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PredloZzena diplomova prace se zabyva problematikou
mnohocetné lékové rezistence (MDR—multidrug resitance)
u leukemickych bunék. Nadorové buniky s MDR
fenotypem maji snizenou citlivost nejen vuci pouzitému
léCivu, ale jsou rovnéz rezistentni i vuci 1éCivim s rdznou
chemickou strukturou, které maji i jiny mechanismus
ucinku. Mnohocetna Iékova rezistence je Casto
zejména P-glykoproteinu (P-gp, MDR1, ABCB1). P-gp
pracuje jako substratové nespecifickd membranova
pumpa, jejiz €innost je pohanéna hydrolyzou ATP. P-gp
transportuje lé€ivo ven z bunék, &imZ snizuje jeho
intracelularni  koncentraci a navozuje tak rezistenci.
Velkou nadéji na pFekonani MDR pfinesla aplikace
inhibitord lIékovych transportértd. Bohuzel v klinickych
studiich klasické inhibitory P-gp (inhibitory prvni i druhé
generace) pfinesly obrovské zklamani, i kdyz studie in
vitro slibovaly pozitivni vysledky.

Jsme presvédceni, ze jednim z dlivodl tohoto nelspéchu
je fakt, Ze pfistupy pouzivané v in vitro studiich se opiraji
o0 nepfimé metody, které neumoziuji zjistit kvantitativni
vztah mezi funkci P-gp a rezistenci bunky. Proto jsme
vyvinuli jednoduchy test pro pfimé stanoveni intracelularni
hladiny Iéku, jako je daunorubicin nebo imatinib,
v senzitivnich a rezistentnich leukemickych burikach. Tato
metoda nam umoziuje ur€it kvantitativni vztah meazi
intracelularni hladinou IéCiva a rezistenci bufiky pfi pouziti
P-gp inhibitoru. Zjistili jsme, Zze zejména prvni generace
inhibitord P-gp (cyklosporin A) je pro buriku cytotoxicka
diive, nez dojde ke zméné intracelularni hladiny IéCiva u
rezistentnich bunék. Naopak tfeti generace inhibitor(
P-gp (zosuquidar) obnovi intracelularni hladinu Iéku, aniz
by byl pozorovan vyrazny cytotoxicky efekt. NaSe
vysledky ukazaly, Ze kvantitativni pfistup umozZnuje
posoudit u€innost P-gp inhibitorud in vitro.
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The diploma thesis deals with the multidrug resistance
(MDR) phenotype in leukemia cells. Cancer cells with the
MDR phenotype are characterised by the decreased
sensitivity not only to the drug used for chemotherapy but
they also exhibit a cross-resistance to structurally
unrelated drugs that did not share a common target. The
MDR phenotype is often associated with overexpression
of ABCB1 gene product, P-glycoprotein (P-gp, MDR1,
ABCB1), an ATP-dependent membrane transporter. It
was demonstrated that P-gp mediated efflux decreases
the drug concentration in cancer cells and results in a
failure to chemotherapy. Therefore, the application of P-
gp inhibitors seemed to be a very attractive idea to
combat P-gp mediated drug resistance. Unfortunately,
classical P-gp inhibitors of the first and second generation
completely failed in clinical trials, although, experiments in
vitro suggested promising results.

We believe that main reason for this frustration might be
the fact that approaches routinely used in in vitro assays
relied on indirect methods which principally do not enable
to make a quantitative relationship between the P-gp
function and cell resistance. Therefore, we have
developed straightforward assays for direct determination
of intracellular drug levels such as daunorubicin or
imatinib in sensitive and resistant leukemia cells. This
approach allowed us to determine the quantitative
relationship between intracellular drug level and cell
resistance upon application of a particular P-gp inhibitor.
We observed that especially the first generation of P-gp
inhibitors, such as cyclosporine A become cytotoxic prior
they reversed the intracellular drug level in resistant cells.
In contrast, zosuquidar, a P-gp inhibitor of the third
generation, fully restored intracellular drug level while
exerting only marginal cytotoxic effect in the same
experimental system. Our results revealed that the
guantitative approach enable to evaluate efficiency of
P-gp inhibitors in vitro.
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1. Cile prace

1)

2)

3)

4)

5)

Dokon¢it validaci metody pro stanoveni intracelularniho obsahu daunorubicinu
u nadorovych bunék s fenotypem mnohocetné Ieékové rezistence in vitro.

Zméfit citlivost bunék se zvy3enou expresi P-glykoproteinu k daunorubicinu a
imatinibu.

Pomoci inhibitori P-glykoproteinu obnovit citlivost rezistentnich bunék
k daunorubicinu a imatinibu.

Zméfit intracelularni obsah daunorubicinu a imatinibu u rezistentnich bunék se
zvysenou expresi P-glykoproteinu.

Zjistit, zda reverze rezistence navozena inhibitory P-glykoproteinu je doprovazena

odpovidajicimi zménami intracelularnich koncentraci pouZzitych 1éCiv.



2. Uvod

Chronicka myeloidni leukeime (CML) je jednou z nejCastéji se vyskytujicich
leukemii u dospélych lidi. Toto onemocnéni je charakteristické zvySenou proliferaci
transformovanych primitivnich progenitorovych bunék krvetvorby a postihuje zejména
pacienty ve véku od 45 do 55 let. ACkoliv je toto onemocnéni heterogenni, patfi CML
k nejlépe prostudovanym leukemiim, u které bylo vroce 1960 prokazano, ze
chromosomalni abnormality se podili na jeji patogenezi (Nowell & Hungerford,1960).
Diagndza tohoto onemocnéni je obvykle zaloZzena na detekci tzv. Philadelphského
chromosomu (Ph*), ktery je pfitomen u 95 % pacientd. Ph® chromosom vznika
reciprokou translokaci mezi chromosomy 9 a 22 (Rowley, 1973) a kéduje fuzni
BCR-ABL tyrosin kinasu, jez ma onkogenni aktivitu. LéCba CML, ktera spociva
v zastaveni progrese onemocnéni do akcelerani a blastické faze, se od roku 1992,
kdy byla objevena vysoce u€inna latka imatinib, pohnula smérem kupfedu. Imatinib,
jakozto inhibitor BCR-ABL proteinu, zasadné zménil prognézu pacientll s CML. Lécba
imatinibem bohuzel nefesi situaci vSech nemocnych, a proto se farmakologické studie i
nadale zabyvaji syntézou novych latek, které by vedly k Upinému vyléCeni pacientd
s CML.

MnohocCetna lékova rezistence (MDR — multidrug resitance) je jednou z hlavnich
pri¢in selhani IéCby nadorovych onemocnéni a projevuje se shizenou citlivosti
nadorovych bunék k Sirokému spektru cytotoxickych latek. Vznik mnohocetné Iékové
rezistence je podminén celou fadou buné&nych mechanisml. Mezi nejCastéjsi priciny
vzniku rezistence patfi zvySena exprese ABC (ATP-binding cassette) transportéru
nebo také tzv. lékovych transportéri. Mezi ABC transportéry, které jsou davany
do souvislosti s Iékovou rezistenci fadime ABCB1, ABCC1 a ABCG2. Tyto proteiny
transportuji chemoterapeutické lé¢ivo ven z buriky za uc€asti hydrolyzy ATP. Jednim
z moznych zpusobl jak regulovat aktivitu téchto proteind, je uziti inhibitord, které
zablokuiji jejich funkci a obnovi citlivost rezistentnich bunék na cytotoxickée Ié€ivo.

Tato diplomova prace je rozdélena na teoretickou a experimentalni &ast.
V teoretické Casti jsem se pokusila shrnout dostupné poznatky tykajici se chronické
myeloidni leukemie a ABC transportérd. V experimentalni ¢asti se vénuji otazce, jak
protein ABCBL1 pfispiva ke vzniku MDR. Domnivame se, Ze velikost tohoto pfispévku je
mozné odhadnout na zakladé kvantitativniho stanoveni intracelularni hladiny léciva

v rezistentnich a citlivych nadorovych bunkach.



3. Teoreticka cast

3.1 Historie

Historie zasadnich védeckych vysledku, tykajicich se chronické myeloidni
leukemie (CML), je dikazem toho, jak pokrok ve védeckych oborech vedl k dosazeni
soucasného stupné poznatku o této nemoci.

Pojem leukemie, ktery Ize do Cestiny pfeloZit jako bila krev nebo bélokrevnost, byl
do Iékafské terminologie zaveden roku 1847 némeckym lékafem Rudolfem Virchowem.
Avsak prvni zminka o této nemoci, ktera byla neuplné popsana v roce 1844 v ¢lanku
Cours de microscopie complémentaire des études médicales, patfi Francouzovi, jehoz
jméno je Alfred Donné. O rok pozdéji vysla v Casopise Medical and Surgical Journal
prace (Two cases of disease and enlargement of the spleen in which death takes place
from the presence of purulent matter in the blood) popisujici chronickou myeloidni
leukémii, kterou publikoval Brit John Hughes Bennett (Degos, 2001).

Ve druhé poloviné 19. stoleti popsal Friedreich, ze leukémie muze byt bud akutni
nebo chronicka (Friedreich, 1857), a v roce 1891 po objeveni specialniho barveni
krevnich bunék rozliSil Paul Ehrlich leukemii na myeloidni a lymfoidni (Ehrlich, 1891).

V roce 1960 P. Nowel a D. Hungeford jako prvni popsali, Ze v bufkach pacientt
s CML se vyskytuje abnormainé maly Philadelphsky chromosom (Ph®), ktery byl
pojmenovan podle mista objevu (Nowel & Hungehord, 1960). Rozvoj cytologickych
technik mél za nasledek, Ze v roce 1973 publikovala J. Rowley ¢lanek, ve kterém
uvedla, ze Ph® chromosom vznikl reciprokou translokaci mezi chromosomy 9 a 22
(Rowley, 1973) a nasledné byly pomoci molekularnich technik identifikovany geny,
které byly do této translokace zapojeny. Na chromosomu 9 se jedna o protoonkogen
ABL, coz je lidsky homolog onkogenu, ktery byl plivodné objeven v Abelsonové viru
mysSi leukemie (Heisterkamp et al., 1982), a na chromosomu 22 se jedna o BCR gen,
ktery ma serin/threonin kinasovou aktivitu (Groffen et al., 1984). Nasledné bylo
zjisténo, ze produktem flize téchto genu je BCR-ABL kinasa, ktera ma onkogenni
ucinky a vyznamné se podili na vzniku CML (Lugo et al., 1990). Tato kinasa se stala
teréem nové vyvinutych légiv, které prokazuiji slibné vysledky u pacient s CML (Druker
et al., 2001).

-10 -



3.2 Leukemie

Leukemie je nadorové onemocnéni krvetvorby, které skryva fadu nemoci. Je to
onemocnéni vyznacujici se abnormalnim zmnozZenim urcitého typu bilych krvinek
(v kostni drfeni a v krvi), které nejsou dostate¢né vyzralé, a proto neplni svou
fyziologickou funkci. Podle agresivity onemocnéni délime leukemii na akutni (rychlejsi
pribéh) a chronickou (pomalejs$i pribéh) a podle typu zasazenych krvinek rozdélujeme

leukemii na myeloidni a lymfatickou ,Obr.1".

Lymfoidni Lymfoidni
multipotentni progenitorova
burika burka

— > T lymfocyty
_
/ — B lymfocyty
Q Myeloidni Myeloidni
multipotentni progenitorova
Pluripotentni bunka buka 3 Megakaryocyty

DL
hematopoeticka — > Erytrocyty
kmenova burika —_— > — > Basofily
—— > Eosindfily
—— > Neutrofily

— » Monocyty

Obr.1 Zjednodusené schéma krvetvorby. Krvetvorba je proces, pfi kterém dochazi k formovani
krevnich bunék. Z pluripotentni hematopoetické kmenové burky vznikaji dvé linie
multipotentnich bunék (lymfoidni, myeloidni), z nichZ dale vznikaji pfislusné progenitorové
buriky, ze kterych vznikaji jednotlivé krevni elementy.

3.3 Chronicka myeloidni leukemie

3.3.1 Obecna charakteristika

Chronicka myeloidni leukemie je myeloproliferativni onemocnéni, které je
klonalniho puvodu. Je charakteristicka zvySenou proliferaci transformovanych
primitivnich progenitorovych bunék krvetvorby, kam zahrnujeme fadu buné&énych linii
(myelocyty, monocyty, erytrocyty, megakaryocyty, B-lymfocyty a zfidka i T-lymfocyty)
(Fialkow et al., 1977).

Normalni hematopoetické progenitorové bunky adheruji k extracelularni matrix
(bilkovinna sit udrzujici nékteré typy tkani pohromad&) nebo kimobilizovanym
cytokinim regulujicich jejich rist. Adheze je zprostfedkovana receptory na povrchu
progenitorovych bunék, které se nazyvaji integriny. V pfipadé CML je u stromalnich
bunék kostni dfené adheze poskozena. Tim dochazi k deregulaci procesu krvetvrorby,
jehoz vysledkem je, ze myeloidni progenitorové bunky jsou v rGznych stadiich zrani

pred€asné propustény do periferni krve (Faderl et al.,1999b).
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Je to prvni onemocnéni Clovéka, u kterého bylo prokazano, Ze na jeho patogenezi
se podili chromosomalni abnormality, které byly objeveny roku 1960 (Nowell &
Hungerford,1960). Ackoliv je toto onemocnéni heterogenni, patfi CML k nejlépe
charakterizovanym leukemiim na molekularni drovni a studie poslednich let odhalily,

které molekularni déje provazi po¢atek a progresi onemocnéni (Faderl et al., 1999b).

3.3.2 Epidemiologie

CML se vyskytuje u 1 az 2 pfipadu na 100 000 obyvatel za rok a predstavuje
15 % v8ech leukemii. Postihuje zejména pacienty ve véku od 45 do 55 let, ale

z 12-30 % se jedna o pacienty ve véku 60 let a vySe (Faderl et al., 1999b).

3.3.3 Kilinické projevy

Jelikoz byva 40 % pacientt asymptomatickych, je vétSina pfipadu
diagnostikovana nahodné v chronické fazi onemocnéni v ramci preventivniho vySetfeni
krevniho obrazu. Mezi typické pfiznaky fadime unavu, poceni, zvySenou teplotu,
anémii (chudokrevnost je stav, kdy pocet Cervenych krvinek a mnozstvi hemoglobinu
poklesne pod normalni hranici), trombocytézu (zvySené mnozstvi krevnich destiCek
v krvi), leukocytozu (zvySeny poclet bilych krvinek v krvi), ubytek na vaze, atd.
(Sawyers, 1999).

Lécbou nekontrolovana CML ma u vétSiny pacientl tfi faze onemocnéni, u nichz
se méni jak klinicky, tak laboratorni obraz. Od tfi do péti let po nastupu CML nastava
progrese onemocnéni a dochazi k pfechodu z faze chronické na fazi akcelera¢ni, nebo
blastickou. Kritéria pro uréeni fazi CML jsou velmi dllezita, a proto v roce 2006 J. E.
Cortes a spol. navrhli na zakladé hodnoceni vice nez 800 nemocnych nova kritéria,

ktera jsou uvedena v ,Tab.1* (Cortes et al., 2006).
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Tab.1 Kritéria pro stanoveni faze CML (Pfevzato z Cortes et al., 2006).

Chronicka faze

Vysokeé riziko

- krevni destigky pied pogatkem lé&by > 1000 x 10

- v dobé diagndzy neni detekovana cytogeneticka zména
Nizkeé riziko

- blasty v periferni krvi ¢i kostni dfeni < 10 %

- bazofily v periferni krvi i kostni dfeni < 20 %

- v dobé diagndzy detekovany cytogenetické zmény

Akcelerovana faze

- Dblasty v periferni krvi &i v kostni dfeni 10 — 29 %

- splenomegalie (zvétseni sleziny), leukocyty > 10 x 10%/1, nebo krevni
destiéky > 1000 x 10%1 nereaguijici na trvalou terapii

- krevni destiky < 100 x 10° nesouvisejici s Ié&bou

- bazofily v periferni krvi i kostni dfeni = 20 %

- blasty a promyelocyty = 30 %

Blasticka faze

- blasty v periferni krvi i v kostni dfeni = 30 %
- extramedularni (probihajici mimo kostni dfefl) blasticka infiltrace

Chronicka faze CML je pocCateénim stadiem onemocnéni, které se vyznacluje
zmnozenim neutrofild a mirné zvétSenou slezinou. Pacienti diagnostikovani v této fazi
onemocnéni maji normalni kvalitu Zivota, pfiznivé reaguji na Ié€bu a délka trvani této
faze je nékolik mésicl az let (Indrak et al., 2009).

Akcelerovana faze je pokrocilejSim stadiem onemocnéni CML, ktera je
charakteristicka zhorSenym zdravotnim stavem pacienta. V dusledku zmnozZeni bunék
dochazi ke zvétseni sleziny. Usp&snost 1é¢by tohoto stadia onemocnéni je horsi nez
u chronické faze, a proto je progndza preziti v fadech mésicu (Indrak et al., 2009).

Blasticky zvrat je nejkritiCtéjSi fazi onemocnéni. V nékterych pfipadech se toto
stadium onemocnéni objevuje bez faze akcelerace, pak hovofime o tzv. blastické krizi,
ktera ma u 70 % pfipadd myeloblasticky a u 30 % B-lymfoblasticky ptvod. Progndza

preziti je v fadech tydnl az mésicu (Westfall et al., 2008).

3.3.4 Philadelphsky chromosom

Diagnéza CML je obvykle zaloZzena na detekci Philadelphského (Ph")
chromosomu, ktery je pfitomen u 95 % pacientd. Skute¢nost, Ze Ph* chromosom byva
detekovan ve vSech hematopoetickych bunéénych liniich (vyjimeéné T-lymfocyty)

svédCi o tom, Zze CML je onemocnéni postihujici kmenové buriky (Sawyers, 1999).
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Za Ph* chromosom povazujeme zkraceny chromosom 22, ktery je vysledkem
reciproké translokace t(9;22)-(q34;911) mezi dlouhymi raménky chromosomu 22 a 9.
Translokaci dochazi k pfeneseni 3’-konce ABL genu z chromosomu 9934 na 5°-konec
BCR genu chromosomu 22q11 a vznika tak fuzni BCR-ABL gen ,Obr.2% ktery kéduje
chimerickou BCR-ABL mRNA (Kurzrock et al., 1988). Podle mista zlomu na BCR genu
vznikaji tfi transkripty, které koduji vznik chimerickych proteint o riznych molekulovych
hmotnostech (190, 210 nebo 230 kDa).

Hematopoetické progenitorové buriky, které exprimuji p2108<"#8t

, jsou schopny

uniknout zavislosti na rastovych faktorech a mohou odolat cytotoxickym ucinkiim léciv

BCR-ABL
0

a zareni (McGahon et al., 1994). Antiapoptotické vlastnosti p21 jsou dulezitou

soucasti tumorigenniho potencialu hematopoetickych bunék (Cortez et al., 1995).

Chromosom 22 Chromosom 9
,:-'H:l
el l
-l
el
o7 .
m-ber e .13
D1 =
— ]
M-bcr e l [ | 82
- -
b5 . -
g19 M.
p-ber - gy 1 —

H Il Bl - c122=> p190BCR-ABL
Il 0 ) oo
N j|r> '|:|2'|[]BI:F!—ABL
DN DU || B (| B ek
i i I Il |/ Bl > e19a2 =p p2308CR-28L

Obr.2 Vznik Ph+ chromosomu. Translokaci dochézi k pfeneseni 3’-konce ABL genu
z chromosomu 9934 na 5°-konec BCR genu chromosomu 2211 a vznika tak fuzni BCR-ABL
gen. Bod zlomu v ABL genu se nachazi na 5°-konci exonu 2. ABL exony 2 az 11(a2 az al1),
jsou pfemistény do M-bcr (major breakpoint cluster region) BCR genu na chromosomu 22 mezi
dvanacty (b1) a Sestnacty (b5) exon. Tento Usek ma pres 5,8 kb. Bod zlomu v BCR genu se
budto nachazi na 5°-konci mezi exony b2 a b3, nebo na 3’-konci (smérem k telomefe) mezi
exony b3 a b4. Takto vznikly fazni gen s b2a2 nebo s b3a2 sonenl’m je transkribovan do 8,5 kb
mRNA, ktera koduje vznik chimérického proteinu p210°R”®" o velikosti 210 kDa (Kurzrock
et al., 1988). Ve vétsiné pripadl obsahuji CML buriky bud b2a2, nebo b3a2 transkripty, ale u
5 % pfipadud dochazi k alternativnimu sestfihu, jehoz vysledkem je exprese obou produkti
(Melo, 1996). Na BCR genu existuji tfi mozna mista sestfihu. Kromé vySe uvedeného sestfihu
dochazi i ve vzacnych pfipadech ke zlomu na 22 chromosomu v misté m-bcr (minor breakpoint
cluster region) a vzniku transkriptu, ktery kéduje vznik mensiho chimérického proteinu p190°F
ABL (Melo et al., 1994). Treti bod zlomu se nachazi v mist&é p-ber (micro breakpoint cluster
region) mezi exony e19 a e20, jejichz vysledkem je fazni protein pZBOBCR'ABL o velikosti 230 kDa
(Pane et al., 1996) (Upraveno podle Faderl et al., 1999b).
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3.3.5 Signalni draha BCR-ABL

Nereceptorové tyrosinové kinasy se nachazeji ve vSech mnohobunécnych
organismech. VétSina znich ma velmi dulezitou roli v pfenosu vnéjSich signald
a vregulaci bunétné smrti. VyS8i eukaryota obsahuji kromé SRC rodiny (Rous
sarcoma virus), coz jsou nereceptorové tyrosin-proteinové kinasy regulujici bunéénou
diferenciaci, proliferaci a pfeziti, i dalSi vnitrobuné&cné tyrosinové kinasy (napf. ABL
rodina). Savci ABL protein je schopen se vazat na aktinova filamenta v cytoplazmé
a na specifické sekvence DNA v jadfe. Schopnost vazat se na DNA je v pribéhu
metafaze inhibovana hyperfosforylaci pfislusné domény ABL (Wang, 1993).

ABL gen kéduje nereceptorovou tyrosin kinasu s molekularni hmotnosti 145 kDa,
ktera ma 11 exonl (exon 1 existuje ve dvou formach la a 1b) a velikost pfes 230 kb.
Je lokalizovan jak v cytoplazmé, tak v jadfe. ABL proteiny hraji dalezitou roli v signaini
transdukci a v regulaci bunééného ristu. N-terminalni konec proteinu obsahuje dvé
SRC homologni domény (SH2 a SH3), které reguluji tyrosin kinasovou funkci ABL.
Daéle tento protein obsahuje katalytickou doménu a myristoylacni sekvenci, které jsou
zodpovédné za vazbu ABL k proteinim plazmatické membrany. C-terminalni konec
obsahuje DNA vazebnou doménu, jaderné lokaliza¢ni signaly a vazebné misto pro
aktin ,Obr.3“ (Faderl et al., 1999b).

BCR gen, ktery je exprimovan v mozku a krvetvorné tkani, kdoduje protein
o molekulové hmotnosti 160 kDa. Protein p160°“R, ktery se nachazi na chromosomu
22 a je lokalizovan v cytoplazmé, obsahuje nékolik funk&nich domén. Na N-terminalnim
konci se nachazi katalyticka doména (serin/threoninova kinasa), ktera obsahuje
minimalné tfi vazebna mista pro SH2 domény a umoziuje tak jejich vzajemnou
interakci. Tato vazebna mista obsahuji tyrosin 177 nezbytny pro vazbu GRB2 (growth
factor receptor-bound protein 2) a aktivaci drahy RAS (Rat sarcoma). Déle se zde
nachazi ,coiled coil* motiv, ktery je dllezity pro interakci s ostatnimi proteiny a také je
zodpovédny za homotetramerizaci BCR-ABL molekuly, ktera je nezbytna pro jeji
transformacni potencial. DalSi vyznamnou doménou je faktor vyménujici GTP za GDP
tzv. GEF. Na C-terminalnim konci se nachazi doména, ktera funguje jako GTPasa
aktivujici protein ,Obr.3“ (Faderl et al., 1999b).
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Obr.3 Funkéni domény proteinu BCR a ABL. BCR protein obsahuje ,Coiled-coil* motiv
(interakce s ostatnimi proteiny), katalytickou doménu, GEF (faktor vyménujici GTP za GDP)
a RAC (GTPasa podobna RAS) GAP (GTPasa aktivujici protein). ABL protein obsahuje
myristoylaéni sekvenci a domény SH3 (negativni regulaéni efekt na tyrosin kinasovou funkci),
SH2 (interakce s proteiny fosforylovanymi na tyrosinu) a SH1 (tyrosin-kinasova doména) a
vazebna mista pro jaderné proteiny, DNA a aktin (Upraveno podle Faderl et al., 1999b).

Struktura chimérického proteinu p2105“"**B- umozfiuje vice protein-proteinovych
interakci a dovoluje tak, aby se zapojil do rdznych intracelularnich signalnich drah, coz
vede ke zméné bunécné adheze, k pfenosu mitogennich signalt (signaly indukujici
proliferaci) a kinhibici apoptosy. Kone¢nym vysledkem je transformace
hematopoetickych kmenovych bunék a rozvoj CML (Sawyers, 1997). Fuzi
N-terminalniho konce BCR k ABL dojde k pfidani velké aminokyselinové sekvence
k SH2 segmentu ABL proteinu (Pendergast et al., 1991). BCR interaguje s pfilehlym
SH3 segmentem, ktery reguluje kinasovou doménu, coz zapfi€ini, ze ABL se pfeméni
v konstitutivné aktivni tyrosin fosfokinasu. Aktivita této kinasy je mnohem vyS&Si
u chimérickych proteinti p2108°R*8- 3 p1908°R*E- nez u proteinu ptivodniho (Kurzrock
et al., 1988). ,Coiled coil®* motiv na N-konci chimerického proteinu zvySuje tyrosin
kinasovou aktivitu a umozniuje interakci s F-aktinem (McWhirter et al., 1993). Nékolik
domén BCR proteinu slouzi jako vazebna mista pro adaptorové proteiny napf. GRB2
(growth factor receptor-bound), CRKL (CRK-oncogene-like protein) a SHC (SRC
homology 2-protein) (Puil et al., 1994).

3.3.6 Lécba CML
3.3.6.1 Hodnoceni Ié€ebné odpovédi

Zakladni podminkou spravné I[éCby, ktera bude mit co nejoptimalnéjsi vysledek, je
dostupnost laboratornich vySetfeni, které zhodnoti stav nemocného. V pribéhu IéCby
je nutné kontrolovat stav pacienta na zakladé IéCebné odpovédi, kterd se hodnoti ve

tfech urovnich (hematologicka, cytogeneticka a molekularni odpovéd) , Tab.2“.
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Tab.2 Hodnoceni [é€ebné odpovédi (Pfevzato z Indrak et al., 2009).

1. Kompletni hematologicka odpovéd’

- normalizace hodnot krevniho obrazu (poget leukocytt < 10 x 10%/1)
- normalni diferencialni rozpocet leukocytli bez vyplavovani nezralych forem
- podet trombocytt < 450 x 109/

2. Cytogenetické odpovédi

a. minimalni cytogeneticka odpovéd: mnozstvi Ph* bunék 66-95 %

b. parcialni cytogeneticka odpovéd: mnozstvi Ph* bunék 35-65 %

c. velka cytogeneticka odpovéd: mnozstvi Ph* bunék > 0 % a < 35 %
d. kompletni cytogeneticka odpovéd: mnozstvi Ph* bunék 0 %

3. Molekularni odpovéd’

a. velka molekularni odpovéd: redukce BCR-ABL mRNA o = 3-4 fady
b. kompletni molekularni odpovéd: nedetekovatelna BCR-ABL mRNA pomoci

RT-PCR (polymerazova fetézova reakce s vyuzitim reverzni transkriptasy

3.3.6.2 Historie lé¢by CML

V soucasnosti je cilem kazdé IéCby zabranit progresi onemocnéni do akceleracni a
nasledné blastické faze.

Lécba CML byla do 60. let minulého stoleti pouze paliativni. Paliativni péce se
nezaméfuje na odstranéni pfic¢in onemocnéni. Jejim cilem je zmirnit bolest pacienta a
udrzet jeho kvalitu Zivota po strance fyzické, psychické a duSevni. Pacientim byl
podavan arsenik (oxid arsenity), busulfan, nebo dochazelo k ozafeni sleziny. Stfedni
doba celkového preziti nemocnych se pohyboval v fadech mésicl (27-47). Latky
busulfan a hydroxyurea, které koncem 70. let minulého stoleti mirné prodlouzZily stfedni
dobu celkového preziti (48-69 mésicu), fadime ke komerénim cytotoxickym lékim,
které dosahovaly pouze hematologické kontroly, ale pfirozeny prubéh nemoci koncici
smrti ovlivnit nemohly (Indrak et al., 2009).

Nadéji na vyléCeni pfinesla v poloviné 70. let minulého stoleti alogenni
transplantace krvetvornych bunék. Nicméné je pro tuto IéCbu zplsobilych malo
pacientl, protoze vétSina z nich nespliovala zakladni indikacni kritéria (vék < 45-55),
popfipadé nenasla vhodného darce krvetvornych bunék (Faderl et al.,1999a).

Zavedeni  rekombinantniho  interferonu  alfa  (rIFN), ktery  fadime
k imunomodulaénim cytokindm, prodlouzilo celkovou stfedni dobu pfeziti na 66-89
mésicu (Indrak et al., 2009). VétSina pacientd uzivajicich rIFN dosahla hematologické
remise, ale pouze mensina pacientt dosahla kompletni cytogenetické odpovédi
(13-27 %). Navic vétsina pacientl nebyla schopna rIFN kvdli jeho vedlejSim uc€inkim
tolerovat (An et al., 2010).
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Objev BCR-ABL genu vedl védce k navrzeni latky, ktera by inhibovala tuto
konstitutivné aktivni kinasu a v roce 1992 byl ve firmé Ciba-Geigy syntetizovan ABL
kinasovy inhibitor imatinib (u nas komeréné& dostupny pod nazvem Glivec). Rychlost
s jakou byl imatinib po svém objeveni preveden z in vitro testd do klinickych studii a
dale do klinické praxe ukazuje, ze se jedna o vysoce ucinnou latku, ktera pocatkem
21. stoleti odstartovala novou etapu lé¢by CML zvanou ,Era imatinibu“. Pro kratkou
dobu sledovani neni stanovena celkova doba pfeZiti, ale jsou zde odhady, Ze to bude
okolo 15-ti let. Lécba imatinibem bohuzel nefeSi situaci vSech pacientd s CML.
V soucasnosti se nové metody a koncepty terapie velmi rychle vyviji a vyzkum sméfuje
predevSim k rozvoji slou€enin, které selektivné inhibuji BCR-ABL tyrosinové kinasy.
Mezi dalSi cile v Ié€bé CML patfi syntéza novych ucinnych IéCiv pro pacienty, u kterych
selhala [é¢ba imatinibem, a nalezeni terapie, ktera by vedla k uplné eradikaci

nadorového klonu, a tedy k uplnému vyléc€eni pacientll s CML (Indrak et al., 2009).

3.3.6.3 Imatinib

Tato latka, ktera je také znama jako STI 571 nebo CGP 57148B, se vyrabi ve
formé& soli methansulfonat. Z chemického hlediska se jedna o derivat
fenylaminopyrimidinu, jehoz chemicky nazev je 4-[(4-methyl-1-piperazinyl)methyl]-N-[4-

methyl-3-[[4-(3-pyridinyl)-2-pyrimidinylJamino]-fenyl]-benzamidmethansulfonat

,Obr.4%
SORS
NYNH NH k/N\CH3
PPOR
| X
N .CHs

Obr.4 Strukturni vzorec imatinibu methansulfonatu.

SO,H

Imatinib je standardni IéCivo pouzivané v prvni linii 1éCby u pacientt v chronické
fazi CML. Uginkuje jako silny selektivni nekompetitivni inhibitor tyrosinovych kinas
BCR-ABL, ABL, ARG (ABL related gene), KIT (tyrosin kinasovy receptor), PDGFRaq,
PDGFRp (platelet-derived growth factor receptor a a B, nebo-li receptor pro destiCkovy
ristovy faktor), ktery byl cilené navrzen (Kantarjian et al., 2010). Téméf u vSech

pacientt s CML vchronické fazi vCetné téch, ktefi vykazovali znamky faze
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akcelerované, bylo studiemi prokazano, Ze imatinib pfi kazdodennich davkach (300 mg
a vyse) indukuje trvalou odpovéd s minimalnimi toxickymi ucinky (Druker et al., 2001).

Mechanismus puUsobeni této latky je velmi dobfe prozkouman na BCR-ABL
pozitivnich burikach. Bylo zjisténo, Zze se imatinib v proteinu BCR-ABL vaze
na nukleotid vazebné misto takovym zpusobem, Ze zabrariuje vazbé ATP a hodnota
inhibi¢ni konstanty je 85 nM (Cowan-Jacob et al., 2004). Detailni analyza ukazala, ze
dochazi k nekompetitivni inhibici fosforylace tyrosinovych zbytki a k nasledné
stabilizaci enzymu v inaktivni formé&, coz ma za nasledek zastaveni signalnich drah
podilejicich se na vzniku leukemického fenotypu buriky (Graham et al., 2002). Pomoci
krystalové struktury katalytického regionu lidské a mysi ABL kinasy, bylo zjisténo, ze se
imatinib vaze na kinasovou doménu minimalné pfes 21 aminokyselinovych residui
(Nagar et al., 2002). Imatinib neni lék, ktery by byl schopen potlaCit vznik genu
zodpovédného za CML, pouze u leukemickych bunék indukuje apoptosu a inhibuje
jejich rast. Nedochazi tedy k Uplnému vyléCeni pacienta, ale pouze k potlaceni
leukemického klonu na nizkou uroven. Proto se doporucuje trvalé uzivani imatinibu
(Graham et al., 2002).

Rezistence na imatinib

NejvétSim problémem doprovazejici 1éEbu CML je vznik rezistence na podavané
léCivo. Tato neschopnost Iéku navodit Ié€ebnou odpovéd je v souasnosti povazovana
za jednu z hlavnich pficin, ktera brani uspéSnému vyléCeni nadorovych onemocnéni.
Délka lé¢ebné odpovédi na imatinib zavisi zejména na stadiu CML, kdy je léCba
zahajena a také na délce trvani onemocnéni. V akcelerované fazi CML je
pravdépodobnost vzniku rezistence na imatinib téméf 70 % (Talpaz et al., 2002) a
v blastickém zvratu dokonce pfes 90 % (Sawyers et al., 2002). NejniZsi riziko vzniku
rezistence je pozorovano u pacientd, u nichz je lé¢ba zahajena v ¢asné chronické fazi
(O'Brien et al., 2003).

Ackoliv vétSina pacientu s chronickou fazi CML odpovida na lé€bu dobfe, existuji
i pfipady, kdy u pacientll nastava zvrat onemocnéni nebo progrese do akcelerované
a blastické krize (Druker et al., 2006). V roce 1994 bylo zjiSté€no, Ze adaptorovy protein
CRKL o velikosti 39 kDa, je jeden z hlavnich proteinu fosforylovanych v misté tyrosinu
(Druker, 2008). CRKL je tedy nejvyznamnéjsi substrat BCR-ABL onkoproteinu, ktery se
podili na vzniku CML. Tento adaptorovy protein je u CML neutrofill vyrazné
fosforylovan na tyrosinu, kdezto u normalnich neutrofild fosforylovan neni.
V souvislosti s témito poznatky byla vyvinuta metoda hodnotici miru fosforylace CRKL

u vSech pacientll zapsanych do klinickych studii imatinibu, pomoci které bylo
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v laboratofi Charlese Sawyera zjisténo, ze relaps u pacientll se sekundarni rezistenci

byl zplsoben reaktivaci BCR-ABL tyrosinové kinasy (Gorre et al., 2001). Reaktivace

kinasy muze byt zpisobena nékolika mechanismy:

a) Mutace BCR-ABL kinasové domény.
Je znamo, Ze minimalné 50 % pacientl, kterym se pfi IéCbé& imatinibem nemoc
navrati, ma bodovou mutaci BCR-ABL minimalné ve 40 rdznych aminokyselinach
nachazejicich se na ABL kinasové doméné. Tyto mutace Ize rozdélit do 4 skupin:
mutace v ATP vazebné smy&ce (P-smycka), na T315, na M351 a v A-smycCce
(Druker, 2008).

b) Amplifikace a zvySena exprese genu BCR-ABL.
Pomoci fluorescenéni hybridizace in situ byla prokazana amplifikace BCR-ABL na
genomové urovni u 3 z 9 rezistentnich pacientl (Gorre et al., 2001). ZvySena
hladina BCR-ABL mRNA byla zaznamenana u 4 ze 37 pacientll (Hochhaus et al.,
2002).

c) ZvySena koncentrace a-1-kyselého glykoproteinu.
Jelikoz se imatinib ve velké mife vaze na plazmatické bilkoviny, vede tak zvySena
koncentrace tohoto proteinu ke snizeni koncentrace volné frakce imatinibu
v plazmé. Podanim erytromycinu, ktery se vaze na a-1-kysely glykoprotein, je
mozné tuto rezistenci pfekonat (Gambacorti-Passerini et al., 2000).

d) Nizka exprese proteinu hOCT1 (human organic cationic transporter).
Pfedmétem mnoha diskuzi je Uvaha, Zze snizena exprese tohoto transportéru, ktery
je zodpovédny za pfenos imatinibu do intracelularniho prostfedi bunék, by mohla
vést k nedostatecné inhibici tyrosinové kinasy BCR-ABL (White et al., 2006).

e) ZvySena exprese P-glykoproteinu (P-gp).
P-glykoprotein, kddovany ABCB1 genem, je jednim z prvnich ABC transportérd,
u néhoz byla identifikovana jeho zvySena exprese u rezistentnich nadorovych
buné&cénych linii (Riordan et al., 1985). P-gp je nejlépe ocharakterizovany ABC
transportér pomoci biochemickych a mutaénich analyz. Kromé tohoto proteinu se
na vzniku rezistence zplUsobené zvySenou expresi lékovych transportért podili

i dalSi nadmérné exprimované proteiny a to zejména ABCC1 a ABCG2.

3.3.6.4 Nilotinib, dasatinib

Stejné jako porozuméni molekularni podstaty CML vedlo k vyvoji imatinibu, tak
objasnéni nékterych mechanismU rezistence na imatinib mélo za pfi¢inu rozvoj druhé

generace BCR-ABL inhibitord. Diky znalosti krystalové struktury BCR-ABL proteinu
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byly navrzeny dva pfistupy. Jeden z téchto pfistupl zahrnoval modifikaci imatinibu,
ktera by vedla k pevnéjsi vazbé na ABL kinasu. Vysledkem je latka zvana nilotinib,
ktera byla navrzena chemiky ve firmé& Novartis (Weisberg et al., 2005). Druhy pfistup
vedl| k vyvinuti latky na zakladé srovnani struktury aktivnich a neaktivnich forem ABL
a SRC. Kdyz védci ze spolecnosti Bristol-Myers-Squibb vyzkous$eli latku dasatinib,
ktera byla pivodné vyvinuta jako inhibitor rodiny SRC, zjistili, ze dasatinib je schopen
inhibovat vSechny imatinib rezistentni mutanty s vyjimkou T315I (substituce threoninu
isoleucinem) (Lombardo et al., 2004).

Dasatinib a nilotinib jsou latky, které byly pomérné rychle schvaleny jako I1é€iva
vhodna pro pacienty rezistentni nebo netolerujici imatinib. Obé tyto latky vykazuji
dlouhodobou odpovéd u recidivujicich pacientd v chronické fazi onemocnéni a mohou

zpusobovat vedlejsi ucinky (Druker, 2008).

Nilotinib

Nilotinib ,Obr.5“ je derivat imatinibu, ktery je vysoce selektivhim inhibitorem vuci
ABL a je 30krat uc¢innéjsi nez imatinib. Chemicky nazev této latky je 4-methyl-N-[3-(4-
methyl-1H-imidazol-1-yl)-5-(trifluoromethyl(phenyl]-3-[[4-(3-pyridinl)-2-pyrimidinyl]lami-
nol-benzamidhydrochloridu a sumarni vzorec je CaigHxN;OF3.HCI. Nilotinib také
inhibuje ARG, KIT, PDGFRa, PDGFRp, ale neplsobi na SRC, na receptor pro
vaskularni endotelialni ristovy faktor a na receptor pro epidermaini rastovy faktor. Tato
latka byla vyvinuta na zakladé studia krystalické struktury komplexu imatinib-ABL
(Kantarjian et al., 2010).

N NH
Y NH
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Obr.5 Strukturni vzorec nilotinibu.

Dasatinib

Jedna se o derivat thiazolkarboxamidu, jehoz sumarni vzorec je Cx,H»CiN;O,S a
z chemické stranky se jedna o N-(2-chlor-6-methyl-fenyl)-2-[[6- [4-(2-hydroxylethyl)-1-
piperazinyl]-2-methyl-4-pyrimidinylJamino]-5-thiazolkarboxamidu. Dasatinib ,Obr.6* je
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selektivni kompetitivni inhibitor, ktery ma za cil vétsi pocet tyrosinovych kinas (ABL,
BCR-ABL, KIT, PDGFRa, kinasy rodiny SRC). U kinasy BCR-ABL se vaze na vazebné
misto uréené pro ATP, jak v neaktivni, tak v aktivni konformaci enzymu. Jelikoz
dasatinib pfi interakci s kinasou vytvafi méné kontaktnich mist, jsou jeho poZadavky na
tvar vazebného mista mensi nez u imatinibu, coz tuto latku €ini u€innégjsi. Pfi srovnani
ucinnosti, u leukemické linie bunék obsahujici nemutovanou BCR-ABL kinasu, bylo

zjisténo, ze dasatinib je 325krat u€innéjsi nez imatinib (Tokarski, 2006).

CHs CH,
Sy o
cl o/ S)\NH)\)\N/ﬁ

K/N\/\OH

Obr.6 Strukturni vzorec dasatinibu.

3.4 ABC transportéry

Lidské ABC (ATP-binding cassette) transportéry tvofi nejvétsi rodinu
transmembranovych proteinli, které hraji velmi dilezitou roli v mnoha buné&nych
procesech. Tyto proteiny se vyskytuji v normalni zdravé tkani ,Tab.3“, kde mohou
fungovat jako transportéry peptidd, cholesterolu, steroll, zlu€ovych kyselin, retinoidd,
léciv, atd. Jejich zvySena exprese na membranach nadorovych bunék je jednim
z faktor( pfispivajicich k MDR fenotypu. Na vzniku lékové rezistenci se podili zejména
proteiny ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (Dean & Allikmets, 2001).

ABC proteiny funguji jako jednosmérné transportéry latek. VétSinou se jedna
o transport molekul z intracelularniho do extracelularniho prostfedi bunky, ale existuji
i vyjimky, kdy dochazi napf. k pfenosu latek zjedné organely do druhé. Energii
potfebnou k tomuto transportu ziskavaji hydrolyzou paru molekul ATP. PfestoZze mezi
nejCastgjsi substraty patfi hydrofébni slouceniny, jsou ABC transpotéry schopné
prenaset i ionty, peptidy a cukry. FunkCni protein je slozen z hydrofilnich nukleotid
vazebnych domén (NBD), které jsou zodpovédné za vazbu molekul ATP a dale
z hydrofébnich transmembranovych domén (TMD), které obsahuji vazebné misto pro
substrat. PIné funkéni transportérovy protein obsahuje dvé transmembranové domény
s 6 aZz 11 a-helixy prochazejici membranou a dvé nukleotid vazebné domény. Tyto Ctyfi
domény mohou byt kédovany pomoci jedné mRNA, ze které vznika protein nazyvany

kompletni transportér. V pfipadé, Ze je protein kédovan pomoci dvou mRNA, z nichz
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kazda koduje pouze polovinu domén (2) jedna se o tzv. poloviéni transportér. (Dean,
2009).

Analyza aminokyselinové sekvence nam umoziuje klasifikovat ABC geny do
nékolika podrodin. V sou¢asné dobé je v lidském genomu znamo 48 ABC transportérd,
které se na zakladé aminokyselinové sekvence déli do sedmi podrodin oznaCovanych
A-G, z nichz kazda ma nékolik zastupcu, vyjimkou je podrodina E. VétSina téchto
podrodin obsahuje geny, které jsou identické v oblasti transmembranovych domén,
maji stejné uspofadani gent a podobné umisténi intrond. Skute€nost, ze pét téchto
podrodin bylo nalezeno v genomu kvasinek, naznaluje, Ze tyto geny vznikly na
pocatku evoluce eukaryot a byly zachovany. Typy substratl, které ABC transportéry
prenaseji, si mohou byt v ramci riznych podrodin bliz§i nez ve stejné podrodiné (Dean
& Allikmets, 2001).

ABC geny jsou pfitomny jak u prokaryot, tak u eukaryot. Napfiklad se nachazeji
v genomech bakterii a archaebakterii, kde slouzi k pfisunu esencialnich molekul.
V genomu kvasinek bylo nalezeno 29 ABC genll a vétSina z nich zde funguje jako
transportér umoziujici pohyb slou€enin bud z buriky nebo do intracelularnich organel
(Dean & Allikmets, 2001).

Jednim z moznych zplUsobl jak chranit bunku pfed vlivem toxint (exogenni,
endogenni), je exprese ABC transportérl. Proto se tyto proteiny vyskytuji ve zdravé

tkani ve tfech pfipadech:

a) Ve tkanich, kde probiha sekrece a resorpce (stfeva, ledviny, nadledviny, atd.).
Vzhledem k tomu, Ze mnoho ABC transportért se podili na exkreci riznych latek,
neni prekvapujici, ze fada téchto proteint se nachazi v prsu a to zejména béhem
laktace. Protein ABCG2 je vysoce exprimovan v prsni zlaze béhem téhotenstvi
a kojeni. Bylo prokazano, ze je zodpovédny za obohaceni mléka o dulezitou zivinu
riboflavin (vitamin B2) a jedna se tedy o prvni riboflavinovy transportér zjiStény
u savcu. | dalsi ABC proteiny, které se podileji na transportu lipidi a cholesterolu,
jsou exprimovany béhem laktace (van Herwaarden et al., 2007).

b) Tam, kde je nutna ochrana organui (plod, pohlavni organy, mozek, atd.). ABC
transportéry se podili na ochrané centralniho nervového systému pFed toxiny
z krve. Mozek se pomoci hematoencefalické bariéry chrani pfed vlivem
nebezpec€nych latek. Tato bariéra je tvofena endotelialnimi bufikami malych cév,
na jejichz membranach se nachazi P-gp, ktery zabranuje prichodu $kodlivych
latek skrz endothelium. P-gp se také podili na ochrané plodu pfed vlivem toxinu
(Gottesman et al., 2002).
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c) V kmenovych bunkach. Vyvoj biologie kmenovych bunék vedl k objevu takovych
kmenovych bunék, které exprimuji vysokou hladinu ABC transportérd. U
hematopoetickych kmenovych bunék byla detekovana vysoka hladina ABCG2
nebo ABCB1 transportérd, pficemz s postupujici diferenciaci je exprese téchto
proteint utlumena (Dean, 2009). U mysi, u kterych byly vypnuty vySe zminéné
geny, se neprojevily zadné negativni dopady na funkci kmenovych bunék. Proto
zadny ztéchto genu neni potfeba pro rast a zachovani kmenovych bunék.
Nicméné se u téchto mysi projevila vys&i citlivost na nékteré slouCeniny, jako je
topotekan, vinblastin a mitoxantron, coz dokazuje, ze Ukolem ABCG2 a ABCB1

genu je ochrana organismu a kmenovych bunék pfed toxiny (Schinkel et al., 1994).

Tab.3 Tkanova lokalizace a substraty ABC transportért (Upraveno podle Gottesman et
al., 2002).

Gen Protein Tkan Substrat
ABCA2 ABCA2 Mozek, monocyty Estramustin
ABCB1 P-gp/MDR1 Stfeva, jatra, ledviny, Kolchicin, daunorubicin,
placenta, hematoencefalicka  doxorubicin, etoposid,
bariéra vinblastin, paklitaxel
ABCB4 MDR2 Jatra Paklitaxel, vinblastin
ABCB11 BSEP/SPGP Jatra Paklitaxel
ABCC1 MRP1 VSechny tkané Doxorubicin, daunorubicin,
vinkristin, etoposid, kolchicin,
metotrexat
ABCC2 MRP2/cMOAT  Jatra, ledviny, stfevo Vinblastin, cisplatina,
doxorubicin, metotrexat, ...
ABCC3 MRP3 Slinivka bfisni, ledviny, stfeva, Metotrexat, etoposid, teniposid,
jatra, nadledvinky cisplatina
ABCC4 MRP4 Prostata, varlata, vaje¢niky, 6-merkaptopurin a 6-thioguanin
plice, slinivka bfisni, stfeva a metabolity, metotrexat
ABCC5 MRP5 VétSina tkani 6-merkaptopurin a 6-thioguanin
a metabolity
ABCC6 MRP6 Ledviny, jatra Etoposid
ABCG2 MXR/BCRP Placenta, sfeva, prsa, jatra Mitoxantron, topotekan,

doxorubicin, daunorubicin,

imatinib, metotrexat
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3.4.1 Struktura a mechanismus transportu ABC transportért

V uplynulych letech byla pomoci rentgenové krystalografie odhalena kompletni
struktura nékolika ABC transportéru. Tyto struktury naznacuji mechanismus, jak vazba
nebo hydrolyza molekul ATP pomoci cytoplazmatické NBD, mlze ovladat zménu
konformace transmembranovych domén a také, ktera strana membrany je translokaci
vystavena. Existuje zakladni dvoufazovy mechanismus ,Obr.7% kterym lze vysvétlit
aktivni transport ABC importér( (pouze prokaryota) i exportérli (ve vSech organismech)
(Locher, 2009).

Nukleotid vazebna doména je konzervativni doména této proteinové rodiny, ktera
muze byt povazovana za motor pfipojeny k rGznym TMD. Nukleotid vazebné domény
obsahuji dvé subdomény. Jedna se funkéné podoba RecA (rekombinasa A) proteinim
a druha subdoména je Sroubovicova. V nukleotid vazebnych doménach existuje
nékolik konzervativnich sekvenénich motivl, z nichz vSechny maji specifické funkce.
subdoménach a LSGGQ motiv (aminokyselinova sekvence), ktery se nachazi ve
Sroubovicové subdoméné. V kompletnim transportéru jsou dvé nukleotid vazebné
domény sestaveny tak, Ze jejich motivy sdili spole¢né rozhrani v ,head to tail®
uspofadani. Toto uspofadani generuje ATP vazebna a hydrolyzaéni mista meazi
P-smyckou jedné nukleotid vazebné domény a LSGGQ motivem druhé nukleotid
vazebné domény. V nepfitomnosti nukleotidi je mezi doménami mezera a vazebna
mista pro ATP jsou vyplnéna vodou. V pfitomnosti ATP se mezera uzavie a molekula
je seviena mezi dvéma NBD (Chen et al., 2003).

Krystalové struktury celé délky ABC transportérd nam poskytly informace
o souvislosti ATP hydrolyzy s transportem. K efektivnimu propojeni téchto dvou
procesu je zapotfebi, aby doSlo k pfenosu molekularniho pohybu z nukleotid
vazebnych domén na domény transmembranové. Na rozhrani mezi t€émito dvéma
doménami se nachazi konzervativni a-Sroubovice, ktera je soucasti TMD. Tato
spojovaci a-Sroubovice zapada do zlabku, ktery se nachazi na hranici dvou subdomén.
V pfitomnosti ATP dochazi k pohybu této Sroubovice, ktery ma za nasledek preklopeni
konformace transmembranovych domén smérem ven. Ackoliv je spojovaci
a-Sroubovice architektonicky konzervativni motiv, k zachovani jeji aminokyselinové
sekvence nedochdzi (Locher, 2009).

Je vSeobecné znamo, Ze béhem jednoho cyklu transportu dochazi ke spotfebé
dvou molekul ATP. Samoziejmé existuji i vyjimky, kdy muze byt vlvem mutace
zabranéno hydrolyze jedné z molekul ATP, jako je tomu u cystické fibrézy (Locher,
2009).

-25.-



Uvnitr

Spojovaci
Sroubovice

Sroubovicova
subdoména
P-smycka

RecA podobna
subdoména

Obr.7 Konzervativnhi mechanismus spojovani ABC transportérd. Molekularni pohyb vyvolany
vazbou ATP spousti uzavirani mezery mezi nukleotid vazebnymi doménami. PFiblizenim
spojovacich Sroubovic, které maiji architektonicky zachované funkce, dochazi k preklopeni
konformace transmembranovych domén smérem ven. Hydrolyzou ATP dochazi k uvolnéni
produktu hydrolyzy a prevraceni konformace do plvodniho stavu (oteviena smérem dovnitr)
(Upraveno podle Locher, 2009).

3.4.2 Rezistentni nadorové buriky

Rezistence nadorovych bunék je jednou z hlavnich pficin, ktera brani uspésnému
vylé€eni fady nadorovych onemocnéni. Rezistence muze byt pozorovana ihned pfi
prvnim podani cytotoxicke latky. V tomto pfipadé se jedna o vrozenou nebo-li primarni
rezistenci. Pokud se nadorové burky stanou k léCivu rezistentni az v pribéhu 1écby,

mluvime o tzv. ziskané nebo-li sekundarni rezistenci (Simon & Schindler, 1994). To, ze
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nador prestane odpovidat na specifickou leCbu, muize byt vysledkem nékolika

mechanisma, které Ize rozdélit do dvou obecnych skupin (Gottesman, 2002).

a) Hostitelské faktory - Spatna absorpce, rychly metabolismus nebo vylu€ovani lé€iva,
vedouci ke sniZzené sérové hladiné latky.

- Spatna tolerance vedlejSich U¢inka lé€iva, zejména u starSich
pacientl, ktera ma za nasledek snizeni davky pod optimalni
hladinu.

- neschopnost dodat 1€k k pozadovanému mistu, coz muze
nastat u objemnych nadorli nebo u latek s vysokou
molekulovou hmotnosti a snizenou penetraci do tkané.

- rizné zmeény v hostitelském prostfedi nadoru, které ovlivAuji
jeho samotnou reakci na lécbu, vCetné metabolismu léku
nenadorovymi burikami (Gottesman, 2002).

b) Specifické genetické nebo epigenetické zmény v nadorovych burkach
(Gottesman, 2002).

VSechny zdravé buriky odpovidaji na léCivo podobné, kdezto kazda nadorova
bunka reaguje na IéCbu specifickym zplUsobem, ktery je zejména podminén vysokou
frekvenci nahodnych mutaci. Vysledkem je, Ze kazdy nador exprimuje celou fadu
riznych genu rezistence a ackoliv jsou nadorové bunky klonalniho pdvodu vykazuji
znacnou heterogenitu (Gottesman, 2002).

V uplynulych letech bylo védci stanoveno nékolik riznych mechanismu, kterymi se
nadorova burika mize stat rezistentni vuci cytotoxickym léCivim. Nékteré z téchto
mechanism(, jako je zvySena exprese lékového transportéru nebo mutace, vedou
ke vzniku rezistence k nékolika malo podobnym Iécivim. Aby byla chemoterapie
uspésna, je v takovychto pfipadech dobré pouzit vice IéCiv s rlznymi mechanismy
ucinku. Bohuzel nékteré typy nadorl nejsou rezistentni pouze na jedno konkrétni
léCivo, ale ztraceji citlivost k celé Fadé cytotoxickych latek, které se mohou liSit
ve struktufe, v mechanismu pusobeni ¢i v cili, ktery maji zasahnout. Takova rezistence
se nazyva mnohocetna a je jednou z hlavnich pfi€in, ktera brani uspésnému vyléceni
nadorovych onemocnéni (Simon & Schindler, 1994). MDR je vysledkem zmén, které
vedou ke snizené akumulaci léCiva uvnitf buriky vlivem omezeného pfijmu, zvySeného

odtoku nebo ovlivnéni membranovych lipidd, ,Obr.8".
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Tyto zvraty zpUsobuiji:
Blokaci apoptosy, ktera je aktivovana mnoha protinadorovymi IéCivy.

a)

b) Blokaci aktivace obecnych mechanismu, které detoxikuji IéCiva nebo opravuji
poskozenou DNA.

c) Zmény v bunécném cyklu a kontrolnich bodech, které zplsobi, Ze nadorové buriky

jsou relativné odolné vugi cytotoxickym ucinkam Ié€iv (Gottesman, 2002).

Zvysena exprese
ABC transportéru

Zmény v kontrolnich
bodech buné&ného cyklu

\ Snizené nebo

pozménéné lékové

Zmeny Indukce gen
v.membranovych  zodpovidajicich za
lipidech zachranu Snizeny

Kompartmentalizace prijem

ZvySena oprava
poskozené DNA

Y0000

Inhibice apoptosy

Specificky metabolismus léCiv
D — D*

Obr.8 Mozné zpUlsoby vzniku rezistentni nadorové buriky (Upraveno podle Gottesman, 2002).

Léciva vstupuji do bunky raznymi zpUsoby ,Obr.9“ a kazdy z téchto mechanismu
ma svUj vlastni fyziologicky vyznam, ktery byl podrobné prostudovan na rezistentnich

mutantech vykazujicich defekty v téchto drahach (Gottesman, 2002).
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Obr.9 Mozné mechanismy vstupu Ié¢iv (D) do buriky (Upraveno podle Gottesman, 2002).

3.4.3 ABCB1 (P-gp)

Schopnost nadorovych bunék ziskat primarni ¢i sekundarni rezistenci k Sirokému
spektru strukturné a funkéné odliSnych chemoterapeutik je definovana jako
mnohocetna lékova rezistence, ktera je pfisuzovana mnoha mechanismim. Jednim
z nejlépe prostudovanych mechanismi je zvySena pfitomnost P-gp na povrchu
membran rezistentnich bunék, ktery ma za nasledek sniZzenou akumulaci léCiva uvnitf
burfky. Tento protein byl objeven v roce 1976 Juliano a Lingem (Juliano & Ling, 1976).

P-gp je ATP dependentni transmembranova pumpa, ktera ma typické vlastnosti
charakteristické pro tzv. ABC transportni proteiny. P-gp je ¢lenem ABCB podskupiny,
ktera ma 11 ¢lenu. Jedna se o 170 kDa fosfoglykoprotein kddovan MDR1 genem, ktery
se nachazi na chromosomu 7q21. Tato bilkovina obsahuje 1280 aminokyselin a je
sloZzena ze dvou vzajemné propojenych homolognich polovin. Protein obsahuje N a C
konce, které jsou dulezité pro spravnou funkci molekuly. Kazda polovina obsahuje 6
transmembranovych Sroubovic a jedno vazebné misto pro ATP ,0Obr.10% Vzajemna
interakce mezi homolognimi polovinami je zprostfedkovana pomoci pruzného
spojovaciho regionu (75 aminokyselin), ktery je potfebny pro spravnou funkci molekuly
(Ambudkar et al., 2003). Obrazky z kryoelektronové mikrosopie naznacuji, ze
transmembranové domény vytvareji na plazmatické membrané komory nalevkovitého
tvaru, které jsou vypinény vodou. Nukleotid vazebné domény jsou lokalizované
v intracelularnim prostfedi buriky a jsou dostateéné blizko u sebe, aby mohlo dochazet

ke vzajemnym interakcim mezi témito katalytickymi misty (Rosenberg et al., 2005).
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Obr.10 Struktura P-gp. Tento transportér je slozen ze dvou transmembranovych domén (TMD1
a TMD2), z nichZ kaZzda obsahuje 6 transmembranovych Sroubovic a jednu nukleotid vazebnou
doménu.

P-gp se nachazi i ve zdravé tkani (epitelové buriky traviciho traktu, jatra, ledviny,
mozkové kapilary, varlata, vaje¢niky, atd.), kde funguje jako bariéra pro vychytavani
cizorodych latek a podporuje jejich vyluCovani. Data ziskana ze studii transgennich
mySi, u kterych byl vypnut MDR1 gen, potvrzuji, Ze P-gp se podili na absorpci,
distribuci a eliminaci fady I&Civ (Schinkel, 1997). Nadory v téchto tkanich jsou primarné
rezistentni, coZ ma za nasledek, ze pacient neodpovida na Ié€bu jiz od pocatku.

Chceme-li porozumét, jak muze byt dosazeno snizené akumulace léciva uvnitf
nadorové bunky, je potfeba zjistit, jak se latka do nitra buriky dostava. Existuji dva
mechanismy, které souvisi s povahou léCiva. Latky hydrofilni, €ili ve vodé rozpustné
(cisplatina, nukleosidové analoga a antifolaty), nemohou prochazet samovolné skrz
plazmatickou membranu. K jejich pfenosu pfes membranu dochazi pomoci nosicu
nebo transportér. Latky hydrofébni (vinblastin, vinkristin, doxorubicin, daunorubicin,
etoposid, atd.) mohou prostupovat do bunék skrz membranu pomoci difuze. Pouze
aktivace ATP dependentnich transportéri muize vést ke snizené intracelularni
koncentraci léCiva (Ambudkar et al., 2003).

V lidském MDR1 genu, ktery ma pfes 120 kb a obsahuje 28 exond, se vyskytuje
vyrazné mnozstvi bodovych polymorfismd, tzn. na specifickém misté genu dochazi
k zdzméné jedné baze (single nucleotide polymorphisms—SNPs). Prvni zminka
o polymorfismech se objevuje vroce 1989 (Kioka et al, 1989), avSak prvni
systematicky screening byl uskuteénén az v roce 2000, ktery odhalil 15 riznych SNP
(Hoffmeyer et al, 2000). V souCasné dobé je znamo vice nez 50 rdlznych
polymorfismu, které byly nalezeny v lidském MDR1 genu. NejvétSi vyznam maji ty

polymorfismy, které ovliviuji substratovou specifitu P-gp (Ambudkar et al., 2003).
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3.4.3.1Substraty P-gp

P-gp transportuje Siroké spektrum latek hydrofébni ¢i amfifilni povahy (pfitomnost
hydrofilni i hydrofébni asti), které jsou bud neutraini, nebo kladné nabité. Zaporné
nabité slouceniny P-gp netransportuje. Molekulova hmotnost téchto latek se pohybuje
v rozmezi od 250 Da do 1900 Da. Mutace, které ovliviiuji substratovou specifitu jsou
pfevazné sdruzené na 5, 6 a 11, 12 transmembranové doméné, ale také se vyskytuji
na jinych ¢astech molekuly (Ambudkar et al., 1999). P-gp vykazuje rezistenci vici
velkému mnozstvi klinicky a toxikologicky vyznamnych sloucenin, které jsou uvedeny
v ,Tab.4“

Tab.4 Substraty P-gp (Upraveno podle Ambudkar et al., 2003).

Substraty P-gp Modulatory P-gp

Vinca alkaloidy Vinblastin Antihypertenziva Reserpin
Vinkristin

Antracykliny Daunorubicin Blokatory Verapamil
Doxorubicin vapenatého kanalu Dihydropyridin
Epirubicin

Antibiotika Aktinomycin D Imunosupresanty  Cyklosporin A

Daktinomycin

Taxany Paklitaxel Steroidni hormony Progesteron
DalSi cytotoxické Mitomycin
latky Kolchicin

Puromicin

Digoxin

3.4.3.2 Mechanismus transportu

P-gp, jakozto plazmaticky membranovy protein, je ATPasa, ktera aktivné
transportuje cytotoxicka léCiva pfes membranu. V historii byly navrzeny tfi hypotézy,
které vysvétluji mozné mechanismy transportu ,Obr.11“. Prvni hypotéza je tzv.
hypotéza konvenéniho transportu, ktera predpoklada, Ze transport substratu
z cytoplasmy do vnéjSiho prostfedi probiha skrz ,vodni porus®, ktery ma Sirokou
substatovou specifitu (Altenberg et al., 1994). Jelikoz ma vétSina substratl P-gp
schopnost interkalovat se mezi fosfolipidy membran, byly navrzeny dalSi dvé hypotézy,
které predpokladaji, ze 1éCivo je transportérem rozpoznano uz v membrané (jedna se

o hypotézu hydrofébniho vakuového CistiCe a o tzv. flipazu). Hypotéza hydrofébniho
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vakuového CistiCe predpoklada, Ze IéCiva jsou transportovana do vnéjSiho prostfedi
pfimo z lipidové dvojvrstvy a nikoliv z cytoplasmy (Raviv et al., 1990). A u ftfeti
hypotézy, ktera pfedpoklada, Zze P-gp pracuje jako tzv. flipaza, dochazi k transportu

substratu z vnitfni strany lipidové dvojvrstvy na vnéjsi (Higgins & Gottesman, 1992).

A A L.
Extracelularni

prostor

Intracelularni
prostor

a) b) c)

Obr.11 Mozné mechanismy transportu P-gp. a) Hypotéza konvenéniho transportu.
b) Hydrofébni vakuovy Cisti€. c) Flipaza.

Hydrolyza ATP a transport latek je zprostfedkovan riznymi &astmi proteinu
a spoluprace téchto segmentl zajisStuje: 1) Hydrolyzu ATP v pfitomnosti substratu
uréeného k pfepravé. 2) Transport substatu v pfipadé uvolnéni energie z ATP. 3) Dvé
ABC jednotky jsou ve vzajmné shodé. Mnoho biochemickych experimentl spolu se
studiemi mutagenity objasnilo nékteré klicové prvky tykajici se mechanismu pfenosu
konformaéniho signalu uvnitf proteinu, jehoZz vysledkem je propojeni ATPas
a transportni cyklus (Sarkadi et al., 2006).

3.4.3.3 Inhibitory P-gp

Klasickym pfistupem jak regulovat aktivitu P-gp je uziti malych molekul, které
zablokuji P-gp a vysledkem jejich pusobeni je efektivni akumulace cytotoxické latky
uvnitf bunky. Latky, které jsou schopné u bunék s fenotypem mnohocetné lékové
rezistence obnovit citlivost na cytotoxicka léCiva jsou tzv. P-gp inhibitory ¢i MDR
modulatory. Vyvoji inhibitor(, které jsou pfirodni nebo syntetické povahy, je
v poslednich dvou desetiletich vénovana zna¢na pozornost, ale bohuzel jen nékteré
z nich dosahly faze klinickych studii. Zadny v$ak nedosahl terapeutického vyuZiti.
Hlavni pfi¢inou neuspéchu je skuteCnost, Ze vétsSina téchto latek ma nezadouci vedlejsi

ucinky dfive, nez dosahnou inhibi¢niho U¢inku (Gottesman et al., 2002).

-32-



Doposud zname inhibitory Ize z klinického hlediska rozdélit do tfi generaci, které
mohou byt podle inhibi€niho mechanismu posouzeny bud jako kompetitivni, nebo
nekompetitivni. Kompetitivni inhibitory (prvni a druha generace inhibitor(l), jakozto
substraty P-gp, soutézi s cytotoxickymi IéCivy o vazbu na P-gp. Pokud ma inhibitor
a cytotoxicka latka podobnou afinitu k tomuto transportéru, pak je pfi vy$si koncentraci
inhibitoru mensi pravdépodobnost vazby |éCiva na P-gp. Naopak ¢im vyssi je
koncentrace cytotoxické latky, tim méné je inhibice Uucinné&jsi. V pfipadé, Ze ma inhibitor
nizkou afinitu k P-gp, je vysoka koncentrace této latky nezbytna pro dosazZeni
inhibi¢niho ucinku. Nekompetitivni inhibitory nejsou substratem P-gp. Tyto latky se ve
srovnani se substraty vazou na jinou ¢ast bilkoviny, pfi¢emz indukuji jeji konformaéni
zmeénu. Zména ve struktufe bilkoviny ma za nasledek, Ze aktivnhi misto neni substratem
rozpoznano, coz zabranuje hydrolyze ATP a transportu léCiva skrz P-gp (Yang et al.,
2008).

Inhibitory prvni generace

Do inhibitort prvni generace spadaji latky, které byly v klinické praxi vyuzivany pro
jiné farmakologické vlastnosti a nebyly vyvinuty specidlné pro obnoveni citlivosti bunék
exprimujicich P-gp. Radime sem verapamil (blokator Ca?* kanalu), cyklosporin A
(imunosupresivum), tamoxifen (antagonista estrogenovych receptora), atd. Tyto latky
byly objeveny pocatkem 80. let. Uginnost inhibitord této generace byla prokazana
na in vitro studiich, ale bohuzel byly tyto latky malo efektivni, nespecifické a pfilis
toxické pro organismus. Vzhledem ktomu, Ze se vétdinou jedna o kompetitivni
inhibitory s nizkou afinitou k transportéru, byla v in vivo podminkach zapotfebi vysoka
sérova koncentrace této latky, ktera navodila dostate¢nou intracelularni koncentraci
léCiva. Vysoké koncentrace jsou vSak kvuli toxickym vlastnostem pro nemocného
pacienta neunosné. Tyto latky poskytuji pfi in vivo klinickych studiich neuspokojivé
vysledky a to zejména v duskedku jejich zavaznych vedlejSich G€inku a toxicité. Kromé
toho jsou tyto latky substraty jinych transportérl a enzymovych systému, coz ma
za nasledek nepredvidatelné farmakokinetické interakce v pfitomnosti chemoterapeutik
(Krishna & Mayer, 2000).

Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA) ,0br.12“ je cyklicky peptid slozeny z 11 aminokyselin
s vysoce imunosupresivnimi u€inky. Jelikoz tato latka interaguje s béznymi vazebnymi
misty P-gp, na které se vazou Vinca alkaloidy a verapamil, brani tak vazbé

protinadorovych 1éCiv a stava se inhibitorem tohoto transportéru. Nevyhodou je, Ze
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davky potfebné pro zvraceni MDR jsou toxické a maji postranni vedlejsi u€inky (Saeki
et al., 1993).

CHj

Obr.12 Strukturni vzorec cyklosporinu A.

Inhibitory druhé generace

Inhibitory této generace prekonavaji omezeni inhibitordl prvni generace a lze je
rozdélit do dvou skupin: a) Analoga inhibitord prvni generace — napf. valspodar (analog
CsA). b) Latky s novymi chemickymi strukturami — biricodar. Tyto latky jsou od
prfedchozi generace vice uc€inngjsi, specifi¢téjsi a méné toxické, ale pfesto maji stale
vlastnosti, které limituji jejich klinické vyuziti (zejména zpomaluji metabolismus a
vylu€ovani cytotoxickych latek). Nékteré inhibitory druhé generace jsou zaroven
substratem cytochromu P450 3A4 (isoenzym). Jelikoz se tento enzym podili
na metabolismu [ékd, je obtizné urlit bezpecnou, ale u€innou davku inhibitoru
soubézné s cytotoxickym léCivem tak, aby nedochazelo k nepfedvidatelnym
farmakokinetickym interakcim, které by ohrozovaly zdravi pacienta. Inhibitory této
generace reguluji aktivitu i jinych ¢lent ABC transportéru, které se u zdravych bunék a
tkani mohou podilet na ochrané organismu pfed cytotoxickymi latkami (Thomas &
Coley, 2003).
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Valspodar
Valspodar (PSC 833) je velmi ucinny inhibitor P-gp, ktery je asi 10krat ucinné&jsi
nez cyklosporin A, od kterého je odvozen. Jelikoz tato latka neni nefrotoxickd a nema

Vv s

redukci davek chemoterapeutik (Fischer et al., 1998).

Inhibitory tfeti generace

Vzhledem ktomu, Ze uzivani inihibitorli pfedchozich generaci je kvdli jejich
vedlejSim ucinkdim nevyhodné, byly vyvinuty inhibitory tfeti generace, které jsou ve fazi
testovani a jsou nadéji pro budouci IéCbu. Patfi sem zosuquidar, laniquidar, tariquidar,
atd. Latky spadajici do tfeti generace funguji jako nekompetitivni inhibitory, které maiji
minimalni vliv na ostatni ¢leny rodiny ABC transportérd a neovliviiuji cytochrom
P450 3A4. (Thomas & Coley, 2003)

Zosuquidar

Zosuquidar.3HCI (ZSQ) ,0br.13” je vysoce uc€inny a vysoce selektivni modulator
P-gp, ktery obnovuje citlivost bunék, jejichz rezistence je zaloZzena na zvySené expresi
P-gp. Predklinické studie prokazaly, ze ma tato latka minimaini efekt
na farmakokineticky profil sou€asné podavanych substratd P-gp (doxorubicin,
paklitaxel, etoposid), a ze neinhibuje dalsi ¢leny rodiny ABC transportér (Cripe et al.,
2010).

=

'O
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A,

Z=

Obr.13 Strukturni vzorec zosuquidaru.3 HCI
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3.4.4 ABCC1 (MRP1)

ABCC1 nebo-li MRP1 (multidrug resistance protein) spada do ABCC podskupiny
transportnich proteind, ktera ma 13 ¢lend, pfiéemz 9 z nich se fadi mezi tzv. multidrug
resistance protein (MRP1-MRP9). Tento protein byl poprvé identifikovan u bunék, které
nevykazovaly zvySenou expresi P-gp, ale byly rezistentni na doxorubicin (Cole et al.,
1992). Pozdéji byl MRP1 nalezen v mnoha rezistentnich bunécnych liniich
a nadorovych tkanich. Jedna se o 190 kDa fosfoglykoprotein, ktery je kédovan MRP1
genem na chromosomu 16p13.1 (Bakos & Homolya, 2007).

MRP1 ma stejné jako P-gp Sirokou substratovou specifitu a muze se podilet
na vzniku mnohocetné Iékové rezistence. Na rozdil od P-gp zprostifedkovava MRP1
transport latek, které jsou konjugovany s glutathionem, kyselinou glukuronovou nebo
sulfatem (Bakos & Homolya, 2007).

Tento protein obsahuje 1531 aminokyselin a jejich sekvence napovida, ze MRP1
ma strukturu podobnou ostatnim ABC transportérim a stejné jako P-gp obsahuje dvé
cytoplazmatické nukleotid vazebné domény. Na rozdil od P-gp obsahuje MRP1 17
hydrofébnich ~ transmembranovych  Sroubovic.  Funkce  nadbyvajicich  péti
transmembranovych Sroubovic neni zatim jasna, ale pfedpoklada se, Ze tato ¢ast neni
dulezita pro katalytickou funkci, nebot jeji deleci nedoSlo k naruSeni aktivity proteinu.
MRP1 protein se odliSuje od P-gp tim, Ze kromé& dvou tandemové fazenych
transmembranovych domén (TMD1 a TMD2) a dvou nukleotid vazebnych domén
obsahuje tfeti N-terminaini TMDO, ktera je napojena na TMD1 pomoci intracelularniho
linkeru ,,Obr.14“ (Bakos et al., 1998).

MRP1 je protein pfitomny ve vSech tkanich, ktery se podili na jejich ochrané pfed
toxickymi ucinky xenobiotik a oxidativnhim stresem. Nejvy35i exprese tohoto proteinu je
detekovana v plicich, varlatech, ledvinach, v srdci a placenté. V mozku a v tenkém a
tlustém stfevé je exprese mirn&jsi (Bakos & Homolya, 2007). Jelikoz se vétSina téchto
tkani podili na ochrané organismu, je pfekvapuijici, ze v jatrech, ktera jsou pokladana
za hlavni organ zodpovédny za metabolismus xenobiotik a detoxikaci, je hladina tohoto
proteinu velmi nizka. Je vSak zajimavé, Ze v mistech, kde dochazi k regeneraci
podkozené tkané jater, je exprese zvySena (Ros et al., 2003).

Bylo prokazano, ze MRP1 je zodpovédny za MDR u nékolika lidskych malignich
onemocnéni (napf. rizné formy leukemie, nadory prsu, plic, prostaty atd.) (Bakos &
Homolya, 2007).
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Obr.14 Struktura MRP1. Tento protein obsahuje 17 transmembranovych Sroubovic a 2
nukleotid vazebné domény.

3.4.5 ABCG2 (BCRP)

ABCG2 protein spada do ABCG podskupiny, ktera ma nékolik zastupcu (ABCG1-
ABCGS8). Protein ABCG1 se podili na regulaci homeostazy bunécénych lipida, véetné
cholesterolu a fosfolipidi. O ABCG5 a ABCG8 proteinech je znamo, ze pracuji jako
heterodimery a transportuji rizné derivaty cholesterolu. Unikatni vlastnosti podskupiny
G je, Ze nukleotid vazebna doména se na rozdil od ostatnich skupin nachazi
pfed transmembranovou doménou, coz naznacuje, Ze i transportni mechanismy této
podskupiny by mohly byt jiné nez u ostatnich ABC transportérl (Mao & Unadkat,
2005).

Pfi 1é€bé pokrocilého karcinomu prsu dochazi ¢asto ke vzniku rezistence k vétSimu
poctu chemoterapeutik. Bylo zjisténo, Z2e ABCG2 protein ma na této rezistenci
vyznamny podil. Tento glykoprotein ,Obr.15% ktery obsahuje 655 aminokyselin,
obsahuje jednu ATP vazebnou doménu a 6 transmembranovych Sroubovic (tzv.
polovi¢ni transportér). Bylo zjisténo, ze se jedna o 72 kDa membranovy protein, ktery
byl nezavisle na sobé naklonovan ve tfech laboratofich a dostal tak rizné nazvy (Mao
& Unadkat, 2005). ABCG2 protein ziskany selekénim plsobenim na buriky ziskané
z rakoviny prsu se nazyva BCRP (breast cancer resistance protein) (Doyle et al.,
1998). cDNA ziskana z bunék, které byly pod selekénim tlakem latky mitoxantrone
v pfitomnosti verapamilu (kvdli blokaci funkce P-gp), kéduje mitoxantrone rezistentni
protein (MXR) (Miyake et al., 1999). ABCP (placenta specific ABC protein) je treti
mozny nazev tohoto proteinu, ze kterého je mozné odvodit, Ze BCRP funguje jako
ochrana plodu pred cytotoxickymi latkami (Allikmets et al., 1998). Studie naznacuiji, Ze
BCRP by mohl fungovat jako homodimer ¢i homotetramer, jehoz zvySena exprese je
spojena s rezistenci vuci protinadorovym Iékim (antracykliny, mitoxantrone, topotecan)

a vede Kk jejich snizené intracelularni koncentraci (Mao & Unadkat, 2005).
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Zvysené mnozstvi BCRP je zaznamenano ve velké mife jak u hematologickych
malignit (leukemie), tak u solidnich nadorG (karcinom jicnu, velkobunécny karcinom
plic) (Nooter et al., 1995).

Studie v poslednich letech prokazaly, Ze BCRP transportuje Sirokou 3kalu latek
od chemoterapeutik az po zaporné nabité organické konjugaty. Substratova selektivita
tohoto transportéru souvisi s aminokyselinou na pozici 482, tzn. ze mutace v tomto

misté muze vést ke zméné substratové specifity (Robey et al., 2003).

TMD 1

AWA ns

SAVAREE

Obr.15 Struktura BCRP. Tento protein je tzv. polovi¢ni transportér, ktery obsahuje 6
transmembranovych Sroubovic a jednu nukleotid vazebnou doménu. Aby tento poloviéni
transportér mohl poskytnout pIné funkéni molekulu musi vytvaret homo ¢i heterodimery.
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4. Experimentalni cast

4.1 Material a metody

4.1.1 Bunééné linie

Bunécéna linie K562

Bunécna linie K562 byla odvozena od lidskych bunék, které vykazovaly CML. Tato
linie je charakteristicka tzv. philadelphskym chromosomem, ktery koduje fazni
BCR-ABL tyrosin kinasu, jeZ ma onkogenni aktivitu (Sawyers, 1999). Tato linie byla
ziskana z ECACC (European Collection of Cell Cultures, Velka Britanie).

Bunécna linie K562/DOX

Bunécna linie K562/DOX ma fenotyp mnohocetné Iékové rezistence, diky zvySené
expresi P-gp. Tato linie byla ziskana ze senzitivnich bunék K562 dlouhodobou selekci
na postupné se zvySujici koncentraci doxorubicinu. Profesor J. P. Marie (University of

Paris 6, France) poskytl tuto linii nasi laboratofi.

Bunécna linie K562/HHT

Bunécna linie K662/HHT ma fenotyp mnohoc&etné lékové rezistence, diky zvySené
expresi P-gp. Tato linie byla ziskdna ze senzitivnich bunék K562 dlouhodobou selekci
na postupné se zvySujici koncentraci homoharringtoninu. Profesor J. P. Marie

(University of Paris 6, France) poskytl tuto linii nasi laboratofi.

VSechny vySe zminéné bunécné linie byly kultivovany ve standardnim rdstovém
RPMI-1640 médiu, které je obohacené o antibiotika (penicilin, streptomycin) a 10%
FBS (fetalni bovinni sérum). Kultivace probiha v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe 5%

CO, a veskera manipulace je provadéna za sterilnich podminek.

4.1.2 Chemikalie

Cyklosporin A: (Axxora, USA)

Daunorubicin: (Sigma-Aldrich, USA)

Imatinib: Dar (Novartis Pharmaceuticals corporation, Svycarsko)
Valspodar: Dar (Novartis Pharmaceuticals corporation, Svycarsko)
Zosuquidar: Dar (NKI-AVL, Holandsko)
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4.1.3 Roztoky

1x PBS: 130 mM NacCl
10 mM NaH,PO, . 7H,0
2,7 mM KClI
1,8 mM KH,PO,
pH 7,4

4.1.4 Stanoveni poctu Zivych a mrtvych bunék

Zastoupeni zivych a mrtvych bunék je monitorovano pomoci pfistroje
Vi-CELL™XR, coz je analyzator, ktery hodnoti viabilitu bunék na zakladé propustnosti
cytoplasmatické membrany a jako indikator vyuziva trypanovou modf. Trypanova modf
je barvivo, které ma v roztoku naboj, proto neni schopno projit skrz intaktni membranu
zivych bunék a ty zGstavaji bezbarvé. Mrtvé buriky maji porusenou integritu membrany,
coz vede K jejich rychlému obarveni na modro. Vysledkem této analyzy je pocCet bunék

na mililitr a jejich viabilita v procentech.
4.1.5 Stanoveni bunécné proliferace a viability

Ke stanoveni bunécéné proliferace a viability in vitro je vyuzivan standardni MTT
test. (Mosman, 1983) Zivé buriky jsou schopné pomoci produkttd dehydrogenas
redukovat Zlutou rozpustnou tetrazoliovou sul MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromid) na nerozpustny formazan, jehoz vzniklé mnozstvi je pfimo
umérné poctu Zivych bunék. Obsah formazanu se stanovuje spektrofotometricky.

K bunécéné suspenzi (1,5 ml) pfidame 150 yl MTT (5 mg/ml MTT, Duchefa,
Holandsko). Po inkubaci (1 h, 37 °C) je bunéfna suspenze zcentrifugovana
(3000 ot./min, 5 min, laboratorni teplota) a ze vzniklého sedimentu bunék je pomoci
okyseleného ethanolu (96% (viv) EtOH, 0,04 M HCI) extrahovan formazan.
Po centrifugaci (18000 ot./min, 5 min, laboratorni teplota) se ve vzniklém supernatantu

stanovuje spektrofotometricky pfi 570 nm mnozstvi vzniklého formazanu.
4.1.6 Analyza bunécného cyklu

Tato metoda nam u bunék umoznuje stanovit relativni zastoupeni jednotlivych fazi
bunééného cyklu na zakladé mnozstvi DNA. Kanalyze byla pouzita pratokova
cytometrie, ktera je schopna pomoci fluorescenéniho barviva (nejCastéji propidium
jodid), stanovit obsah jaderné DNA. Po navazani barviva na DNA dochazi ke zvySeni

fluorescence, ktera je ve vysledku pfimo umérna mnozstvi DNA. Rovnéz Ize touto
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metodou odhadnout pocet apoptotickych bunék, které jsou charakteristické vyrazné
snizenym obsahem jaderné DNA (tzv. hypoploidni DNA).

Buné&nou suspenzi fixujeme roztokem 70% EtOH/30% 1x PBS (v/v). Fixované
bufky (1 h, -20 °C) jsou zcentrifugovany (2400 ot./min, 5 min, laboratorni teplota) a
vznikly sediment je rozsuspendovan v 0,5 ml Vindalova roztoku (1x PBS obsahuijici
200 pg/ml Rnasy A, 20 pg/ml propidium jodidu, 0,1% (v/v) tritonX-100) a inkubovan
30 min pfi laboratorni teploté. Nasledné je vzorek zméfen na pratokovém cytometru,
jehoz vysledkem je histogram ukazujici relativni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich

bunééného cyklu.

4.1.7 Analyza exprese P-gp

Bunky byly sedimentovany a lyzovany v pufru [50 mM Tris/HCI pufr pH 8,1,
150 mM NaCl, 50 mM NaF, 5 mM EDTA, 5 mM pyrofosfat sodny, 1% (w/v) Nonidet
P40, dopInéno smési inhibitord proteas (Roche Applied Science, Némecko) a fosfatas
(Sigma-Aldrich, USA)] po dobu 30 min na ledé. Bunééné extrakty byly zcentrifugovany
(18000 ot./min, 10 min, 4 °C) a nasledné smichany s 4x Laemmli pufrem (0,31 M
Tris/HCI, 50% glycerol, 4% SDS, 5% 2-merkaptoethanol, 0,05% bromfenolova modr).
Vzorky byly zahfaty na 96 °C (5 min) a metodou Bradfordové byl spektrofotometricky
stanoven obsah proteind.

Vzorky obsahujici stejné mnozstvi proteind (30 pug) byly separovany
elektroforézou, ktera byla provadéna v 10% SDS-polyakrylamidovém separaénim gelu
a 5% zaostfovacim gelu. Poté byly proteiny transportovany na nitrocelulosovou
membranu. Membrany byly blokovany v 5% mléku v 1x PBS s 0,1% Tween. Proteiny
byly detekovany pomoci mysi monoklonalni protilatky rozliSujici P-gp (fedéni 1:1500)
(Sigma-Aldrich, USA) a nasledné pomoci sekundarni protilatky znacené kfenovou
peroxidasou (fedéni 1:10000) (Dako, Dansko). Vizualizace byla provedena pomoci
chemiluminiscenéniho kitu ECL (Amersham, Velka Britanie). Jako referenéni gen byl
pouzit B-aktin, ktery byl detekovan pomoci krali¢i monoklonalni protilatky (fedéni
1:1000) (Cell Signaling Technology, USA) a nasledné pomoci sekundarni protilatky

znacené kfenovou peroxidasou (fedéni 1:1000) (Dako, Dansko).

4.1.8 Méreni kaspasové aktivity v bunéénych extraktech

Kaspasa-3 je enzym, ktery se uCastni procesu apoptosy, a jeho aktivitu Ize
detekovat pomoci fluorescenéné znaceného substratu Ac-DEVD-AMC.

Bunky byly promyty v 1x PBS a lyzovany lyzacnim roztokem [50 mM HEPES,
pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,2% Chaps a koktejl inhibitor(i proteas,
(Roche Applied Science, Némecko)] po dobu 20 min pfi 4 °C. Lyzaty byly
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zcentrifugovany (15 min, 30000 g). Samotny test byl proveden v 96-ti jamkovych
destickach. Cast lyzatu obsahujici 25-50 g proteinu se promicha s 200 ul pufru
(25 mM PIPES/KOH, 2 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 5 mM DTT, pH 7,3). Reakce je
zahdjena pfidanim 50 pl substratu Ac-DEVD-AMC (50 uM). Vzorky byly inkubovany
(30 min, 30 °C) a nasledné byla stanovena fluorescence pfi 360/465 (excitacni/emisni)
nm. Vpfitomnosti 1 pM inhibitoru kaspasy-3 (Ac-DEVD-CHO) dochazelo
k nespecifickym Stépenim substratu, a proto byla tato hodnota odectena od kazdé

naméfené aktivity.
4.1.9 Jaderna morfologie

Jadra intaktnich a apoptotickych bunék se li§i. U apoptotickych bunék dochazi
ke kondenzaci chromatinu a k tvorbé apoptotickych télisek, kdezto u bunék zivych je
chromatin homogenni. Jadra bunék je mozné obarvit pomoci fluorescenéni latky
propidium jodid, ktera se vaze na nukleové kyseliny.

Fixované buriky obarvime pomoci barviciho roztoku, ktery obsahuje 1 pg/ml
propidium jodidu, 20 % (v/v) glycerinu, 80 % (v/v) 1x PBS. Jadra takto obarvenych
bunék mohou byt po naneseni na podlozni sklicko (15 pl) pozorovana pomoci

fluorescenéniho mikroskopu.
4.1.10 Stanoveni intracelularni koncentrace léCiva ve tkariovych kulturach

a) Stanoveni intracelularni koncentrace daunorubicinu.

Buné&na suspenze o hustoté 0,4x10° bun&k/ml (10 ml), ktera byla 4 h inkubovana
v ristovém médiu s Drb, se nanese na 1,5 ml vychlazeného silikonového oleje
(hustota: 1,035 g/ml, Sigma-Aldrich, USA). Tento vzorek se zcentrifuguje (5000 ot./min,
10 min, 22 °C). Bunky na rozdil od média projdou pfi centrifugaci silikonovym olejem,
CcozZz nam umozni extrahovat IéCivo pouze z bunék a nikoliv z média. Po odstranéni
supernatantu je Drb ze sedimentu bunék extrahovan rdznymi objemy (200-1200 ul)
extrakénich roztokd: a) 1% (w/v) kyselina mravenéi + 50% (v/v) methanol ve vodé,
b) 1% (w/v) kyselina mravenci + 50% (v/v) ethanol ve vodé, c) 0,1 M hydroxid sodny,
ktery byl neutralizovan stejnym objemem 3% (w/v) kyseliny mravenéi v methanolu,
d) 10% dodecylsulfat sodny (pfi pokojové teploté). Zlyzované buriky jsou odstranény
centrifugaci (18000 ot./min, 10 min, 4 °C) a disty bunéény exirakt je nasledné
analyzovan pomoci HPLC/MS/MS na koloné s Cyg reverzni fazi. Detailni popis analyzy

je uveden v publikaci (Krumpochova et al., v tisku).
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b) Stanoveni intracelularni koncentrace imatinibu.

Buné&éna suspenze o hustoté 0,4x10° bunék/ml (10 ml), ktera byla 4 h inkubovana
s imatinibem, se nanese na vrstvu silikonového oleje (hustota: 1,035 g/ml). Tento
vzorek se zcentrifuguje (5000 ot./min, 10 min, 24 °C). Po odstranéni supernatantu je
imatinib ze sedimentu bunék extrahovan pomoci 400 ul vychlazené 4% (w/v) kyseliny
mravenci. Zlyzované buriky jsou odstranény centrifugaci (18000 ot./min, 10 min, 4 °C)
a Cisty bunécény extrakt je analyzovan pomoci HPLC/MS/MS. Detailni popis anylyzy je

uveden v publikaci (Mlejnek et al., 2011).

4.2 Vysledky

4.2.1 Stanoveni intracelularniho obsahu Drb pomoci HPLC/MS/MS

Kombinace vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a tandemové
hmotnostni spektrometrie pfedstavuje vykonnou analytickou metodu, ktera je vysoce
specificka a citliva. HPLC/MS/MS se stala standardni metodou pro monitorovani
protinadorovych IéCiv v télnich tekutinach. Proto jsme se rozhodli aplikovat tuto metodu
pro stanoveni intracelularnich hladin Drb v senzitivnich a rezistentnich leukemickych
burikach.

Hladina Drb byla stanovovana v extraktech K562 bunék, které byly inkubovany
(4 h, 37 °C) vpfitomnosti této latky ,Obr.16a“. Extrakty, které byly inkubovany
v nepfitomnosti Drb byly povaZovany za kontrolni ,Obr.16b“. Naslednou analyzou bylo
zjisténo ze retencni ¢as Drb je 6,9+0,06 min. V pfipadé analyzy bunééného extraktu
bez Drb nebyly v blizkosti retenéniho €asu Drb pozorovany zadné vyznamné

interference endogennich latek.
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Obr.16 HPLC/MS/MS chromatogramy bunéénych extraktdl v MRM (multiple reaction monitoring)
moédu. a) Extrakt ziskany z K562 bunék inkubovanych (4h) ve standardnim rdstovém médiu s
pfidavkem 0,1 yM Drb. b) Extrakt ziskany z bunék K562 inkubovanych (4h) ve standardnim
rustovém médiu bez pfidavku Drb.

4.2.2 Validace metody

Validace metody je podrobné uvedena v nasi publikaci (Krumpochova et al.,

v tisku).
4.2.3 Viliv slozeni extrakéniho roztoku na ucinnost extrakce Drb

Uginnost jednotlivych extrakénich roztokd byla studovana na K562 burikach.
Buriky byly inkubovany v ristovém médiu v pfitomnosti 1 yM Drb (4 h, 37 °C).
Po inkubaci byly buriky oddéleny od média pomoci silikonového oleje a nasledné byl
sediment bunék extrahovan rdznymi objemy extrak&nich Cinidel: a) 1% (w/v) FA + 50%
(v/v) MeOH/voda, b) 1% (w/v) FA +50% (v/v) EtOH/voda, c) 0,1 M NaOH, které bylo
neutralizovano stejnym objemem 3% (w/v) FA v MeOH, d) 10% SDS (pfi pokojové
teploté). Z ,Obr.17“ je patrné, ze k uCinné extrakci dochazi az pfi pouziti relativné

velkého objemu extrakéniho roztoku. Pfi malych objemech zlstava Drb vazan na DNA,
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coz potvrdila i analyza jader extrahovanych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu
(neni ukazano). Nejuc€innéjSimi extrakCnimi roztoky jsou 10% SDS a 1% (w/v) FA
v 50% (v/iv) EtOH/voda, méné ucinny je 1% (w/v) FA v50% (viv) MeOH/voda a

nejméné ucinny je 0,1 M NaOH.

400 H

350 A

300 +

250 A

200 -

150 -

Intracelularni obsah Drb (pM/10°)

100 H

200 400 600 800 1000 1200
Extrak&éni objem (ul)

Obr.17 Vliv sloZeni a objemu extrakéniho roztoku na uc¢innost extrakce Drb. Drb byl extrahovan
raznymi objemy (200, 400, 800 a 1200 ul) a rdznymi roztoky: a) 1% (w/v) FA +50% (v/v)
MeOH/voda (trojuhelniky); b) 1% (w/v) FA + 50% (v/v) EtOH/voda (krouzky); c) 0,1 M NaOH +
neutralizovan stejnym objemem 3% (w/v) FA v MeOH (kosoctverce); d) 10% SDS, pfi pokojové
teploté (Ctverce). Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.

Nicméné, extrakéni roztok muze ovlivnit intenzitu vystupniho signéalu, a tedy i
hodnoty meze stanovitelnosti. Proto jsme ovéfili, do jaké miry ovliviiuji vySe zminéné
roztoky citlivost metody. Zjistili jsme, Ze nejniZz8i hodnoty meze stanovitelnosti byly
naméfeny u 1% (w/v) FA v50% (viv) MeOH (EtOH)/ivoda. Vys$Si hodnoty byly
zaznamenany u 0,1 M NaOH (neutralizovano FA na pH 3,5) a nejvyssi u 10% SDS
»1ab.5% Na zakladé naSich analyz jsme jako nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo zvolili 1%
(wiv) FA v 50% (v/v) EtOH/voda o objemu 800 pl.

-45 -



Tab.5 Vliv slozeni extrakéniho roztoku na hodnoty meze stanovitelnosti pfi
HPLC/MS/MS analyze Drb.

Extrakéni roztok Mez stanovitelnosti
1% FA v 50% MeOH/voda 0,5nM

1% FA v 50% EtOH/voda 0,4 nM

10% SDS 21,5nM

0,1 M NaOH (neutralizovano FA na pH 3,5) 0,6 nM

4.2.4 Casovy pribéh intracelularni hladiny Drb

Stanoveni intracelularniho obsahu Drb je potfeba provadét v ¢ase, kdy dosahne
tzv. stacionarni hladiny. Jinymi slovy v €ase, kdy transport Drb dovnitf a ven z bunék a
jeho eventualni metabolismus jsou v rovnovaze. Rezistentni i citlivé bunky byly
inkubovany s Drb vdanych casovych intervalech a nasledné byla stanovena
intracelularni hladina této latky. Zjistili jsme, Ze hladina Drb se po 1-1,5 h dostava do

ustaleného stavu a ani po 8 h nedochéazi k vyraznym zménam ,,Obr.18“.
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Obr.18 Casova kfivka intracelularni hladiny Drb v zavislosti na dobé& inkubace. Buriky K562
(krouzky). Buriky K562/DOX (Ctverce). Burnky K562/HHT300 (trojuhelniky). Buriky byly
inkubovany pfi 37 °C ve standardnim riistovém médiu s pfidavkem 0,3 uM Drb. Po inkubaci byl
Drb extrahovan 800 pl extrakéniho roztoku 1% (w/v) FA +50% (v/v) EtOH/voda. Zobrazena
data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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4.25 Kvantifikace intracelularniho obsahu Drb v senzitivnich a rezistentnich

burikach

Metodu HPLC/MS/MS jsme vyuzili pro stanoveni intracelularniho obsahu Drb
v citlivych (K562) a v rezistentnich (K562/DOX, K562/HHT300) nadorovych buhkach.
Zjistili jsme, Ze mezi extracelularni a intracelularni hladinou Drb je linearni vztah a
koncentrace pozorované v rezistentnich bunkach byly vyrazné niz8i neZ v burikach
citlivych ,Obr.19%

Tyto vysledky ukazuji, Ze naSe metoda je vhodna pro stanoveni intracelularnich

hladin Drb v rezistentnich i senzitivnich leukemickych burikach.
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Obr.19 Obsah Drb vcitlivych a rezistentnich burnkach. Bunky byly inkubovany (4 h)
v pfitomnosti Drb (100, 300, 1000 nM). Po inkubaci byl Drb extrahovan 800 pul extrakéniho
roztoku 1% (w/v) FA + 50% (v/v) EtOH/voda. Buriky K562 (kouzky). Bufiky K562/DOX (Etverce).
Bunky K562/HHT300 (trojuhelniky). Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena
se smérodatnou odchylkou.

-47 -



4.2.6 Exprese P-gp u citlivé (K562) a rezistentni linie (K562/DOX)

Nejdfive jsme pomoci Western blottu ovéfili expresi P-gp u bunék K562/DOX.
Obrazek ,0Obr.20“ jasné ukazuje, ze bunky K562/DOX exprimuji P-gp. Exprese P-gp
u linie K562 byla pod mezi detekce ,Obr.20“. Analyza efluxu rhodaminu 123
(Ludescher et al., 1992) pratokovou cytometrii potvrdila schopnost P-gp transportovat

substrat pfes cytoplazmatickou membranu (neni ukazano).
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Obr.20 Analyza exprese P-gp Western blottem u linie K562 a K562/DOX. V lyzatech z K562 a
K562/DOX bunék byla stanovena exprese P-gp pomoci mysSi monoklonalni protilatky. Jako
referencni protein byl pouzit B-aktin. Obrazek pfedstavuje typicky vysledek.

4.2.7 Vlastnosti citlivé (K562) a rezistentni linie (K662/DOX) pod vlivem Drb

Pro zjisténi rozdill v citlivosti K562/DOX a K562 bunék k testovanym léCivim byl
pouzit standardni MTT test. Cytotoxické ucinky Drb byly hodnoceny az po 72 h
inkubaci, kdy dochazi k indukci bunééné smrti. V kratSich inkubacnich intervalech (24
nebo 48 h) Drb inhibuje pouze bunécnou proliferaci (neni ukazano). Podle oCekavani,
nase vysledky ukazaly vyrazné vySSi rezistenci K562/DOX bunék k Drb ve srovnani
s K562 bunkami ,Obr.21; Tab.6".

-48 -



a)

120

100

80

60 -

0 T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

ABS 570 nm (%)

Extracelularni koncentrace Drb (uM)

b)
120

100 @]

ABS 570 nm (%)
»r o o
S & O
'_

I—%

ﬁ

N
o

0 2 4 6 8 10 12

o

Extracelularni koncentrace Drb (M)

Obr.21 Vliv Drb na viabilitu a proliferaci bunék. a) Buriky K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécné
linie byly inkubovany ve standardnim rdstovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti Drb a
nasledné byla stanovena viabilita a proliferace pomoci MTT testu. Bunky rostouci
ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku Drb byly povazovany za kontrolni. Zobrazena
data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.

Tab.6 Cytotoxické ucinky Drb vyjadiené jako hodnoty IC5, vypocétené z MTT testu.

Bunky Daunorubicin ICsy (nM)
K562 21,5
K562/DOX 1853,5
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Detailni analyza ukazala, ze Drb indukuje bunécnou smrt morfologickymi
,0br.22-23“ a biochemickymi ,Obr.25% znaky apoptosy u obou bunécnych linii.
Z vysledku je dale zfejmé, Ze k indukci apoptosy dochazi u rezistentni linie po pfidavku

50-100 nasobné koncentrace Drb ve srovnani s bunkami K562 ,Obr. 24°.

™ ~
'

Obr.22 Morfologie jader linie K562 barvenych propidium jodidem. Vilevo neovlivnéné buriky
K562. Vpravo bunééna linie K562 po 72 h inkubaci s Drb. Sipky ukazuji na apoptotické buriky.
Fotografie ukazuji typicky vysledek.

'
~
'

Obr.23 Morfologie jader linie K562/DOX barvenych propidium jodidem. Vlevo neovlivnéné
bunky K562/DOX. Vpravo bunééna linie K562/DOX po 72 h inkubaci s Drb. Sipky ukazuji na
apoptotické buriky. Fotografie ukazuji typicky vysledek.
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Obr.24 Vliv Drb na indukci apoptosy. a) Buriky K562. b) Buriky K562/DOX. Buné&&né linie byly
inkubovany ve standardnim rdstovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti Drb a nasledné bylo
stanoveno mnozstvi apoptotickych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Buriky rostouci
ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku Drb byly povazovany za kontrolni. Zobrazena
data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.25 Vliv Drb na aktivaci kaspasy-3. a) Buriky K562. b) Buniky K562/DOX. Bunécné linie byly
inkubovany ve standardnim rastovém meédiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti Drb a nasledné byla
méfena aktivita kaspasy-3 pomoci fluorescenéniho substratu Ac-DEVD-AMC. Buriky rostouci
ve standardnim rdstovém médiu bez pfidavku Drb byly povazovany za kontrolni. Zobrazena
data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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4.2.7.1 Vliv inhibitort P-gp na citlivost rezistentni linie (K562/DOX)

Rezistenci bunék K562/DOX jsme se pokusili zvratit inhibitory P-gp. V nasi
studii jsme pouzili inhibitory prvni (CsA), druhé (PSC 833) a tfeti (ZSQ) generace.
Buniky byly inkubovany 72 h ve standardnim rdstovém médiu v pfitomnosti Drb
v kombinaci s inhibitory P-gp. Po inkubaci byla bunééna suspenze podrobena MTT
testu. Nade vysledky ukazaly, Ze vSechny pouzité inhibitory jsou schopny od urcité
koncentrace obnovit citlivost rezistentni linie K562/DOX. CsA v koncentraci 3 uM a
vy88i ,Obr.26% PSC 8333 v koncentracich nad 1 yM ,0Obr.27“ a ZSQ v koncentracich
nad 0,1 uM ,0Obr.28*. Uginky inhibitort na modulaci cytotoxického uginku Drb u bunék
K562/DOX a K562 jsou shrnuty v ,Tab.7“. Nase vysledky potvrdily, ze inhibitor tfeti
generace ZSQ je nejucinnégjsi ,Obr.26-28, Tab.7*.

Reverze rezistence K562/DOX bunék indukovana CsA, PSC833 nebo ZSQ k Drb
byla doprovazena vyraznym narlstem poctu apoptotickych bunék, jak plyne z analyzy
morfologie jader ,0Obr.29b-31b“. Podobny efekt nebyl pozorovan u bunék K562
,0br.29a-31a"“ Vyrazné zvySeni poc€tu apoptotickych bunék u senzitivni linie bylo
pozorovano v pfipadé CsA (3 a 5 uM) a PSC 833 (3 uM). Rovnéz pratokova cytometrie
potvrdila vyrazny narlst po¢tu apoptotickych bunék po pusobeni Drb v kombinaci se

v8emi inhibitory u rezistentni linie ,Obr.32-34".
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Obr.26 Vliv CsA na viabilitu a proliferaci bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Bufky K562.
b) Burky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim rlstovém médiu
(72 h, 37 °C) v pfitomnosti CsA a Drb a nasledné byla stanovena viabilita a proliferace pomoci
MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku CsA a
Drb. Zobrazena data jsou ziskéna ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.27 Vliv PSC 833 na viabilitu a proliferaci bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Buriky
K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim rdstovém médiu
(72 h, 37 °C) v pfitomnosti PSC 833 a Drb a nasledné byla stanovena viabilita a proliferace
pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku
PSC 833 a Drb. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.
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Obr.28 Vliv ZSQ na viabilitu a proliferaci bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Buriky
K562. b) Bunky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém meédiu
(72 h, 37 °C) v pfitomnosti ZSQ a Drb a nasledné byla stanovena viabilita pomoci MTT testu.
Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim rlstovém médiu bez pfidavku ZSQ a Drb.
Zobrazend data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Tab.7 Vlivy inhibitord P-gp na cytotoxicitu Drb vyjadfené jako hodnoty ICs, vypoctené

z MTT testu.

K562/DOX K562

ICso (nM) ICxg (nM)
Drb 1853,5 21,5
Drb+1 uM CsA 305,2 22,9
Drb+3 uM CsA 19,3 20,8
Drb+5 uM CsA 15,6 18,3
Drb+0,3 uM PSC833 214 21,8
Drb+1 uM PSC833 31,4 22,1
Drb+3 uM PSC833 19,5 19,2
Drb+0,1 uM ZSQ 25,2 21,1
Drb+0,3 uM ZSQ 21,6 215
Drb+1 uM ZSQ 20,9 20,4
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Obr.29 Vliv CsA na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Bufiky K562.
b) Buriky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim rlstovém médiu (72 h,
37 °C) v pfitomnosti CsA a Drb a nasledné bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych bunék
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim ristovém
médiu bez pfidavku CsA a Drb. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se
smérodatnou odchylkou.
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Obr.30 Vliv PSC 833 na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Buriky
K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécéné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu
(72 h, 37 °C) v pfitomnosti PSC 833 a Drb a nasledné bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych
bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni bufky rostouci ve standardnim
ristovém médiu bez pfidavku PSC 833 a Drb. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou
uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.31 Vliv ZSQ na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti Drb. a) Buriky K562.
b) Bunky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu (72 h,
37 °C) v pfitomnosti ZSQ a Drb a nasledné bylo stanoveno mnoZstvi apoptotickych bunék
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim rdstovém
médiu bez pfidavku ZSQ a Drb. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se
smérodatnou odchylkou.
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Obr.32 Vliv CsA na indukci apoptosy bunék K562/DOX inkubovanych v pfitomnosti Drb.
Bunécna linie byla inkubovana ve standardnim ristovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti CsA
v kombinaci s Drb, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose X je
intenzita mérfené fluorescence, ktera odpovida mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych bunék (hypoploidnich). Histogramy pFedstavuji typicky vysledek.
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Obr.33 Vliv PSC 833 na indukci apoptosy u bunék K562/DOX inkubovanych v pfitomnosti Drb.
Bunécna linie byla inkubovana ve standardnim ridstovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti
PSC 833 v kombinaci s Drb, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose x
je intenzita méfené fluorescence, ktera odpovidd mnozZstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych bunék (hypoploidnich). Histogramy pFedstavuji typicky vysledek.
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Obr.34 Vliv ZSQ na indukci apoptosy u bunék K562/DOX inkubovanych v pfitomnosti Drb.
Bunéc¢na linie byla inkubovana ve standardnim rlstovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti ZSQ
v kombinaci s Drb, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose X je
intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych bunék (hypoploidnich). Histogramy pfedstavuiji typicky vysledek.

Dale jsme testovali cytotoxicky efekt samotnych inhibitorll u obou bunéénych linii
po dobu 72 h pomoci MTT testu. Zjistili jsme, ze obé& buné&né linie jsou pfiblizné stejné
citlivé k pouzitym inhibitordm ,0Obr.35%. ZSQ vykazoval nejmenS$i cytotoxicky efekt
v pouzitych koncentracich ,,Obr.35c¢". Dale bylo zjist€no, ze vyS$si koncentrace inhibitoru
CsA a PSC 833 maji na obé linie mirny proapoptoticky efekt, kdezto ZSQ nikoliv
,0br.36“. Stejné vysledky byly pozorovany pfi analyze bunééného cyklu na pratokovém
cytometru ,,Obr.37¢.

-62 -



m K562 ®mK562/DOX

140
120

H
o
o

80 -
60 -
40 -
20

ABS 570 nm (%)

Ko 1 3 5

Extracelularni koncentrace CsA (uM)

b)
140
120

m K562 mK562/DOX

I
o
o

80 -
60 -
40 -
20 -

ABS 570 nm (%)

Ko 0,3 1 3
Extracelularni koncentrace PSC 833 (uM)

m K562 ®K562/DOX

140
120

=
o
o

80
60
40
20

ABS 570 nm (%)

Ko 0.1 0.3 1

Extracelularni koncentrace ZSQ (UM)

Obr.35 Vliv inhibitord P-gp (CsA, PSC833, ZSQ) na viabilitu a proliferaci bunééné linie K562 a
K562/DOX. a) Inhibitor CsA. b) Inhibitor PSC 833 c) Inhibitor ZSQ. Bunééné linie byly
inkubovany ve standardnim ristovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitor(l a nasledné
byla stanovena viabilita a proliferace pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci
ve standardnim rdstovém médiu bez pfidavku inhibitoru. Zobrazena data jsou ziskana ze ffi
méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.36 Vliv inhibitord P-gp (CsA, PSC833, ZSQ) na indukci apoptosy u bunééné linie K562 a
K562/DOX. a) Inhibitor CsA. b) Inhibitor PSC 833 c) Inhibitor ZSQ. Bunécné linie byly
inkubovany ve standardnim rdstovém médiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitor(i a nasledné
bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Ko- kontrolni bunky rostouci ve standardnim rdstovém médiu bez pfidavku inhibitoru.
Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.37 Vliv inhibitor(i P-gp na indukci apoptosy u bunék K562/DOX. Burky byly inkubovany ve
standardnim rlstovém meédiu (72 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitor(l, nasledné fixovany EtOH a
obarveny propidium jodidem. Na ose x je intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida
mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena Cetnost apoptotickych bunék (hypoploidnich).
Ko- kontrolni burky rostouci ve standardnim rastovém médiu bez pfidavku inhibitorg.
Histogramy predstavuiji typicky vysledek.

4.2.7.2. Vliv inhibitord P-gp na intracelularni obsah Drb u bunék K562/DOX

Zatim neuvedeno
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4.2.8 Porovnani viastnosti citlivé (K562) a rezistentni linie (K562/DOX) pod

vlivem imatinibu

Pro zjisténi rozdilh v citlivosti K562/DOX a K562 bunék k imatinibu byl pouzit
standardni MTT test. Cytotoxické ucinky této latky byly hodnoceny po 48 h, kdy
dochazi nejen kinhibici bunééné proliferace, ale i k indukci bunécéné smrti. Podle
oCekavani, naSe vysledky ukazaly vyrazné vys8i rezistenci bunék K562/DOX
k imatinibu ve srovnani s bufikami K562 ,,Obr.40, Tab.9*

a)

120

100

d
T/

ABS 570 nm (%)
(o)) (@]
o o

—e- <

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Extracelularni koncentrace imatinibu (uM)

o

b)

120

100 T

ABS 570 nm (%)
r O ®
o o o

'_
/ _|
&

N
o

o

0 0,5 1 15 2 2,5

Extracelularni koncentrace imatinibu (uM)

Obr.40 Vliv imatinibu na viabilitu a proliferaci bunék. a) Buiiky K562. b) Bunky K562/DOX.
Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti
imatinibu a nasledné byla stanovena viabilita a proliferace pomoci MTT testu. Buriky rostouci
ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku imatinibu byly povazovany za kontrolni.
Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Tab.9 Cytotoxické ucinky imatinibu vyjadfené jako hodnoty ICs, vypoétené z MTT testu.

Buiiky Imatinib 1Cso (NM)
K562 145,2
K562/DOX 1597,0

Imatinib rovnéz indukuje apoptosu s typickou morfologickou zménou chromatinu
,0br.41-42“ a vyraznou aktivaci kaspasy-3 ,0br.44“ u obou buné&nych linii. PocCet

apoptotickych bunék je signifikantné nizsi u rezistentni linie ,Obr.43*

'

Obr.41 Morfologie jader linie K562 barvenych propidium jodidem. Vievo neovlivnéné burky
K562. Vpravo bunééna linie K562 po 48 h inkubaci s imatinibem. Sipky ukazuji na apoptotické
bunky. Fotografie ukazuji typicky vysledek.

Obr.42 Morfologie jader linie K562/DOX barvenych propidium jodidem. Vlevo neovlivnéné
buriky K562/DOX. Vpravo bunééna linie K562/DOX po 48 h inkubaci s imatinibem. Sipky
ukazuji na apoptotické bunky. Fotografie ukazuiji typicky vysledek.
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Obr.43 Vliv imatinibu na indukci apoptosy. a) Bunky K562. b) Buriky K562/DOX. Bunééné linie
byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti imatinibu a
nasledné bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Bunky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku imatinibu byly povazovany
za kontrolni. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.
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Obr.44 Vliv imatinibu na aktivaci kaspasy-3. a) Buriky K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécné
linie byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti imatinibu a
nasledné byla méfena aktivita kaspasy-3 pomoci fluorescenéniho substratu Ac-DEVD-AMC.
Bunky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku imatinibu byly povazovany
za kontrolni. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.
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4.2.8.1 Vliv inhibitord P-gp na citlivost bunék K562/DOX v pfitomnosti imatinibu.

| v téchto experimentech jsme se pokusili potladit rezistenci bunék K562/DOX
k imatinibu pomoci CsA, PSC 833 a ZSQ. Burky byly inkubovany ve standardnim
ristovém médiu v pfitomnosti imatinibu v kombinaci s pfisluSnym inhibitorem P-gp.
Po 48 hodinové inkubaci byla bunééna suspenze podrobena MTT testu. Zjistili jsme
podobné jako v pfipadé Drb, Ze CsA v koncentraci 3 yM a vy33i ,Obr.45% PSC 8333
v koncentracich nad 1 yM ,Obr.46“ a ZSQ v koncentracich nad 0,1 uyM ,Obr.47¢
obnovuji citlivost rezistentni linie K562/DOX k imatinibu. Nejuc€innéjsi inhibitorem byl
opét ZSQ. Vliv inhibitord P-gp na cytotoxicitu imatinibu u bunék K562/DOX a K562 je
shrnutv ,Tab.10“.

Obnoveni citlivosti K562/DOX bunék pomoci CsA, PSC833 nebo ZSQ k imatinibu
bylo doprovazeno vyraznym nardstem poctu apoptotickych bunék jak plyne z analyzy
morfologie jader ,Obr.48b-50b“ nebo z vysledkl prutokové cytometrie ,Obr.51-53"
Podobny efekt nebyl pozorovan u bunék K562 ,0Obr.48a-50a“. Pouze nejvysSi
koncentrace CsA (3 a 5 pM) a PSC833 (3 uM) zvySovaly pocty apoptotickych bunék

u senzitivni linie ,Obr.48a-50a".
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Obr.45 Vliv CsA na viabilitu a proliferaci bunék kultivovanych v pfitomnosti imatinibu. a) Buriky
K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécéné linie byly inkubovany ve standardnim rGstovém médiu
(48 h, 37 °C) v pfitomnosti CsA a imatinibu a nasledné byla stanovena viabilita a proliferace
pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku
CsA a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.
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Obr.46 Vliv PSC 833 na viabilitu a proliferaci buné&k kultivovanych v pfitomnosti imatinibu.
a) Buriky K562. b) Buriky K562/DOX. Bunécéné linie byly inkubovany ve standardnim riistovém
médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti PSC 833 a imatinibu a nasledné byla stanovena viabilita a
proliferace pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim riistovém médiu bez
pridavku PSC 833 a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se
smérodatnou odchylkou.
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Obr.47 Vliv ZSQ na viabilitu a proliferaci bunék kultivovanych v pfitomnosti imatinibu. a) Buriky
K562. b) Bunky K562/DOX. Bunééné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém meédiu
(48 h, 37 °C) v pfitomnosti ZSQ a imatinibu a nasledné byla stanovena viabilita a proliferace
pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim rlistovém médiu bez pfidavku
ZSQ a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana ze tii méfeni a jsou uvedena se smérodatnou
odchylkou.
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Tab.10 Vliv inhibitord P-gp na cytotoxicitu imatinibu vyjadfené jako hodnoty ICs,

vypocCtené z MTT testu.

Plsobeni K562/DOX K562
ICso (n M) ICso (n M)
Imatinib 1597,0 145,2
Imatinib +1 uM CsA 467,3 136,5
Imatinib +3 uM CsA 108,5 125,5
Imatinib +5 pM CsA 103,1 117,2
Imatinib +0,3 yM PSC833 361,7 149,7
Imatinib +1 yM PSC833 138,5 149,6
Imatinib +3 uyM PSC833 112,3 133,8
Imatinib +0,1 uM ZSQ 1442 1443
Imatinib +0,3 yM ZSQ 129,7 143,8
Imatinib +1 uM ZSQ 1411 138
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Obr.48 Vliv CsA na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti imatinibu. a) Buriky
K562. b) Bunky K562/DOX. Bunécné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém médiu
(48 h, 37 °C) v pfitomnosti CsA a imatinibu a nasledné bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych
bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni buriky rostouci ve standardnim
rdstovém médiu bez pfidavku CsA a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a

jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.49 Vliv PSC 833 na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti imatinibu. a)
Buriky K562. b) Bunky K562/DOX. Bunécéné linie byly inkubovany ve standardnim ristovém
médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti PSC 833 a imatinibu a nasledné bylo stanoveno mnozstvi
apoptotickych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni burnky rostouci ve
standardnim rdstovém meédiu bez pfidavku PSC 833 a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana
ze tfi méFeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.50 Vliv ZSQ na indukci apoptosy u bunék kultivovanych v pfitomnosti imatinibu. a) Buriky
K562. b) Bunky K562/DOX. Bunééné linie byly inkubovany ve standardnim rdstovém médiu
(48 h, 37 °C) v pfitomnosti ZSQ a imatinibu a nasledné bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych
bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ko- kontrolni bufky rostouci ve standardnim
rdstovém médiu bez pfidavku ZSQ a imatinibu. Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a
jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.51 Vliv CsA na bunéény cyklus linie K562/DOX inkubované v pfitomnosti imatinibu.
Bunécna linie byla inkubovana ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti CsA
v kombinaci s imatinibem, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose x je
intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych (hypoploidnich) bunék. Histogramy pfedstavuiji typicky vysledek.
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Obr.52 Vliv PSC 833 na bunécény cyklus linie K562/DOX inkubované v pfitomnosti imatinibu.
Bunécna linie byla inkubovana ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti PSC
833 v kombinaci s imatinibem, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose
X je intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych (hypoploidnich) bunék. Histogramy pfedstavuiji typicky vysledek.
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Obr.53 Vliv ZSQ na bunéény cyklus linie K562/DOX inkubované v pfitomnosti imatinibu.
Bunéc¢na linie byla inkubovana ve standardnim rlstovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti ZSQ
v kombinaci s imatinibem, nasledné fixovana EtOH a obarvena propidium jodidem. Na ose x je
intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida mnoZstvi DNA. Na histogramu je zobrazena
Cetnost apoptotickych (hypoploidnich) bunék. Histogramy pfedstavuiji typicky vysledek.

Cytotoxicky efekt samotnych inhibitorli u obou bunéénych linii po 48 hodinové
inkubaci byl stanoven pomoci MTT testu. Zjistili jsme, Ze ob& buné&céné linie jsou
priblizné stejné citlivé k pouzitym inhibitordm, a ze CsA i PSC 833 jsou mirné
cytotoxické ,0Obr.54“ Dale bylo zjiS§téno, Zze nejvy$Si koncentrace inhibitoru CsA a
PSC 833 maji na obé linie mirny proapoptoticky efekt, kdezto ZSQ nikoliv ,,Obr.55%
Stejné vysledky byly pozorovany pfi analyze bunécného cyklu na pratokovém
cytometru ,,Obr.56".
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Obr.54 Vliv inhibitort P-gp (CsA, PSC833, ZSQ) na viabilitu a proliferaci bunécné linie K562 a
K562/DOX. a) Inhibitor CsA. b) Inhibitor PSC 833 c) Inhibitor ZSQ. Bunéc¢né linie byly
inkubovany ve standardnim rdstovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitor(l a nasledné
byla stanovena viabilita a proliferace pomoci MTT testu. Ko- kontrolni buriky rostouci
ve standardnim rdstovém médiu bez pfidavku inhibitoru. Zobrazena data jsou ziskana ze ffi
meéfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.55 Vliv inhibitord P-gp (CsA, PSC833, ZSQ) na indukci apoptosy u bunééné linie K562 a
K562/DOX. a) Inhibitor CsA. b) Inhibitor PSC 833 c) Inhibitor ZSQ. Bunécné linie byly
inkubovany ve standardnim ristovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitord a nasledné
bylo stanoveno mnozstvi apoptotickych bunék pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
Ko- kontrolni bunky rostouci ve standardnim ristovém médiu bez pfidavku inhibitoru.
Zobrazena data jsou ziskana ze tfi méfeni a jsou uvedena se smérodatnou odchylkou.
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Obr.56 Vliv inhibitord P-gp na bunéény cyklus linie K562/DOX. Bunééna linie byla inkubovana
ve standardnim riistovém médiu (48 h, 37 °C) v pfitomnosti inhibitor(, nasledné fixovana EtOH
a obarvena propidium jodidem. Na ose x je intenzita méfené fluorescence, ktera odpovida
mnozstvi DNA. Na histogramu je zobrazena Cetnost apoptotickych (hypoploidnich) bunék.
Ko- kontrolni bunky rostouci ve standardnim rlstovém médiu bez pfidavku inhibitord.

Histogramy pfedstavuiji typicky vysledek.

obsah DNA

4.2.8.2Vliv inhibitord P-gp na intracelularni obsah imatinibu u bunék K562/DOX

Zatim neuvedeno
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4.3 Diskuse

Drb je sloucenina, kterou Ize podle mnoha autort stanovit pfimo v burfkach
pomoci fluorescenéni spektroskopie. Nase vysledky nicméné ukazaly, ze tento postup
neni vhodny pro porovnani intracelularniho obsahu Drb u senzitivnich a rezistentnich
nadorovych bunék. Drb interaguje s DNA, ktera podstatnym zpUsobem ovliviiuje
intenzitu jeho fluorescence. Obvykle ji zhasi (Ohnuma et al., 1975). Nade vysledky
nicméné ukazaly, Ze vliv DNA na intenzitu fluorescence Drb je velmi komplexni a ze za
ur€itych podminek muze DNA stimulovat intenzitu fluorescence Drb (Krumpochova et
al., v tisku). Zhaseni ¢&i stimulace intenzity fluorescence Drb DNA zalezi na jejich
vzajemném hmotnostnim poméru (Krumpochova et al.,, v tisku). Tyto vysledky
naznacily, Ze jednoduché stanoveni intracelularniho obsahu Drb pomoci fluorescenéni
spektroskopie nemusi byt pfesné obzvlasté u nadorovych bunék, protoze jsou
aneuploidni (Duesberg et al., 2004). Protoze naSe senzitivni (K562) a rezistentni
(K562/DOX nebo K562/HHT300) bunécné linie se liSi svym obsahem geonomové
DNA, je evidentni, Ze takové méfeni nemusi poskytnout spravné vysledky. Proto jsme
se rozhodli pro pfimé stanoveni intracelularnino obsahu volného Drb po extrakci z
bunék. Abychom zaijistili rychlé oddéleni bunék od média a souCasné zabranili
transportu Drb, pouzili jsme centrifugaci bunék pres vrstvu silikonového oleje (Harris et
al., 1968, Andreasen et al., 1974). Vzhledem k tomu, ze vétSina intracelularniho Drb je
interkalovana do DNA, museli jsem pouzit silna extrakcni Cinidla. Mezi nejucinnéjSi
patfily roztok 10% (w/v) SDS a 1% FA v 50% EtOH/voda (v/v) ,Obr.17%. Protoze, SDS
silné zhasi signal na MS/MS detektoru ,Tab.5%, pouzivali jsme 1% FA v 50%
EtOH/voda (v/v). NaSe vysledky ukazaly, ze vyvinuta metoda je vhodna pro méreni
intracelularnich hladin Drb v senzitivhich i rezistentnich leukemickych burikach
,Obr.19

Drb i imatinib jsou znamé substraty P-gp (Kartner et al., 1983, Nooter et al., 1990,
Mahon et al., 2003), a proto zjisténi, ze linie K562/DOX, ktera exprimuje P-gp, je
rezistentni k obé&ma IéCivim nebylo pfekvapujici. Nicméné, rezistence K562/DOX
bunék k Drb a imatinibu byla rozdilna. Zatimco senzitivita K562/DOX bunék k Drb byla
pfiblizné 90krat mensi nez u bunék K562 ,Tab.6" citlivost stejnych bunék k imatinibu
byla pouze 11krat nizsi ,Tab.9% Snizena citlivost K562/DOX bunék k Drb i k imatinibu
byla provazena snizenou akumulaci obou légiv ,Obr.40b, 21b* a ,Tab.8, 11%. Rozdily v
intracelularnich hladinach obou lé€iv u senzitivni a rezistentni linie vSak neodpovidaly
rozdildm v citlivosti ,Tab.6, 8, 9 a 11“ Intracelularni hladina Drb a imatinibu byla u
K562/DOX bunék pfiblizné 11krat a 7krat nizSi nez u K562 bunék ,Tab.8 a 11 citlivost

stejnych bunék k imatinibu byla pouze 11krat nizsi ,Tab.9%. Tento zjevny nepomér v
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rozdilech citlivosti a intracelularni hladinach obou léCiv je zplsoben nékolika faktory.
Jednim z nich je fakt, Ze cytotoxicky efekt Drb se méfi po 72 h ,Obr.21" zatimco
cytotoxicita imatinibu se vyhodnocuje uz po 48 h ,Obr.40“. Dvoudenni interval
pusobeni Drb nebylo mozné zvolit, protoze k indukci apoptosy, zde dochazi az 3. a 4.
den (neni ukazano). Drb 48 h projevuje své cytotoxické uCinky na uUrovni inhibice
proliferace (neni ukazano). Dalsi faktor, ktery patrné pfispiva k vysvétleni
pozorovanych rozdild, je rGzna ucinnost transportu Drb a imatinibu P-gp. Tretim a
neméné podstatnym divodem pro vysvétleni pozorovanych rozdill je silna vazba Drb
na DNA (Gigli et al., 1989, Sauvant et al., 2008).

Aplikaci kazdého z inhibitort, CsA, PSC833 nebo ZSQ bylo mozno obnovit citlivost
K562/DOX bunék k Drb ,Obr.26-28“ a ,Tab.7“ nebo imatinibu ,Obr.45-47“ a ,Tab.10".
Uginky pouzitych inhibitord P-gp byly provazeny zvy$enou inhibici bunééné proliferace
a zvySenou indukci apoptosy jak plyne z morfologické analyzy bunéénych jader
,0br.22-23“ a ,0br.41-42“, nebo mérfeni aktivace kaspasy-3 ,,Obr.25 a 44*. Zvy3Senou
indukci apoptosy bylo mozno méfit pomoci prutokové cytometrie, zejména v pfipadé
imatinibu ,0Obr.51-53%. Analyza apoptosy v pfipadé kombinovaného pusobeni Drb a
inhibitord P-gp byla méné presvédCiva ,Obr.32-34“. Dlvodem je zfejmé& menSi
mechanicka odolnost, coz vede k podhodnoceni poctu apoptotickych bunék. Tento
efekt byl doprovazen zvySenim intracelularni hladiny Drb ,0br.38-39“ a ,Tab.8" i
imatinibu ,Obr.57-58“ a ,Tab.11“ Detailni analyza vSak ukazuje, ze CsA i PSC833
obnovuje citlivost K562/DOX bunék, aniz by doslo k odpovidajicimu zvySeni
intracelularnich hladin téchto IéCiv. Jinymi slovy, je zfejmé, Ze reverze rezistence bunék
K562/DOX k daunorubicinu a imatinibu navozena cyklosporinem A nebo valspodarem
je pouze z &asti vysvétlitelna inhibici P-gp. Céasteéné je tento uginek podminén
mechanismy, které nesouvisi s inhibici P-gp, a odrazeji cytotoxické vlastnosti
samotnych inhibitord (Lavie et al. 1997, Cabot et al 1998). ZSQ, na rozdil od CsA a
PSC 833, obnovuje citlivost K562/DOX bunék k Drb ,Obr.28% a ,Tab.7“ i k imatinibu
,O0br.47¢ a ,Tab.10“ za sou€asného zvySeni intracelularni hladiny obou IéCiv
odpovidajici hodnotam, které Ize nalézt u senzitivnich K562 bunék ,Obr.38 a 57¢

Nase vysledky jednoznacné ukazuji, ze hledani kvantitativnich vztahl mezi
intracelularni hladinou lé€iva a senzitivitou rezistentnich nadorovych bunék k tomuto
léCivu umoznuje posoudit Uc¢innost inhibitord Iékovych transportéra véetné P-gp nebo

podil Ilékovych transportéri na pozorované rezistenci.
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5. Zaver

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Byla dokoncena validace originalni metody pro stanoveni intracelularniho obsahu
daunorubicinu u nadorovych bunék s fenotypem mnohocetné Iékové rezistence in
vitro.

Bunky K562/DOX, které exprimuji P-glykoprotein, jsou pfiblizné 90krat méné citlivé
k daunorubicinu a pfiblizné 11krat méné citlivé k imatinibu ve srovnani s K562
burikami, které neexprimuji P-glykoprotein.

Cyklosporin A, valspodar i zosuquidar zcela obnovuji citlivost rezistentnich
K562/DOX bunék k daunorubicinu a imatinibu.

Buniky K562/DOX, které exprimuji P-glykoprotein, maji pfiblizné 11krat nizsi
intracelularni hladinu daunorubicinu a pfiblizné 7krat mensi intracelularni hladinu
imatinibu ve srovnani s K562 burikami, které neexprimuji P-glykoprotein.

Uginky cyklosporinu A, valspodaru i zosuquidaru jsou provazeny zvy$ovanim
intracelularnich hladin daunorubicinu a imatinibu u rezistentnich K562/DOX bunék.
Pouze zosuquidar, na rozdil od cyklosporinu A a valspodaru, indukoval zvySeni
intracelularni hladiny obou Ié€iv na hodnoty, které byly nalezeny v senzitivhich
bunkach K562.

NaSe vysledky ukazuji, Zze reverzi rezistence bunék K562/DOX k daunorubicinu a
imatinibu indukovanou cyklosporinem A a valspodarem lze pouze z ¢asti vysvétlit
inhibici P-glykoproteinu. Naproti tomu reverzi rezistence bunék K562/DOX k
daunorubicinu a imatinibu indukovanou zosuquidarem Ize vysvétlit inhibici

P-glykoproteinu.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ABC
ABCB1
ABCC1
ABCG2
ABL

ABS
ADP
ARG
ATP
BCR
BCRP
BCR-ABL
CML
CRKL
CsA
DNA
Drb
DTT
EDTA
EGTA
EtOH
FA
GAP
GDP
GEF
GRB2

GTP

h
HEPES
hOCT1

ATP vazebna kazeta

ABC transportni protein patfici do podrodiny B

ABC transportni protein patfici do podrodiny C

ABC transportni protein patfici do podrodiny G

lidsky homolog mys§iho onkogenniho viru (Abelson Murine
Leukemia Virus)

absorbance

adenosin difosfat

ABL related gene

adenosin trifosfat

breakpoint cluster region (oblast zlomd na 22. chromosomu)
breast cancer resistance protein

flzni leukemicky gen

chronicka myeloidni leukemie

CRK-oncogene-like protein

cyklosporin A

deoxyribonukleova kyselina

daunorubicin

dithiothreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylenglykoltretraoctova kyselina

ethanol

kyselina mravendi

GTPasa aktivujici protein

guanosin difosfat

faktor vyménujici GTP za GDP

growth factor receptor-bound protein 2 (adaptorovy protein pro
receptor rlstového faktoru)

guanosin trifosfat

hodina

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
human organic cationic transporter (lidsky transportér

organickych kationtu)
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kb
kDa
KIT

M
MDR
MeOH
mMRNA
MRP1
MTT
m-bcr
M-bcr
M-ber
NBD
PBS
PDGFRa

PDGFRB

Ph* chromosom

PIPES
PSC 833
p145°8t
p160°5<R
plgoBCR—ABL
p21OBCR—ABL
pZBOBCR-ABL
P-gp

RAC

RAS
RecA

rIFN

RNA
RT-PCR
SDS

SH (1, 2, 3)
SNP

isoleucin

kilobaze

kilodalton

tyrosin kinasovy receptor

methionin

multidrug resistance (mnohocetna Iékova rezistence)
methanol

mediatorova RNA

multidrug resistance protein
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
minor breakpoint cluster region

major breakpoint cluster region

micro breakpoint cluster region

nukleotid vazebna doména

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

platelet-derived growth factor receptor a (receptor pro destickovy
ristovy faktor)

platelet-derived growth factor receptor B (receptor pro destickovy
rstovy faktor)

Philadelphia chromosom

piperazinethansulfonova kyselina

Valspodar

ABL protein o velikosti 145 kDa

BCR protein o velikosti 160 kDa

leukemicky protein o velikosti 190 kDa

leukemicky protein o velikosti 210 kDa

leukemicky protein o velikosti 230 kDa

P-glykoprotein

GTPasa podobna RAS

Rat sarcoma

rekombinasa A

rekombinantni interferon alfa

ribonukleova kyselina

polymerazova fetézova reakce s vyuzitim reverzni transkriptasy
dodecylsulfat sodny

SRC homologni domény

single nucleotide polymorphisms
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SRC rous sarcoma virus

T threonin
TMD transmembranova doména
ZSQ zosuquidar
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