generace. Ty jsou
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vice selektivni a uCinkuji v nizSich koncentracich. Patii sem napt. zosuquidar

(LY335979), coz je inhibitor P-gp (WU a kol., 2008)

2.7.5 Interakce inhibitoru tyrosinovych kinas s Iékovymi transportéry

Ke studiu interakci inhibitort TK s Iékovymi transportéry je v soucasné dobé
vyuzivana celd fada molekularné biologickych ¢i biochemickych metod. Ze vSech
mizeme jmenovat napf. preparaci membran a imunoblotting, méfeni ATP-asové
aktivity zalozené na kolorimetrickém stanoveni, kvantitativni stanoveni intracelularniho
obsahu TKI metodou HPLC/MS-MS, dale pak cytotoxické studie TKI, testy vyuZzivajici
kalceinu AM jako substratu MDR1 a MRP1 aj. (Ozvegy-Laczka a kol., 2004). Posledni
dvé jmenované metody byly vyuzity v praktické ¢asti této diplomové prace, jsou blize
popsany V kap. Material a metodika.

Pii studiu TKI se ukazalo, ze n¢které z nich mohou byt horSimi ¢i lepSimi
substraty lékovych transportérii (napf. imatinib). Vedle téchto vlastnosti se ukazalo, Ze
mohou slouZit i jako inhibitory 1ékovych transportér. Na tuto problematiku je zamétena

experimentalni ¢ast této prace.
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3. Cile prace

1) Zjistit, zda imatinib, nilotinib a dasatinib G¢inné inhibuji funkci P-glykoproteinu
in vitro.

2) Srovnat G¢inky imatinibu, nilotinibu a dasatinibu s klasickymi inhibitory P-

glykoproteinu.

3) Selektovat rezistentni bunky se zvysenou expresi ABCG2 transportéru pomoci
mitoxantronu.

4) Zevrubné charakterizovat selektované rezistentni buriky.

5) Zméfit citlivost bunék se zvySenou expresi ABCG2 transportéru k imatinibu,

nilotinibu a dasatinibu.
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4. Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Bunééné linie

Bunky byly uchovany v zamrazeném stavu pii -80°C. Po rozmrazeni byly
pfevedeny do kultivaéniho média RPMI 1640 s 10% obsahem fetdlniho bovinniho séra
(FBS) a ptidavkem streptomycinu a penicilinu v koncentracich 0,1 mg/ml. Po rozplnéni
do kultiva¢nich lahvi byly bunky kultivovany v inkubatoru pti 37°C a 5% obsahu CO; a
pasazovany 3x za tyden.

Byly pouzity bunééné linie: K562 (odvozené od CML), U937 (odvozeny od
histiocytického lymfomu), HL-60 (odvozeny od promyelocytarni leukémie), ML-1
(odvozeny od akutni lymfoblastické leukémie) - vSechny bunky byly zakoupeny
z ECACC (European Collection of Cell Cultures).

Rovnéz byly pouzity bunky K562/HHT (odvozeny od K562 dlouhodobou
kultivaci s homoharringtoninem) a K562/DOX (odvozeny od K562 dlouhodobou
kultivaci s doxorubicinem). Byly ziskany darem od prof. J.P. Marie (Francie). Tyto dvé
linie maji fenotyp MDR a spolu s K562 exprimuji Ber-Abl.

Dale byly pouZity buitkky K562/ABCG2 selektované pomoci mitoxantronu.

4.1.2 Chemikalie

Zasobni roztoky TKI:
= imatinib
= nilotinib

= N-desmethylimatinib
- tfi vyse jmenované TKI byly ziskany darem od firmy Novartis, Svycarsko

= dasatinib (Luminiscence Technology Corporation, Cina)
Zasobni roztoky inhibitora P-gp:
= valspodar — ziskan darem od firmy Novartis, Svycarsko

= verapamil (Sigma Aldrich, USA)
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= zosuquidar (Tocris, USA)

= cyklosporin A (Sigma Aldrich, USA)

Zasobni roztok selektivniho inhibitoru ABCG?2 transportéru
= Ko143 (Tocris, USA)

Ostatni:
=  MTT roztok: 5 mg/ml 3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazoliumbromid (Duchefa, Holandsko)
*  Vindaltv roztok (100 ml): 20 mg RNasa A

2 mg propidium jodid
100 pl Ttriton-X (Serva, Némecko)
100 pul 1x PBS

= 10x PBS (1 litr): 80 g NaCl
26,8 g NaH,PO,4. 7H,0
2 g KClI
2,4 g KH,PO,
pH 7,4

= Rustové médium (0,5 1): RPMI 1640 (Sigma Aldrich, USA)
50 ml FBS (fetalni bovinni sérum; Sigma Aldrich,
USA)
5 ml penicilin/streptomycin

= 96% etanol

= Protilatka Berp/ABCG2 konjugovana s fykoerytrinem (5D3)
R&D Systems, USA

= Protilatka P-gp/ABCBI1 konjugovana s fykoerytrinem (UIC2)
Beckman Coulter, USA

» Protilaitka MRP1/ABCC1 konjugovana s karboxyfluoresceinem (QCRL-1)
R&D Systems, USA

= Deionizovana voda

= Kalcein AM Sigma Aldrich, USA

= 4% FA (formic acid) Sigma Aldrich, USA
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4.1.3 Pristrojové vybaveni:

BOEco M-240: centrifuga (BioTech, Némecko)

BOEco U-32R: centrifuga (BioTech, Némecko)

Vi-CELL ™XR: analyzator poctu bun¢k a bunécné viability (Beckman
Coulter, USA)

Biocenter: inkubator (SalvisLab, Svycarsko)

Steril VBH: laminarni box (Steril, Italic)

GENios Plus: spektrofotometr (Tecan, Rakousko)

Cytomics fc 500: pratokovy cytometr (Beckman Coulter, USA)

4.2 Metodika

Stanoveni poctu Zivych a mrtvych bunék

Ke stanoveni poctu zivych a mrtvych bunék v bunééné suspenzi bylo pouZito
barveni trypanovou modfi, které rozliSuje zivé a mrtvé builkky na zakladé integrity
cytoplazmatické membrany. Molekuly trypanové modfi maji v roztoku naboj, coz ma za
nasledek prinik téchto molekul pouze do bunék s poskozenou membranou (mrtvé
buriky). Zivé buiiky, jejichZ membrana neni poskozena, ziistavaji neobarvené. Samotna
analyza je provadéna pomoci piistroje Vi-CELL ™XR, coz je analyzator poctu bunék

(koncentrace bunék/ml média) a bunécné viability (v procentech).
Stanoveni bunécné proliferace a viability

Ke stanoveni bunécné proliferace a viability byl pouzit standardni MTT test.
Tato metoda je zaloZena na redukci rozpustného 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan, ktery vytvaii fialové
krystaly hvézdicovitého tvaru. K této reakci dochdzi v zivych bunkach pomoci produktii
dehydrogenas. Formazan je nasledné rozpustén pomoci silného detergentu nebo
alkoholu. Vyhodnoceni se provadi spektrofotometricky pii vinové délce 570 nm.

Intenzita zbarveni je pfimo tmérné poctu Zivych bunék (Mosmann, 1983).
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Buiiky byly inkubovény s testovanymi inhibitory po dobu 48 hodin pfi 37°C a
5% obsahu CO,. Zaroven byly inkubovany i buiiky bez pridavku testované latky, které
slouzily jako kontrola. Poté byl proveden MTT test - do kazdé z jamek bylo pfidan
prislusny objem roztoku MTT do vysledné koncentrace 0,5 mg/ml. Po 1 hodiné
inkubace nasledovala centrifugace (3000 rpm, 5 minut), médium bylo odsato, vznikly
sediment byl rozpustén v pfislusném objemu okyseleného EtOH (nejcastéji mezi 0,3-1
ml). Nasledovala opétovna centrifugace (18 000 rpm, 5 minut) a rozpipetovani
supernatantu  po 200 ul do 96-jamkové mikrotitracni desky. Pomoci
spektrofotometrického stanoveni byla zjisténa hodnota absorbance jednotlivych vzork

pti vinové délce 570 nM.

Analyza bunééného cyklu

Byla pouzita metoda vyvinuta Darzynkiewitczem a kol. (1992), ktera umoziuje
stanovit relativni zastoupeni bunék jednotlivych fazi bunééného cyklu na zdkladé
obsahu DNA. Metoda rovnéz umoziuje odhadnout pocet apoptotickych bunék, které
jsou charakteristické snizenym obsahem jaderné DNA (tzv. hypoploidni DNA). DNA je
nejdiive nabarvena pomoci vhodné fluorescenéni sondy (nejéastéji propidium jodid),
ktera se interkaluje do DNA a vytvaii komplex, jehoZ fluorescence je pfimo imérna
obsahu DNA. K analyze intenzity fluorescence barvenych bunék je pouZita pritokova
cytometrie. Vzorky jsou analyzovéany pii excitacni vinové délce 488 nm a emisni vinové
délce 510 nm.

Bunécnd suspenze je sedimentovdna a rozsuspendovana v 0,5 ml Vindalova
roztoku (1x PBS obsahujici 200 pg/ml RNasy A, 20 pg/ml propidium jodidu, 0,1%
(v/v) triton X-100) a inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté. Nasledné je vzorek
zméfen na prutokovém cytometru, jehoz vysledkem je histogram ukazujici relativni
zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu a subpopulaci apoptotickych

bunék.

Méreni aktivity P-glykoproteinu pomoci acetoxymethylesteru kalceinu

Kalcein AM (acetoxymethylester) je nefluorescencni slou€enina, ktera diky
svym lipofilnim vlastnostem pronika do mezimembranového prostoru, odkud je P-gp

aktivné transportovana z buniky. V zavislosti na aktivit¢ P-gp v membrané pronika Cast
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molekul kalceinu do nitra buiiky, kde je $t€pena cytoplazmatickymi esterasami, coz ma
za nasledek konverzi této latky na zelenou fluorescencni barvicku, kterd jiz neni
substratem P-gp (Homolya a kol., 1993). Tohoto poznatku lze vyuzit pii studiu interakci

P-gp a 1éCiv, které maji potencialni inhibi¢ni tc¢inek.

Obr. 12: Strukturni vzorec kalceinu AM

V experimentalni Casti této prace bylo vyuzito kalceinu AM k posouzeni
inhibi¢niho vlivu studovanych TKI na P-gp. Abychom posoudili kvantitativni miru
schopnosti TKI inhibovat P-gp, srovnaly se vysledky s klasickymi inhibitory P-gp.

K bunkam K562/DOX byl soucasné piidan roztok kalceinu AM v koncentraci
0,25 uM a zvoleny inhibitor (z inhibitort P-gp — verapamil, cyklosporin A, zosuquidar,
valspodar; z TKI - imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a dasatinib). Bunky byly
inkubovany po dobu 20 minut a poté zmeéfena fluorescence metodou pritokové

cytometrie (pfi excitacni vinové délce 488 nm a emisni vinové délce 525 nm).

Imunohistochemicka analyza exprese 1ékovych transportéra

Ke stanoveni exprese 1ékovych transportérii bylo vyuzito imunohistochemické
metody  spocivajici v navazani specifické protilatky konjugované s piisluSnym
fluorescen¢nim barvivem na lékovy transportér.

K analyze byl pouzit 1 ml bunééné suspenze, ktery byl zcentrifugovan (1500
otacek, 5 minut, 21°C). K 50 pl rozsuspendovaného sedimentu bylo néasledné ptidano 5
ul specifické protilatky konjugované s ptislusSnym fluorescenénim barvivem. Pro
analyzu exprese ABCBI transportéru byla pouzita specificka protilatka P-gp/ABCB1
konjugovana s fykoerytrinem (UIC2; Beckman Coulter, USA), pro analyzu exprese
ABCG?2 transportéru pak protilatka Berp/ABCG2 konjugovana s fykoerytrinem (5D3;
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R&D Systems, USA) a pro analyzu exprese ABCC1  protilatka MRP1/ABCCI
konjugovana s karboxyfluoresceinem (QCRL-1; R&D Systems, USA).

Suspenze byla za stalého otaceni (Biosan) inkubovana 1 hodinu pii 4°C. Poté
nasledovalo promyti 1,5 ml vychlazeného 1x PBS a centrifugace (1500 otacek, 5 minut,
5°C). Médium bylo odsato a sediment rozsuspendovan v 0,5 ml vychlazené¢ho 1x PBS.
Jako kontrola byly pouzity bunky K562. Takto pfipravené vzorky byly zméfeny na
pratokovém cytometru (excitacni vinova délka pro fykoerytrin byla 488 nm, emisni
potom 575 nm, pro karboxyfluorescein byla excita¢ni vlnova délka 488 nm, emisni

potom 525 nm).

Indukce exprese ABCG2 genu u bunék K562

Bunky K562 byly kultivovany s postupné se zvySujici se koncentraci
mitoxantronu. Pocateéni koncentrace mitoxantronu byla 10 nM. Prabézné byly
sledovany parametry exprese ABCG2 transportéru a viabilita bunck. Na zaklad¢ téchto
parametrd byla nasledné koncentrace mitoxantronu zdvojnasobena na 20 nM a opétovné
sledovana exprese ABCG?2 a viabilita. Nasledné bylo piistoupeno k piidavku nilotinibu

do koneéné koncentrace 10 nM k zakladni koncentraci 10 nM mitoxantronu.

Selekce rezistentnich klonu

K samotné selekci rezistentnich bunék byla vybrana linie bunék s nejvysSim
procentualnim zastoupenim bun€k exprimujicich ABCG2 transportér s vysokou
viabilitou (na zdklad€¢ vysledkli imunohistochemického barveni byla zvolena linie
kultivovana v pfitomnosti 10 nM mitoxantronu v kombinaci s 10 nM nilotinibem).
Bunééna suspenze byla nafedéna do vysledné koncentrace 2,5 builky/ml média a
rozpipetovana po 200 pl do 96-jamkového panelu ve ctyfech opakovanich. Po tiech
tydnech inkubace byla v pozitivnim pfipadé pozorovana bild kolonie, kterd byla
pfenesena do cCerstvého média a dale kultivovana za Ucelem ziskdni dostate¢ného
mnozstvi ABCG2-exprimujicich bunék. U bunék byl zkouman vliv inhibitori TK na

proliferaci a viabilitu bun¢k (k tomu bylo vyuzito MTT testu).
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5. Vysledky

5.1 Vliv inhibitori tyrosinovych kinas na aktivitu P-glykoproteinu

Nejnovéjsi studie ukazaly, ze TKI mohou slouzit nejen jako substraty, ale i jako
inhibitory nékterych lékovych transportéri (ABCB1, ABCCl a ABCG2). Udaje
Vv literatuie vSak jsou casto protichidné. Proto jsme se touto otdzkou zabyvali
Vv praktické ¢asti diplomové prace a snazili jsme se objasnit jejich inhibi¢ni G¢inky viici
P-gp.

Mg¢tili jsme aktivitu P-gp pomoci acetoxymethylesteru kalceinu. Testu
vyuzivajiciho kalceinu-AM bylo vyuzito ke kvantitativnimu stanoveni aktivity P-gp a
nasledné k uréeni, zda vybrané TKI mohou slouzit jako inhibitory P-gp. Byly testovany
¢tyii TKI — imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a dasatinib. Pro srovnani byly
soucasn¢ testovany vlastni inhibitory P-gp (cyklosporin A, verapamil, valspodar a
zosuquidar). Inhibitory P-gp zamezuji pfenosu kalceinu z mezimembranového prostoru
do extracelularniho prostfedi, ¢imz zna¢né zvysuji akumulaci kalceinu uvnitt burnky.
Z toho vyplyva, Ze naméiena fluorescence kalceinu je pfimo imérna G¢innosti daného
inhibitoru. Bunky K562/DOX byly inkubovény s testovanym inhibitorem a soucasné

acetoxymethylesterem kalceinu po dobu 20 minut (Viz. Material a metodika).
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5.1.1 Klasické nhibitory P-glykoproteinu

Z obr. 13 je patrné, Ze testovany inhibitor P-gp, CsA, vykazuje dle o¢ekavani

vyrazné inhibi¢ni uéinky vi¢i P-gp. Uinkuje v mikromolarnich koncentracich.
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Obr. 13: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci CsA. Buiiky
K562/DOX byly barveny kalceinem-AM v pfitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace CsA. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence bun€k
pomoci prutokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence
K562/DOX bunék bez ptitomnosti CsA je nejnizsi (osa x je v logaritmickém méfitku).
Intenzita fluorescence K562 buné¢k barvenych kalceinem-AM (bez pfitomnosti CsA) je
uvazovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence K562/DOX+CsA/K562 pak odrazi
miru inhibice P-gp CsA.
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Z obrazku 14 je patrné, Ze testovany inhibitor P-gp, verapamil, rovnéz vykazuje

dle ocekéavani inhibi¢ni ucinky vici P-gp, ale az v koncentracich desitek mikromol.
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Obr. 14: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci verapamilu.
Bunky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM V pfitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace verapamilu. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
bunék pomoci pritokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence
K562/DOX bunék bez pritomnosti verapamilu je nejnizsi (osa x je v logaritmickém
méfitku).  Intenzita fluorescence K562 buné€k barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti verapamilu) je uvaZovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+verapamil/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp verapamilem.
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Z obrazku 15 vyplyva, ze testovany inhibitor P-gp, verapamil, rovnéz ucinné

inhibuje P-gp, a to jiz v nizkych mikromolarnich koncentracich.
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Obr. 15: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci valspodaru.
Bunky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM V piitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace valspodaru. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
bunék pomoci pritokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence
K562/DOX bunck bez ptitomnosti valspodaru je nejnizsi (osa x je v logaritmickém
méfitku).  Intenzita fluorescence K562 bun€k barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti valspodaru) je uvaZovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+valspodar/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp valspodarem.
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Z obrazku 16 je patrné, ze testovany inhibitor P-gp, zosuquidar, vykazuje

vynikajici inhibi¢ni G€inky vici P-gp, a to jiz v nanomolarnich koncentracich.
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Obr. 16: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci zosuquidaru.
Bunky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM V pfitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace zosuquidaru. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
buné¢k pomoci pritokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence
K562/DOX bunék bez pfitomnosti zosuquidaru je nejnizsi (osa x je v logaritmickém
méfitku).  Intenzita fluorescence K562 bunék barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti zosuquidaru) je uvazovdna jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+zosuquidar/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp zosuquidarem.

5.1.2. Tyrosinkinasové inhibitory

Abychom posoudili vliv TKI na P-gp, zafadili jsme do této studie rovnéz
vybrané TKI - imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a dasatinib. V nasi laboratofi
byly diive testovany uCinky nejzndméjSitho  metabolitu  imatinibu, N-
desmethylimatinibu, z nichz vyplynulo, Ze jsou jeho vlastnosti jako substratu P-gp
odli$né od imatinibu (Mlejnek a kol., 2011). Z tohoto divodu jsme jej zaradili také do
téchto inhibicnich studii.

Ukézalo se, ze imatinib mé inhibi¢ni G¢inky vic¢i P-gp, ale tyto ucinky jsou
pomérné slabé (Obr. 17). VyraznéjSiho inhibi¢niho U¢inku dosahuje aZz v nejvyssi

testované (10 mikromoléarni) koncentraci.
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Obr. 17: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci imatinibu.
Bunky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM V ptitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace imatinibu. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
bun¢k pomoci prutokové cytometrie (viz. Material a metody). Intenzita fluorescence

Tvwr

meéfitku).  Intenzita fluorescence K562 bunék barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti imatinibu) je uvaZovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+ imatinib/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp imatinibem.

V testovanych koncentracich nebyly zjistény Zzadné inhibi¢ni uc¢inky N-
desmethylimatinibu viéi P-gp (Obr. 18). Z tohoto duvodu byl z dalSich provedenych

analyz vyfazen (viz. niZe).
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Obr. 18: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci N-
desmethylimatinibu. Buiky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM Vv ptitomnosti
postupné se zvysujici se koncentrace N-desmethylimatinibu. Po 20 minutové inkubaci
byla zméfena intenzita fluorescence bunék pomoci pritokové cytometrie (viz. Material
a metody). Intenzita fluorescence K562/DOX bun¢k bez piitomnosti N-
desmethylimatinibu je nejniz8i (osa x je v logaritmickém méfitku). Intenzita
fluorescence K562 bunék barvenych kalceinem-AM (bez pfitomnosti N-
desmethylimatinibu) je wuvaZovdna jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+N-desmethylimatinib/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp  N-

desmethylimatinibem.
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Z provedenych analyz bylo zji$téno, Ze nilotinib je velmi slibnym inhibitorem P-
gp (Obr. 19). Je ucinny jiz v nizkych mikromolarnich koncentracich, ¢imz jsou jeho
ucinky srovnatelné s klasickymi inhibitory P-gp jako jsou CsA, valspodar, verapamil
nebo zosuquidar (viz. Obr. 13, 14, 15,16).
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Obr. 19: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci nilotinibu.
Buiikky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM v ptfitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace nilotinibu. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
buncék pomoci pritokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence
meéfitku).  Intenzita fluorescence K562 bunék barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti nilotinibu) je uvazovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+ nilotinib/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp nilotinibem.
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Bylo zjisténo, ze dasatinib nemd ani v nejvyssi testované koncentraci zadny
inhibi¢ni Gc¢inek vuéi P-gp (Obr. 20). Proto byl stejné jako N-desmethylimatinib

vyfazen z cytotoxickych studii (viz. nize).
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Obr. 20: Graf zavislosti intenzity fluorescence kalceinu na koncentraci dasatinibu.
Bunky K562/DOX byly barveny kalceinem-AM V pfitomnosti postupné se zvySujici se
koncentrace dasatinibu. Po 20 minutové inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence
bunék pomoci pritokové cytometrie (viz. Materidl a metody). Intenzita fluorescence

cv v

méfitku).  Intenzita fluorescence K562 bunék barvenych kalceinem-AM (bez
pfitomnosti dasatinibu) je uvaZovana jako 100%. Pomér intenzit fluorescence
K562/DOX+ dasatinibu/K562 pak odrazi miru inhibice P-gp dasatinibem.

Z provedenych analyz vyplynulo, Ze ze skupiny testovanych TKI ma inhibi¢ni
ucinky vac¢i P-gp pouze imatinib a nilotinib, pficemz nilotinib je ve srovnani
S imatinibem vyrazn¢ uc¢innéjsi.

5.2. Vliv inhibitori tyrosinovych kinas na proliferaci a viabilitu bunék

Aby bylo mozné uvazovat o terapeutickém vyuziti téchto dvou TKI, je
podminkou, Ze v daném koncentratnim rozmezi nesmi byt obecné cytotoxické.

K tomuto ucelu byly vyuzity bunky neexprimujici Ber-Abl tyrosin kinasu (ML-1, HL-
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60 a U937). Rovnéz byly sledovany cytotoxické ucinky klasickych inhibitord P-gp
(CsA, valspodar, verapamil, zosuquidar) u bun¢k K562, které exprimuji Ber-Abl kinasu.

5.2.1 Tyrosinkinasové inhibitory

K posouzeni vlivu TKI na proliferaci a viabilitu bunék bylo vyuzito MTT testu
(viz. Material a metodika), jemuz byly bunky podrobeny po 48-hodinové inkubaci se
zkoumanym TKI (imatinib a nilotinib). Pro srovnani cytotoxickych vlastnosti byly
testovany rovnéz klasické inhibitory P-gp (CsA, valspodar, verapamil a zosuquidar.
Z rovnice linearni regrese pak byly vypocitany hodnoty ICsp, coz jsou koncentrace, pti
kterych dochazi k eliminaci poc¢tu Zivych bun¢k na 50 %.

Provedenym MTT testem bylo zji$téno, Ze imatinib mé v daném koncentracnim
rozmezi nejsiln€jsi cytotoxické ucinky viaci buikam ML-1, slabsi potom vici buiikam
U937 a nejméné citlivé jsou viaci imatinibu bunky HL-60 (Obr. 21). V Tab. 2 jsou
uvedeny hodnoty ICsp u testovanych bunéénych linii, z nichz vyplyva, Ze k dosazeni
50% inhibice proliferace buné¢k U937 a HL-60 imatinibem je tfeba zvolit koncentraci
vy$$i nez 10 uM, zatimco u bunék ML-1 je k dosazeni kyZeného efektu dostacujici

koncentrace 7,6 uM.
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Obr. 21: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci imatinibu. Bunky U937,
HL-60 a ML-1 byly inkubovany v pfitomnosti riznych koncentraci imatinibu po dobu
48h a pak byla méfena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz Materidl a
metody). Buiky kultivované ve standardnim médiu bez pfitomnosti imatinibu byly
pouzity jako kontrola (100%). Jednotlivé body pfedstavuji primérnou hodnotu ze tii
nezéavislych experimentti se standardni relativni odchylkou.

Tabulka 2: Piehled hodnot ICs imatinibu u testovanych bunéénych linii U937, ML-1 a
HL-60

Bunééna linie Hodnota ICsq (uM)
U937 > 10

ML-1 7,6

HL-60 > 10

Provedenym MTT testem bylo zjisténo, Ze nilotinib mé4 v daném koncentracnim
vyznamné cytotoxické ucinky, coZz vylucuje mozZnost pouzit jej jako inhibitor P-gp
Vv klinické praxi. Z Obr. 22 je patrné, ze nejvyznamnéjsi cytotoxické uéinky ma vici
bunkam ML-1 a HL-60, slabsi potom vué¢i buitkam U937. V Tab. 3 jsou uvedeny

hodnoty 1Csp u testovanych bunéénych linii, z nichz vyplyva, ze k dosazeni 50%
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inhibice proliferace bunék ML-1 a HL-60 nilotinibem dostacuje koncentrace 0,79 uM,

zatimco u bunek U937 je k dosazeni kyzeného efektu potfebna koncentrace 2,61 uM.
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Obr. 22: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci nilotinibu. Bunky ML-1,
HL-60, U937 byly inkubovany v pfitomnosti riznych koncentraci nilotinibu po dobu
48h a pak byla méfena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz Material a
metody). Bunky kultivované ve standardnim médiu bez ptfitomnosti nilotinibu byly
predstavuji primérnou hodnotu ze tii nezavislych experimentl se standardni relativni
odchylkou.

Tabulka 3: Prehled hodnot 1Csy nilotinibu u testovanych bunéénych linii U937, ML-1 a
HL-60

Bunééna linie Hodnota ICso (uM)
U937 2,61
ML-1 0,79
HL-60 0,79
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5.2.2 Klasické inhibitory P-glykoproteinu

Bylo ovéieno, ze klasické inhibitory P-gp 1. a 2. generace (CsA, valspodar,
verapamil) vykazuji cytotoxické ucinky (Obr. 23, 24, 25), zatimco inhibitor P-gp 3.
generace, zosuquidar, neni v testovaném intervalu cytotoxicky (Obr. 26). V Tab. 4 jsou
uvedeny piislusné hodnoty ICs pro vSechny ¢tyfi testované inhibitory P-gp. Hodnoty
ICsp se nam nepodafilo pfesné stanovit, nebot’ u vSech ¢tyfech inhibitora P-gp byla

vysS§i nez nez nejvyssi testovand koncentrace.
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Obr. 23: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci cyklosporinu A. Bunky
K562 byly inkubovany v pfitomnosti riznych koncentraci cyklosporinu A po dobu 48h
a pak byla méfena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz Materidl a
metody). Bunky kultivované ve standardnim médiu bez pfitomnosti cyklosporinu A
byly pouzity jako kontrola (100%). Jednotlivé body pfedstavuji primérnou hodnotu ze

tfi nezavislych experimentl se standardni relativni odchylkou.
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Obr. 24: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci valspodaru. Bunky K562
byly inkubovany v ptitomnosti riiznych koncentraci valspodaru po dobu 48h a pak byla
meéfena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz. Material a metody). Buniky
kultivované¢ ve standardnim médiu bez pfitomnosti valspodaru byly pouzity jako
kontrola (100%). Jednotlivé body piedstavuji primérnou hodnotu ze tii nezavislych

experimentl se standardni relativni odchylkou.
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Obr. 25: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci verapamilu. Bunky K562
byly inkubovany v pfitomnosti riznych koncentraci verapamilu po dobu 48h a pak byla
meétena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz Material a metody). Bunky
kultivované ve standardnim médiu bez pfitomnosti verapamilu byly pouzity jako
kontrola (100%). Jednotlivé body ptedstavuji primérnou hodnotu ze tfi nezavislych

experimentl se standardni relativni odchylkou.
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Obr. 26: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci zosuquidaru. Buiiky K562

byly inkubovény v pfitomnosti riiznych koncentraci zosuquidaru po dobu 48h a pak

byla méfena jejich proliferace a viabilita pomoci MTT testu (viz Material a metody).

Bunky kultivované ve standardnim médiu bez ptitomnosti zosuquidaru byly pouzity

jako kontrola (100%). Jednotlivé body ptedstavuji pramérnou hodnotu ze ti

nezavislych experimentii se standardni relativni odchylkou.

Tabulka 4: Piehled hodnot ICs klasickych inhibitort P-gp u testované bunééné linie

K562

Inhibitor P-gp Hodnota ICsq (uM)

cyklosporin A >5
valspodar >5
verapamil > 30
zosuquidar >1

5.3. Indukce exprese ABCG2 genu mitoxantronem

Dal8im cilem této diplomové prace byla selekce a charakterizace rezistentnich

bun¢k se zvysSenou expresi ABCG2 transportéru pomoci mitoxantronu (nilotinbu). Na

obrazku 27 je uvedeno schéma pusobeni mitoxantronu (nilotinibu).
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Obr. 27: Schéma selekce rezistentnich bun¢k K562/ABCG2. Jako matetska linie byly
pouzity bunky K562, které byly inkubovany s vychozi 10nM koncentraci mitoxantronu
(viz. Material a metodika). Pribézné byla sledovana exprese ABCG2 transportéru (Obr.
28) metodou imunohistochemického barveni s vyuzitim protilatky BCRP/ABCG2
konjugované s fykoerytrinem (viz. Material a metody). Na zékladé téchto vysledkl byla
14. den od zaloZeni experimentu koncentrace mitoxantronu zdvojnasobena na 20 nM a
opét provadéna analyza exprese ABCG2 transportéru stejnou metodou (Obr. 29 — viz.
nize). V 32. dni zaaly byt buiiky kultivovany v pfitomnosti 10nM mitoxantronu
s ptidavkem 10nM nilotinibu. Opétovné byla provadéna analyza exprese ABCG2
transportéru (Obr. 30 — viz. nize). Inkubace bunék v ptitomnosti 10nM mitoxantronu
s ptidavkem 10nM nilotinibu byla ukoncena 46. den od zaloZeni experimentu, kdy bylo
pfistoupeno k samotné selekci bunék K562/ABCG2.

K Obr. 27 se vztahuje legenda v podobé Obr. 28, 29, 30 zalozena na barevném
rozliSeni. Na obrazku 28 je ukadzéna analyza exprese ABCG2 proteinu u bunék K562 po
pusobeni 10nM mitoxantronu. Na obrazku 29 je ukazéna analyza exprese ABCG2
proteinu u bun¢k K562, které byly vystaveny 10 a 20nM mitoxantronu. Kombinované

pusobeni 10nM mitoxantronu a 10nM nilotinibu je pak na obrazku 30.
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Obr 28. Analyza exprese ABCG2 u bun¢k K562. Bunky byly kultivovany ve
standardnim ristovém médiu (viz. Material a metody) s pfidavkem 10nM mitoxantronu.
V definovanych intervalech pak byla méfena exprese ABCG2 proteinu s vyuzitim
specifické protilatky ABCG2 konjugované s fykoerytrinem metodou pritokové
cytometrie (viz Material a metody). Buniky kultivované 4 dny (b), 14 dni (c), 32 dni (d),
42 dni (e). Matefska linie K562 byla pouzita jako kontrola (a). Na ose x téchto
histogramil je zaznamendna intenzita fluorescence, kterd odpovidd relativni mife
exprese ABCG2, na ose y pak Cetnost bunék. Graficky i Ciselné je v histogramu
zaznamenana frakce bun¢k exprimujicich ABCG2 transportér. Histogram piedstavuje
typicky vysledek.
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Obr 29. Analyza exprese ABCG2 u bunék K562. Bunky byly kultivovany ve
standardnim ristovém médiu (viz Materidl a metody) s pfidavkem 20nM mitoxantronu.
V definovanych intervalech pak byla méfena exprese ABCG2 proteinu s vyuzitim
specifické protilatky konjugované s fykoerytrinem metodou pritokové cytometrie (viz.
Material a metody). Buriky kultivované 24 dni (a), 42 dni (b). Bunky kultivované 14 dni
Vv ptitomnosti 10nM mitoxantronu byly pouzity jako kontrola (viz. Obr. 28 c). Na 0se x
téchto histogramil je zaznamenana intenzita fluorescence, kterd odpovida relativni mife
exprese ABCG2, na ose y pak cCetnost bun¢k. Graficky i Ciselné je v histogramu
zaznamenana frakce bun¢k exprimujicich ABCG2 transportér. Histogram piedstavuje
typicky vysledek.
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Obr 30. Analyza expreses ABCG2 u bunék K562. Bunky byly kultivovany ve
standardnim r@stovém médiu (viz Material a metody) s pfidavkem 10nM mitoxantronu
v kombinaci s 10nM nilotinibem. V definovanych intervalech pak byla méfena exprese
ABCG2 proteinu s vyuzitim specifické protilatky konjugované s fykoerytrinem
metodou pritokové cytometrie (viz. Material a metody). Buniky kultivované 42 dni (a),
46 dni (b). Bunky kultivované 32 dni v pfitomnosti 10nM mitoxantronu byly pouzity
jako kontrola (viz. Obr. 28d). Na ose x téchto histogramii je zaznamenana intenzita
fluorescence, kterd odpovidéd relativni mife exprese ABCG2, na ose y pak cCetnost
bun¢k. Graficky i ¢iselné je v histogramu zaznamenana frakce bunék exprimujicich
ABCG?2 transportér. Histogram predstavuje typicky vysledek.
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Vliv jednotlivych selekénich plsobeni na indukci exprese ABCG2 proteinu je
shrnut na obrazku 31.

_ kontrola K562

»
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Obr. 31: Vliv jednotlivych selekénich pisobeni na indukci exprese ABCG2 proteinu.
Monitorovano prostfednictvim analyzy exprese ABCG2. K tomu pouzita specifickd
protilatka BCRP1/ABCG2 konjugovana s fykoerytrinem, nasledné¢ zméfena intenzita
fluorescence metodou prutokové cytometrie (viz. Material a metodika). Na ose x je
uveden Cas od zaloZeni experimentu ve dnech a na ose y procentudlni frakce bun&k
exprimujicich ABCG2 transportér. Kultivace bunék v pfitomnosti 10nM a 20nM
mitoxantronu neméla vyznamny efekt na indukci exprese ABCG2. K tomu pfispéla az
kultivace bunék v pfitomnosti 10nM mitoxantronu v kombinaci s 10nM nilotinibem.

Indukce exprese ABCG2 transportéru  pomoci mitoxantronu je ziejme
individualni zalezitosti, nebot’ v predchozim opakovani experimentu doslo k indukci
exprese ABCG2 transportéru velmi rychle. Bohuzel doSlo ke kontaminaci

selektovanych bunék, které tak byly efektivné ztraceny.
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Pfidavek mitoxantronu do ristového média vede zpocatku ke zpomaleni
proliferace a indukci bunécné smrti, po urCit¢é dobé se vSak bunénéd proliferace
postupné navraci k normalu. Jakmile buiiky za¢nou znovu proliferovat, je mozné zesilit

selekéni tlak. Proto je nutné prubézné sledovat prabéh proliferace bunécné suspenze.

5.3.1 Analyza bunécného cyklu

Pribéh proliferace po plsobeni 10nM mitoxantronu byl monitorovan
prostfednictvim analyzy bunécného cyklu metodou priitokové cytometrie. Buiikky byly
obarveny propidium iodidem obsazenym ve Vindalové roztoku (viz. Materidl a
metodika). Vysledky analyzy bunééného cyklu jsou shrnuty na Obr. 32, kde jsou
graficky a Ciseln¢ zaznaCeny apoptotické buiiky, rovnéz je mozné sledovat distribuci
bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu. Hlavni pik predstavuje G1 fazi, na n¢j

plynule navazuje S-faze a druhy viditelny pik je charakteristicky pro G2/M fazi.

(F2)[Ungated] K562 00020351 376.LMD : FL3 Lin - ADC
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78

Propidium lodide {FL 3 Lin}
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Obr. 32: Analyza bunétného cyklu u bunék K562 ovlivnénych mitoxantronem. Buiiky
byly kultivovany ve standardnim ristovém médiu (viz Materidl a metody) s ptidavkem
10nM mitoxantronu. V definovanych intervalech pak byly buiiky barveny propidium
iodidem a provadéna analyza bunécného cyklu pomoci pratokové cytometrie (viz
Material a metody). Bunky kultivované 14 dni (b), 32 dni (c), 42 dni (d), 46 dni (e).
Mateiska linie K562 byla pouzita jako kontrola (a). Na ose x je zaznamenana intenzita



méiené fluorescence odpovidajici mnozstvi DNA a na ose y pak relativni ¢etnost bunck
Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu. Histogramy ptedstavuji typicky vysledek.

5.3.2 Selekce bunék exprimujicich ABCG2 transportér

Bunky K562/ABCG2 byly rozklonovany do 96-jamkového panelu tak, aby na
jednu jamku piipadalo asi 0,5 buiiky (viz. Material a metodika). Usp&$nost provedené
selekce nebyla nijak velka, pozitivita spoCivajici v nardstu bilé kolonie byla
zaznamenana v jedné z asi padesati jamek. Ty byly nésledné podrobeny analyze exprese
ABCG2 transportéru pomoci specifické protilatky konjugované s fykoerytrinem
metodou pritokové cytometrie (viz. Material a metodika). Cast vyselektovanych
kolonii byla z hlediska miry exprese zna¢né heterogenni, coz se projevilo Sirokym

expresnim profilem (Obr. 33).

(F2)[Ungated] K562_ABCG2-9 00020684 439.LMD : FL2 Log - ADC
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Obr. 33: Analyza exprese ABCG2 transportéru u selektovanych bunék. Bunky
K562/ABCG2 byly inkubovany se specifickou protilatkou proti ABCG2 konjugovanou
s fykoerytrinem (viz. Material a metody). Na ose x tohoto histogramu je zaznamenana
intenzita fluorescence, ktera odpovida relativni mite exprese ABCG2, na ose y pak
Cetnost bunck. Na histogramu je zachycen Siroky expresni profil. Histogram ptedstavuje
typicky vysledek.
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Kromé heterogenni populace se ale rovnéz podafilo vyselektovat linii s izkym

expresnim profilem, coz svédci o jeji homogenité (Obr. 34).

(F2)[C] 01_PE_K562-G2 00020860 428..MD : FL2 Log - ADC
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Obr. 34: Analyza exprese ABCG2 transportéru u selektovanych bunék. Bunky
K562/ABCG2 byly inkubovany se specifickou protilatkou proti ABCG2 konjugovanou
s fykoerytrinem (viz. Material a metody). Na ose x téchto histogramil je zaznamenéana
intenzita fluorescence, kterd odpovida relativni mife exprese ABCG2, na ose y pak
cetnost bunck. Pravy pik nalezi buiikdm K562/ABCG2, zatimco levy pik buiikam K562,
které byly pouzity jako kontrola. Histogram ptedstavuje typicky vysledek.

Mrve

expresi ABCG2 transportéru, nikoli vSak ABCBI1 ¢i ABCCI, bylo provedeno dalsi
imunohistochemické barveni pomoci specifickych protilaitek konjugovanych
s fluorescen¢ni barvou. V piipadé ABCBI1 byla pouzita protilatka UIC2 (Beckman
Coulter, USA) konjugovana s fykoerytrinem. Jako kontrola byly pouZity buiky K562.
Z histogramu (Obr. 35) je mozno vy¢ist, Ze exprese ABCB1 (Cervena linie) se oproti

kontrolni (¢ernd linie) nijak zdsadné nezménila.
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Obr. 35: Analyza exprese ABCBI transportéru u selektovanych bunék. Buiky
K562/ABCG2 byly inkubovany se specifickou protilatkou proti ABCBI1 konjugovanou
s fykoerytrinem (viz. Materidl a metody). Na ose x téchto histogramil je zaznamendna
intenzita fluorescence, kterd odpovida relativni mife exprese ABCB1 transportéru, na
ose y pak cetnost bun¢k. Bunky K562/ABCG2 (Cervena linie), jako kontrola byly
pouzity buitkky K562 (¢ernd linie). Histogram ptedstavuje typicky vysledek.

Z histogramu (Obr. 36) je mozno vycist, ze exprese ABCC1 (modra linie) se

oproti kontrolni (¢erna linie) nijak nezménila.

Overlay Plot 1
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Obr. 36: Analyza exprese ABCC1 transportéru u selektovanych bunék. Bunky
K562/ABCG?2 byly inkubovany se specifickou protilatkou proti ABCC1 konjugovanou
s karboxyfluoresceinem (viz. Materidl a metody). Na ose x téchto histogramii je
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zaznamenana intenzita fluorescence, kterd odpovidad relativni mife exprese ABCCI1
transportéru, na ose y pak Cetnost bun¢k. Buinky K562/ABCG2 (modra linie), jako
kontrola byly pouzity bunky K562 (Cerna linie). Histogram piedstavuje typicky
vysledek.

Z vyse uvedené analyzy je patrné, Ze u selektované linie K562/ABCG2 je

zvySena pouze exprese ABCG2 transportéru, exprese dalSich transportétit ABCBI a
ABCCI1 zustaly beze zmény (Obr. 35-36).

Mizeme konstatovat, ze se ndm podafilo uspésné vyselektovat linii exprimujici
ABCG2 transportér. Ta byla kultivovana dale a nasledné podrobena cytotoxickym
studiim za ucelem posoudit rezistenci selektovanych bunék k vybranym

tyrosinkinasovym inhibitortim.

5.3.3 Rezistence bunék k vybranym tyrosinkinasovym inhibitorim

Dale jsme zjiSt'ovali rezistenci selektovanych bunék K562/ABCG2 k vybranym
TKI (imatinib, nilotinib a dasatinib) pomoci 48-hodinového MTT testu. Na zakladé
téchto vysledkli je mozné odhadnout, ktera z testovanych latek (imatinib, nilotinib,
dasatinib) je lepSim substratem ABCG2 transportéru na zakladé rozdilu hodnot IC50 u
selektovanych K562/ABCG2 a K562. Na Obr. 37 je zachycena zavislost proliferace a
viability na koncentraci imatinibu u buné¢k K562/ABCG2. Jako kontrolni bunky byly
pouzity buniky K562 kultivované bez piidavku imatinibu. Na Obr. 38 je zachycena
zavislost proliferace a viability na koncentraci imatinibu u bun¢k K562/ABCG2. Jako
kontrolni buiiky byly pouzity buiiky K562 kultivované bez pifidavku nilotinibu.
Abychom se presvédcili, ze za navozenou rezistenci je zodpovédny pravé ABCG2
transportér, zaradili jsme do této cytotoxickeé studie 1 selektivni inhibitor ABCG2
transportéru Kol143. Na Obr. 39 je zachycena zavislost proliferace a viability na
koncentraci imatinibu u bun¢k K562/ABCG2. Jako kontrolni buiiky byly pouZity bunky
K562 kultivované bez ptidavku dasatinibu.
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Obr. 37: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci imatinibu u bunck
K562/ABCG2. Bunky K562/ABCG2 byly inkubovany v pfitomnosti ruznych
koncentraci imatinibu po dobu 48h a pak byla métfena jejich proliferace a viabilita
pomoci MTT testu (viz Materidl a metody). Bunky kultivované ve standardnim médiu
bez pfitomnosti imatinibu byly pouzity jako kontrola (100%). Jednotlivé body
predstavuji primérnou hodnotu ze tii nezavislych experimentl se standardni relativni

odchylkou.

Tabulka 5: Ptehled hodnot ICsp pro imatinib u testovanych bunéénych linii

Bunéc¢na linie

Hodnota ICso (LM)

K562

0,15

K562/ABCG2

0,41
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Obr. 38: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci nilotinibu u bunék
K562/ABCG2. Bunky KS562/ABCG2 byly inkubovany v pfitomnosti riznych
koncentraci nilotinibu po dobu 48h a pak byla méfena jejich proliferace a viabilita
pomoci MTT testu (viz Material a metody). Buiiky kultivované ve standardnim médiu
bez pritomnosti nilotinibu byly pouzity jako kontrola (100%). Jednotlivé body
pfedstavuji primérnou hodnotu ze tii nezavislych experimentl se standardni relativni
odchylkou.

Tabulka 6: Ptehled hodnot ICsg pro nilotinib u testovanych bunéc¢nych linii

Bunécna linie Hodnota ICsq (M)
K562 5,12
K562/ABCG2 39,4
K562/ABCG2 + Ko143 5,45
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Obr. 39: Graf zavislosti proliferace a viability na koncentraci dasatinibu u bun¢k
K562/ABCG2. Bunky K562/ABCG2 byly inkubovany v pfitomnosti ruznych
koncentraci dasatinibu po dobu 48h a pak byla métena jejich proliferace a viabilita
pomoci MTT testu (viz Materidl a metody). Bunky kultivované ve standardnim médiu
bez ptitomnosti dasatinibu byly pouzity jako kontrola (100%).

Tabulka 7: Ptehled hodnot ICsp pro dasatinib u testovanych bunéénych linii

Buné¢na linie Hodnota ICsq (M)
K562 0,35
K562/ABCG2 2,12

Z provedenych MTT testli jsme zjistili, Ze selektované buiky K562/ABCG2
jsou nejcitliveéjsi viaci pusobeni dasatinibu (hodnoty 1Csg dosahuje v jednotkach nanomol
— viz. Tab. 7), nasleduje nilotinib, ktery ma také vyznamné cytotoxické Géinky vaci
bunkam K562/ABCG?2 (hodnoty ICso dosahuje v koncentraci asi 40 nM — viz. Tab. 6) a
nejméné UCinny je vici buikdm K562/ABCG2 imatinib (dosahuje hodnoty ICsg az
v koncentraci okolo 400 nM — viz. Tab. 5). Pokud bychom chtéli srovnat rezistenci
jednotlivych bunéénych linii vici ucinkim testovanych TKI, bude jejich potadi od
nejrezistentnéj$i k nejméné rezistentni bunécné linii piesné obracené (tedy imatinib,
nilotinib a dasatinib). Rovnéz se nam podafilo prokazat, Ze navozenou rezistenci bunek
K562/ABCG2 je moZzno zvratit pomoci selektivniho inhibitoru ABCG2 transportéru
Ko0143. Usuzujeme tak z hodnot ICs, (Tab. 6) a grafu (Obr. 38), ze kterych je ziejmé, ze
u bun¢k K562/ABCG2 po ptidavku Kol43 byla obnovena citlivost bunék viici

imatinibu na uroveil kontrolnich bun¢k K562. Pokud bychom chtéli posuzovat, jak
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dobrym substratem testované TKI jsou, porovnali bychom jejich hodnoty ICsp u bunék
K562-ABCG2/kontrolni bunky K562 (viz. Tab. 5, 6, 7). Timto srovnanim jsme dospéli
k zavéru, Ze nejlepSim substratem ABCG?2 transportéru je nilotinib, nasleduje dasatinib

a nejhorsim substratem z testovanych derivatd je imatinib.
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Diskuse

Interakcemi TKI a lékovych transportéric z ABC rodiny se zabyva cela fada

vyzkumnych skupin. Prvni préace, ktera poukdzala moznost, ze TKI by mohly byt
substraty 1ékovych transportéri, se objevila pied vice jak deseti lety. Mahon a kol.,
2000 zde ukazali, ze zvysend exprese P-gp miize byt pfi¢inou rezistence leukemickych
bun¢k k imatinibu. Brzy nato se ukdzalo, ze celd tada jiz klinicky zkousenych TKI je
substraty 1€kovych transportérii a ze terapeuticky efekt téchto 1€¢iv mize byt neptizniveé
ovlivnén (Hegedus a kol., 2002). Dalsi studie ukazaly, ze TKI mohou byt nejen
substraty, ale i inhibitory 1ékovych transportéri (Hegedus a kol., 2009). Publikované
prace v této oblasti jsou nicméné rozporuplné. Napiiklad Davies a kol., 2009 zjistili, ze
nilotinib je inhibitorem, ale neni substratem ani ABCBI1, ani ABCG2. Dohse a kol.,
2010 naopak publikovali, Ze nilotinib a dasatinib jsou substraty ABCB1 a ABCG2, na
druhé stran¢ ale potvrdili, Ze nilotinib inhibuje ABCB1 i ABCG2.
Vzhledem k rozporuplnosti vysledkl na toto téma v literatufe jsme se rozhodli nékteré
vysledky ovéfit pomoci semi-kvantitatvnich metod in vitro. V prvni ¢asti diplomové
prace jsme se soustfedili na otdzku, zda-li vybrané TKI mohou skute¢n¢ pisobit jako
efektivni inhibitory P-gp pouzitelné v klinické praxi.

Mezi studované TKI jsme zafadili imatinib, N-desmethylimatinib, nilotinib a
dasatinib, které se kromé N-desmethylimatinibu pouZivaji pro lécbu CML. N-
desmethylimatinib, ackoliv neni pfimo TKI, byl studovan vzhledem k tomu, Ze se jeho
vlastnosti jako substratu P-gp vyrazné liSi od imatinibu (Mlejnek a kol., 2011).

Pro posouzeni inhibi¢niho efektu testovanych TKI jsme pouZili metodu barveni
bun€k acetoxymethylesterem kalceinu, ktera byla vyvinuta Homolyou a kol., 1993.
Acetoxymethylester kalceinu je substratem P-gp a diky svym vlastnostem (viz. Material
a metody) umoznuje méfit relativni aktivitu tohoto transportéru. Nase vysledky ukazaly,
ze nilotinib je mimofadné G¢inny inhibitor P-gp. ( viz. Obr. 19). Jeho ucinky jsou zcela
srovnatelné se znamymi specifickymi inhibitory P-gp jako je cyklosporin A, verapamil,
valspodar nebo dokonce zosuquidar (viz. Obr. 13, 14, 15, 16). Tyto vysledky jsou ve
shod¢ s ostatnimi autory (Davies a kol., 2009, Dohse a kol., 2010). Rovnéz imatinib
vyznamné inhiboval aktivitu P-gp, jeho ucinky vSak jsou neporovnatelné se
specifickymi inhibitory P-gp (viz. Obr. 17). N-desmethylimatinib a dasatinib
neinhibovaly aktivitu P-gp (viz. Obr. 18 a 20). Na zaklad¢ téchto vysledkd se
domnivame, ze pouze nilotinib, na rozdil od imatinibu, N-desmethylimatinibu a

dasatinibu, by bylo mozné¢ pouzit jako inhibitor P-gp. OvSem za piedpokladu, ze
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v koncentraénim rozmezi, kde nilotinib inhibuje P-gp, neni zaroven cytotoxicky. Tyto
ptedpoklady se ovSem nepodaftilo naplnit, nebot’ se ukazalo, ze koncentrace nilotinibu
vys$i nez 1uM jsou cytotoxické pro bunky, které neexprimuji Ber-Abl tyrosin kinasu
(viz. Obr. 22). Rovnéz vysoké koncentrace imatinibu siln€ inhibovaly proliferaci bun¢k,
které neexprimuji Ber-Abl tyrosin kinasu (viz. Obr 21). Na zaklad¢ téchto naSich
vysledkii povazujeme za malo pravdépodobné vyuziti nilotinibu jako ucinného
inhibitoru P-gp v klinické praxi. Zde se nazorové lisSime od optimistickych predpokladii
publikovanych v literatute (napi., Davies a kol., 2009). Nase zavéry opirame o fakt, ze
pouzity metodicky pfistup je vhodny, nebot jednak potvrdil ucinky specifickych
inhibitorii, jednak ukézal, Ze s vyjimkou zosuquidaru jsou ostatni inhibitory P-gp
cytotoxické v koncentracnim rozmezi, kde dosahuji maximalniho inhibi¢niho efektu.

V druhé ¢asti diplomové prace jsme se zaméfili na otazku, do jaké miry zvysSuje
exprese ABCQG2 transportéru rezistenci leukemickych bunck k imatinibu, nilotinibu a
dasatinibu. Soucasti tohoto dilciho cile byla 1 selekce vlastnich rezistentnich bunék
pomoci mitoxantronu. V prvém piipad¢ byla navozena exprese ABCG2 mitoxantronem
Vv pomémné kratkém casovém horizontu, ale bohuzel jsme o tuto linii v dusledku
kontaminace pfisli. Druhy pokus, ktery je prezentovany V této praci, se vSak lisil. Ani
46-denni pusobeni samotného mitoxantronu nevedlo k masivni expresi ABCG2
v populaci selektovanych bunék (viz. Obr. 28). To se podafilo az pomoci
kombinovaného ucinku mitoxantronu a nilotinibu (viz. Obr. 30). Klonalni selekci jsme
pak ziskali populaci rezistentnich bunék se zvySenou a homogenni expresi ABCG2
transportéru K562/ABCG2 (viz. Obr. 34). Tyto buiiky nemély zvySenou expresi
ABCB1 a ABCC1 (viz. Obr. 35 a 36). Interakce nilotinibu a dasatinibu s ABCB1 a
ABCQG?2 transportéry jsou piibliZzeny v ¢lanku Hegedus a kol., 2009. Zde se piSe mimo
jiné o testech toxicity téchto TKI vici bunky K562, K562/ABCBI1 a K562/ABCG2.
Z nich vyplyva, ze u matefské linie K562 byl zaznamenan cytotoxicky efekt pfi velmi
nizkych koncentracich. Déle se dovidame také to, Ze pfitomnost funkéniho ABCG2
transportéru efektivné chrani bunky pted cytotoxickymi tc¢inky nilotinibu (jsou az 8,8-
krat rezistentngj$i). Tato zjiSténi jsou ve shod€ s méfenimi v praktické casti této
diplomové prace (viz. Obr. 38). Kromé toho jsme také prokazali, ze exprese ABCG2
zvySuje rezistenci bunék vuéi dasatinibu asi 6-krat (viz. Obr. 39) a vuci imatinibu asi
2,1-krat (viz. Obr. 37). Rovnéz se podafilo navratit rezistenci bunék K562/ABCG2

k nilotinibu pomoci selektivniho inhibitoru Ko143, ¢imz bylo dokéazano, ze rezistence
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byla zpisobena pouze zvySenou expresi ABCG2 transportéru (nikoli ABCB1 nebo
ABCC1, (viz. Obr. 38).
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7. Zavér

1. Bylo zjisténo, ze nilotinib je mimofadné ucinny inhibitor P-gp. Jeho ucinky jsou
dokonce zcela srovnatelné se znamymi specifickymi inhibitory P-gp jako je cyklosporin
A nebo zosuquidar.

2. Velmi maly, avSak méfitelny inhibi¢ni ucinek aktivity P-gp byl nalezen také u
imatinibu. N-desmethylimatinib a dasatinib neinhibovaly aktivitu P-gp.

3. Pouziti nilotinibu jako inhibitoru P-gp Vv klinické praxi je vSak malo
pravdépodobné, protoZze v koncentra¢nim rozmezi, kde u¢inné inhibuje aktivitu P-gp je
soucasn¢ cytotoxicky.

4. Bylo ovéfeno, ze pouzity metodicky pfistup je vhodny, nebot’ jednak potvrdil
ucinky specifickych inhibitorti, jednak ukézal, ze s vyjimkou zosuquidaru jsou ostatni
inhibitory P-gp cytotoxické v koncentraénim rozmezi, kde dosahuji maximalniho
inhibi¢niho efektu.

5. Pomoci kombinovaného u¢inku mitoxantronu a nilotinibu se podafilo selektovat
rezistentni buiiky se zvySenou expresi ABCG2 transportéru K562/ABCG2.

6. Bylo zjisténo, Ze selektované buitky K562/ABCG2 jsou nejvice rezistentni viici
imatinibu, mén¢ vaci nilotinibu a nejméné vici dasatinibu. Zaroven bylo zjisténo, Ze
rezistenci vici nilotinibu je mozné zvratit selektivnim inhibitorem ABCG2 transportéru.
7. Potvrdilo se, Ze z testovanych TKI je nejlepSim substratem ABCG2 transportéru

nilotinib, nasleduje dasatinib a nejslabsim substratem je pak imatinib.

80



8. Seznam pouzitych zkratek

ABC-p ABC transportér v placenté

ABC ATP - binding cassette

Abi 1,2 Abelson interacting protein 1, 2

ABL homolog ptac¢iho Abelsonova viru — gen
Abl homolog ptaciho Abelsonova viru — protein
AGP acid glycoprotein

AM acetoxymethylester

ATP adenosintrifosfat

Bap-1 Bcr associated protein 1

Bel -2 B — cell leukemia/lymphoma 2

BCR breakpoint cluster region — gen

Ber breakpoint cluster region — protein
CalLB calcium - dependent lipid binding doména
CML chronickd myeloidni leukémie

CYP cytochrom P450

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOX doxorubicin

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

EPH kinasy ephrinového receptoru

FADD FAS-associated death domain protein
Fak focal adhesion kinase

FBS fetalni bovinni sérum

Flice FADD - like interleukin — 1 beta converting enzyme
FLIP Flice inhibi¢ni protein

FMO -3 flavin — obsahujici monooxidasa

GDP guanosindifosfat

GEF guanine nucleotide exchange factor
Grb2 growth factor receptor-bound protein 2
GST-p p — isoforma glutathion — S — transferasy
GTP guanosintrifosfat
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HHT
Jak
MDR
MDR1
MRNA
MRP
MTT
MXR
NADPH
NBD
NF-xB
NOR
OCT1
ODs7o
PBS
PDGFR
P-gp
PI(3)K
PTB1B
RNA
RT-PCR
SFK
SH1 - SH3
Src

Stat

Syp

TK

TKI
VEGF
VEGFR

homoharringtonin
Janus protein tyrosine kinase
multidrug resistence
multidrug resistence protein 1
mediatorova RNA
multidrug associated protein
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid

mitoxantrone — resistence protein

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
nucleotide binding domain

nuclear factor kappa B

Nérodni onkologicky registr

organic cation transporter 1

optickd hustota pti 570 nm

phosphate buffered saline

platelet — derived growth factor receptor

P — glykoprotein

phosphatidylinositol — 3 — kinase

protein tyrosine phosphatase 1B

rinonucleic acid

reverse transcription polymerase chain reaction
Src family kinases

Src (Sarcoma) homologni domény

cellular Rous sarcoma viral oncogene homolog
signal transducer and activation of transcription
synaptophysin

tyrosinové kinasy, tyrosinkinasy
tyrosinkinasové inhibitory

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor

82


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl

9. Literatura

AGRAWAL, Mettu a kol. Tyrosine Kinase Inhibitors: The first Decade. Curr Hematol
Malig Rep. 2010, vol.5, s. 70-80.

AN, Xin a kol. BCR-ABL tyrosine kinase inhibitors in rte treatment of Philadelphia
chromosome positive chronic myeloid leukemia. Leukemia Research. 2010, vol.34, s.
1255-1268.

ARORA, Amit a M. SCHOLAR. Role of Tyrosine Kinase Inhibitors in Cancer Terapy.
He NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE. 2005, vol.315, no.3, s. 971-979.

BARNES, David J. a Junia V. MELO. Cytogenetic and Molecular Genetic Aspects of
Chronic Myeloid Leukaemia. Acta Haematol. 2002.

BORNHAUSER, Martin a kol. Elimination of Imatinib Mesylate and Its Metabolite N-
Desmethylimatinib. Journal of Clinical Oncology. 2005, vol.23.

BRAUN, T. a kol. Targeting NF-kB in hematologic malignancies. Nature. 2006, vol.06.

CORSO, A. a kol. Chronic myelogenous leukemia and exposure to ionizing radiation -
a retrospective study of 443 patients. Ann Hematol. 1995.

DARZYNKIEWITCZ, Z. a kol. Features of apoptotic cells measured by flow-
cytometry. Cytometry 13. 1992, s. 795-808.

DEININGER, Michael W.N. a kol. The molecular biology of chronic leukemia. Blood.
2000, vol.96, no. 10.

DEVIES, A. a kol. Nilotinib concentration in cell lines and primary CD34+ chronic
myeloid leukemia cells is not mediated by active uptake or efflux by major drug
transporters. Leukemia. 2009, vol.23.

DOHSE, M. Comparison of ATP-binding cassette transporter interactions with the
tyrosine kinase inhibitors imatinib, nilotinib, and dasatinib. Drug Metab. Dispos. 2010,
vol.38, s. 1371-1380.

FABER, Edgar a kol. Chronicka myeloidni leukémie. Praha: Galén, 2010, 234 s. ISBN
978-80-7262-680-9.

GOTTESMAN, Michael M. Mechanisms od Cancer Drug Resistance. Annual Reviews.
2002, vol.53, s. 615-627.

GOTTESMAN, Michael M. a kol. Multidrug resistance in cancer: Role of atp-
dependent transport. Macmillan Magazines Ltd. 2002, vol.12.

HEGEDUS, C. a kol. Interaction of nilotinib, dasatinib and bosutinib with ABCB1 and

ABCG2: implications for altered anti-cancer effects and pharmacological properties.
British Journal of Pharmacology. 2009, vol.158, s. 1153-1164.

83



HEGEDUS, T. a kol. Interaction of tyrosine kinase inhibitors with the human multidrug
transporter proteins, MDR1 and MRP1. Biochim Biophys Acta 1587. 2002, s. 318-325.

HEGEDUS, Tamas a kol. Interaction of tyrosine kinase inhibitors with the human
multidrug transporter proteins, MDR1 and MRP1. Biochimica et Biophysica Acta 1587.
2002, s. 318-325.

JOHNSON, L.N. Protein kinase inhibitors: contributions from structure to clinical
compounds. Q Rev Biophys. 2009.

KLENER, Pavel a Pavel KLENER JR. Nova protinddorova léc¢iva a 1éCebné strategie v
onkologii. 1. vyd. Praha: Grada Publishing, a.s., 2010, 232 s. ISBN 978-80-247-2808-7.

LAGE, H. An overview of cancer multidrug resistance: a still unsolved problem.
Cellular and Molecular Life Sciences. 2008, vol.65.

LING, V. Multidrug resistance: molecular mechanisms and clinical relevance. Cancer
Chemother. Pharmacol. 1997, vol .40, s. 3-8.

LUGO, T.G. a kol. Tyrosine kinase activity and transformation potency of bcr-abl
oncogene products. Science. 1990.

MAHON, F.X. a kol. Selection and characterization of BCR-ABL positive cell lines
with differential sensitivy to the tyrosine kinase inhibitor STI571: diverse mechanism of
resistance. Blood. 2000, vol.96.

MLEJNEK, Petr a kol. Interactions of N-desmethylimatinib, an active metabolite of
imatinib, with P-glycoprotein in human leukemia cells. Ann. Hematol. 2011.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assay. J. Immunol. Methodes. 1983, vol.65, s. 55-63.

NOSKOVA, V. a kol. Mechanismy mnoho&etné 1ékové rezistence a jejich vyznam pro
klinickou praxi. Klinicka onkologie. 2000, ¢. 2, s. 4-9.

NOWELL, P.C. A minute chromosome in human chronic granulocytic. Science. 1960.
OVEGY-LACZKA, Csilla a kol.. High-Affinity interaction of Tytosine Kinase
Inhibitors with the ABCG2 Multidrug Transporter. Molecular Pharmacology. 2004,
vol.65, no.6, s. 1485-1495.

PROTIVANKOVA, Markéta a Jiti VORLICEK. Chronicka myeloidni leukemie. Brno:
Masarykova univerzita, 2008, 25 s. ISBN 978-80-210-4534-7.

RICHARDSON, C a M JASIN. Frequent chromosomal translocation induced by DNA
doublestrand breaks. Nature. 2000.

ROWLEY, J.D. A new consistent chromosomal abnormality in chronic myelogenous
leukaemia identified by quinacrine fluorescence and Giemsa staining. Nature. 1973.

84



S. KRAUSE, Daniela a kol. Tyrosine Kinases as Targets for Cancer Therapy. The NEW
ENGLAND JOURNAL of MEDICINE. 2005, vol.353, s. 172-187.

SHET, A.S. a C.M. VERFAILLIE. Chronical Myelogenous leukemia: mechanisms
underlying disease progression. Leukemia. 2002, vol.16, s. 1402-1411.

SCHINKEL, Alfred H. a Johan W. JONKER. Mammalian drug efflux transporters of
the ATP binding cassette (ABC) family: an overiew. Elsevir Science B.V. 2002.

THOMAS, H. a H.M. COLEY. Overcoming multidrug resistance in cancer: an update
on the clinical strategy of inhibiting P-glycoprotein. Cancer Control. 2003, vol.10, s.
159-165.

VAN ERP, Nielka P. a kol. Clinical pharmacokinetics of tyrosine kinase inhibitors.
Cancer Treatment Reviews. 2009, no.35, s. 692-706.

85



86






