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SOUHRN

Standardni ilohou ABC transportéri MDR1, MRP1, BCRP (MDR1=Multidrug Resistence
Protein 1, MRP1=Multidrug Resistance Associated Protein 1, BCRP=Breast Cancer
Resistant Protein) v embryonalnich/fetalnich tkanich b&éhem intrauterinniho vyvoje (IUV)
je ochrana zdravych bunék pred cizorodymi latkami, u nadorovych bunék vSak tyto transportéry
vyznamné prispivaji ke vzniku nezadouci mnoho&etné lékové rezistence (MDR). Ukolem této
dizertacni prace je prispet k pochopent, jak 1ze ucinné potlacovat nadmernou expresi zminénych
transportérll a tak omezit €i obejit obranu nadorové buiiky. Jako nadéjna strategie se jevi inhibice
transkripce a translace transportérli s vyuZitim vlivu signalni drahy PI3K/Akt a s ni souvisejicich
inhibitorti receptorti tyrozin kinaz (TKIs) a agonistu receptorti aktivovanych proliferatory
peroxizomu y (PPAR-7).

Pro prohloubeni poznani mechanizmtit MDR byly provedeny experimenty seskupené
do dvou <¢asti. V prvni casti  (morfologické) pomoci nepiimé dvoustupiiové
imunohistochemické metody byla zmapovana exprese zminénych ABC transportéri
v embryonalnich/fetalnich tkanich tfi riznych organt, lisicich se dale jesté stddiem IUV.
V druhé ¢asti (funkéni) pomoci testu zivotaschopnosti WST-1 bylo zjisténo, které TKIs
a agonisté PPAR-y jsou substraty vybranych ABC transportérti. Pomoci kvantitativni PCR
s reverzni transkripci byl popsan ucéinek Klinicky pouzivanych tii TKIs (imatinibu,
nilotinibu a dasatinibu) a tfi agonisti PPAR-y (ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) na
transkripci ABC transportérd, a dale pomoci pritokové cytometrie byl popsan ucinek
stejnych tii TKIs na translaci ABC transportérti. Pomoci westernového pienosu byla pti
regulaci této exprese studovana ucast proteini pPTEN a PPAR-yzapojenych do signalni
drahy PI3K/Akt.

U embryonalnich/fetalnich stiev a jater byla pozorovana specifickd exprese zminénych ABC
transportérti v zavislosti na fdzi IUV. U embryonalnich/fetalnich ledvin byla pozorovana specificka
exprese transportérii v zavislosti na pozici ve tkani (pozitivita roste se stupném diferenciace
vyvijejicich se nefronil a tubularniho systému smérem ke dieni), ale nikoliv na fazi [UV.

Bylo prokadzano, ze substratem transportéru MDRL1 jsou vSechny tfi TKIs. Tyto TKIs
snizily expresi mRNA transportéru MDR1 uz po 1. hodiné od ovlivnéni, zatimco
na proteinové urovni byl viditelny pokles exprese az po 3. dnu od ovlivnéni.

Substratem transportéru MRP1 je pouze rosiglitazon. U buné¢né linie A549 byl pozorovan
pokles exprese mRNA transportéru MRP1 po ovlivnéni nilotinibem a pokles na proteinové
arovni (nejvetsi po ovlivnéni imatinibem) az po 3. dnu od ovlivnéni. U bunééné linie HEK293
byl pozorovan pokles exprese mRNA transportéru MRP1 po ovlivnéni dasatinibem.

Substratem transportéru BCRP je imatinib a nilotinib. U obou bunécnych linii
byl pozorovan nezadouci nartst exprese na Grovni mRNA (rychly u bunék A549,
pomalejsi u bunék HEK293 - po 1. az 3. dnu od ovlivnéni), nartist na Grovni protein
byl pozorovan u bunék A549. Hladina proteinu BCRP rostla navzdory u¢inku TKIs, tento
nardst byl pozorovan dokonce s rostoucim mnozstvim bunécnych pasazi.

Proces regulace exprese ABC transportéru odpovédnych za MDR pomoci TKIs a agonista
PPAR-yprobiha skrze aktivaci proteini PPAR-»/pPTEN.
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SUMMARY

Three ABC transporters (MDR1, MRP1, BCRP) belonging to the family of multidrug
resistance (MDR) proteins, play a crucial role in the protection mechanisms during
embryogenesis and mediate drug resistance in cancer cells. The aim of this thesis is to
contribute to better understanding how to suppress the ABC transporters mediated cancer cell
self-defense mechanism. The inhibition of transcription or translation of ABC transporters
via tyrosine kinesis inhibitors (TKIs) or peroxisome proliferator-activated receptors-y
(PPAR-») mediated by PI3K/Akt signalling pathway seems to be a promising strategy, which
can restore the susceptibility of resistant cells.

For a deeper understanding of MDR mechanisms we conducted experiments divided
into two parts. In the first part (morphology oriented) we aimed to describe spatio-temporal
expression pattern of ABC transporters during human prenatal development (by indirect
two-step immunohistochemical method). In the second part (mechanism oriented) kinetics
of three TKIs in clinical use (imatinib, nilotinib and dasatinib) and three PPAR-y agonists
(ciglitazone, rosiglitazone, troglitazone) on ABC transporters efficiency of transcription
(using quantitative reverse transcription real-time PCR) and translation (using flow
cytometry) was studied. We have also described the role of PPAR-y and PTEN proteins
related to PI3K/Akt signalling pathway in the process of ABC transporters expression (using
western blotting) and the interactions of TKIs and PPAR-yagonists with ABC transporters
(using cytotoxicity WST-1 assay).

We demonstrated differences in expression pattern of ABC transporters during 1UD
in intestine and liver, yet in kidneys the age-specific localization was not observed.
However, the increasing positivity from the kidney surface towards deeper, more
differentiated parts was found.

We have proved that all three TKIs serve as substrates to MDR1 transporter. While MDR1
mMRNA is significantly down-regulated already 1 h following exposure to all three TKis,
down-regulation of protein expression becomes evident only after day 3.

Although MRP1 transporter seems to be a less effective TKIs extruder, its inhibition
of mMRNA expression in A549 cells after nilotinib exposure and in HEK293 cells after
dasatinib exposure was demonstrated. On the MRP1 protein level, slight inhibition was
shown, as well (highest 3 d following imatinib exposure).

BCRP is a transporter of imatinib and nilotinib. We observed up-regulation of its mMRNA

after short-time exposure to TKIs in A549 cells and 1 d or 3 d thereafter in HEK293 cells.
The expression of BCRP protein increased regardless of TKI effect in succeeding passages.

We observed that TKIs and PPAR-yagonists-mediated down-regulation of MDR-related

ABC transporters correlates with PPAR-y/PTEN activation.
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TEORETICKA CAST

1. Mnoho¢etna lékova rezistence (MDR)

Lékovarezistence je schopnost nddorovych (a také jinych napt. bakterialnich) bunék odolavat
cytotoxickym efektliim urcitych 1é¢iv a tvofi tak piekazku v 1€€bé pacientl s riznymi typy
tumord, infekénich onemocnéni apod. V poslednich letech jsou zptisoby oslabeni této
rezistence pfedmétem zadjmu mnoha studii.

Pokud rezistence existuje jiz pied prvnim pouzitim 1€k, jedna se o rezistenci prirozenou
(primérni). Ziskana (sekundéarni) rezistence vznika az v prubéhu 1écby, kdy puvodné
citlivé bunky se postupné stavaji k dané cytotoxicke latce rezistentni. Pti ztraté citlivosti
k ur¢itému 1é¢ivu vSak muze byt zachovana citlivost k jinym latkdm. Pokud pii vzniku
rezistence na jednu latku vznika soucasné rezistence i na jinou strukturalné ptibuznou latku,
jedné se o rezistenci zkFiZenou. Mnohdy se vsak vyskytuji ptipady zkiizené rezistence

mezi latkami, které jsou strukturalné i funkéné neptibuzné a pfitom se mohou liSit i jinym
mechanizmem uc¢inku — tehdy se jedna o tzv. mnohoéetnou l1ékovou rezistenci (MDR) (1).

MDR byla poprvé popsana v roce 1970 na buné¢né linii izolované z plic ¢inského kiecka
a na bunééné linii mysi leukémie. Autoti zde pozorovali zkiizenou rezistenci na aktinomycin
D a zaroven na vinblastin a daunomycin (2).

K potlaceni vznikajici sekundarni rezistence bun¢k se mnohdy zvySuji davky Iéciv
(i za cenu zesileni jejich vedlejsich ucinktl). Bohuzel, timto soucasn¢ dochazi ke
zdokonalovani a posilovani obrannych mechanizmt bunék pusobicich proti t¢émto 1ékam.
Takto vznika MDR. Jakmile se MDR jednou objevi, je jiz podani dalSich 1é¢iv neGc¢inné,
dochazi k toxickému efektu a ke zhorSeni zdravotniho stavu pacienta (3). Nutno vSak
poznamenat, ze problematika MDR se netyka jenom protinadorovych Ié¢iv, ale i antibiotik,
antimykotickych, antiparazitarnich a jinych lékda.

Existuje velké mnoZstvi mechanizmi podilejicich se na vzniku MDR (pfitom kaZzdému
druhu nadoru odpovidd jiny soubor specifickych mechanizmi). Jednd se 0 zmény
farmakokinetiky 1éki (sniZeni resorpce adistribuce, urychleni biotransformace a vylu¢ovani
1¢kt), 0 zmény cytokinetiky bunék (zvySovani podilu nadorovych bunék piechazejicich
ze stavu G1 do klidového stavu GO, nartst spontannich mutaci vedoucich k selekci
a naslednému pomnozeni rezistentniho klonu bunék). Jedna se také o strukturalni a funkéni
zmény buriky, které spocivaji v nastoleni obrannych buné¢nych mechanizmu zahrnujicich:
regulaci priachodu latek do burniky (s cilem jeho omezeni), aktivaci detoxifika¢nich enzymi
a repara¢nich mechanizmii DNA, inhibici apoptézy, zmény v mikroprostiredi bunky
avsignalnichdrahach regulujicich kontrolni body buné¢ného cyklu, ataké zvyseni vylu¢ovani
1é¢iv diky nadmérné expresi membranovych transportnich proteini (neboli transportéra
¢i prenaSecil) odpovédnych za MDR — viz tabulka €. 1 (4).
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Tabulka ¢. / — Mechanizmy charakterizujici mnohocetnou 1ékovou rezistenci

MECHANIZMUS

POPIS

zmény farmakokinetiky léki

sniZeni resorpce

snizeni vstifebavani 1é¢iva v travicim traktu

snizeni distribuce

horsi pronikani 1¢kti do nékterych, napt. odlisné
prokrvenych mist (nadort)

urychleni biotransformace
(metabolizmu) 1€kt

rychlejsi preména 1€kt na jiné neaktivni slouceniny
vétsSinou podminéna biochemickymi procesy
enzymatického ptivodu

urychleni vylucovani 1éki

rychlejsi vylucovani 1€kt a jejich metaboliti
z krevniho ob&hu do vnéjsiho prostiedi

zmény cytokinetiky bunék

zvySovani podilu nadorovych bun¢k
prechazejicich ze stavu G1 do stavu GO

ve stavu GO jsou buitky méné citlivé k 1¢éktim

narust spontannich mutaci

vznik heterogenni populace bun¢k s odlisnou citlivosti
k Iéku, selekce a pomnozeni rezistentniho klonu
buné¢k

strukturalni a funkéni zmény bunky

regulace prichodu latek do bunky

snizend exprese transportéru zajist'ujici pritok latek do
buiky, zmény ve slozeni membranovych lipida cilené
na znesnadnéni prichodu latek bunéénou membranou

aktivace detoxifikacnich enzymu

inaktivace toxini diky enzymtm faze I. a II. napt.
GSH (glutathion), GST (glutathion-S-transferaza)

aktivace repara¢nich mechanizmi DNA

odstranéni pro buiku nezadoucich zasaht do
struktury DNA: korekce parovani bazi, obnoveni
fosfodiesterové vazby spojujici nukleotidy, chemicka
modifikace bazi (alkyltransferaza, topoizomeraza
lall)

inhibice apopt6zy

inhibice skrze vnitini mitochondridlni drdhu a
naruseni rovnovahy mezi pro- a anti-apoptotickymi
faktory (napt. Bel-2, Bel-xL, Bax, survivin)

zmény v mikroprostiedi

pH, hypoxie, populace bunék v klidovém
(quiscentnim) stavu

zmény v signalnich drahach

signalni drahy regulujici apopt6zu, kontrolni body
bun. cyklu (napt. pS3, NF- kB)

zmény v intracelularnim prostiedi
bunky

zvySeni vakuolizace, zmény struktury a funkce
lysozoému

exprese membranovych proteint

nadmérna exprese ABC transportéri odpovédnych
za MDR
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2. ABC transportni proteiny odpovédné za MDR
2.1 Obecna charakteristika

ABC transportni proteiny (ABC=ATPbinding casette - ATP-vazici kazetu), patii do nadrodiny
transmembréanovych proteinti nachdzejicich se ve vsech organizmech od bakterii po ¢lovéka.
Vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP (adenosin trifosfat) k transportu riznych molekul
pfes bunéénou membranu z cytoplazmy do vnéjsiho prostiedi bunky (viz obrazek ¢.1).
U eukaryot se ABC transportéry kromé cytoplazmatické membrany nachézi take
na membranach dalsich organel, jako jsou napf. endoplazmatické retikulum, mitochondrie,
peroxisomy, kde funguji jako jednosmérni pfenaseci substrati (vétSinou z cytoplazmy
do organely, vzacnéji z jedné organely do druhé). U nadorovych bunék, pisobi ABC
transportéry jako pumpy a vylucuji chemoterapeutika, ¢imz snizuji koncentraci téchto 1€kt
v bunikach a omezuji tak jejich cilené pisobeni. Pumpy jsou aktivni u Sirokého spektra
lidskych nadort, véetné lymfom, leukemii, rakoviny prsu, plic a vajeéniku. Cim vic téchto
pump nadorova buiika obsahuje, tim je mensi o¢ekavana efektivnost chemoterapie (5, 6, 7).

®etpA0
extracelulani @ V
matix @ @ ® e 4
extracelularmi matrix
vanik MDR
MDR hansponel q
. . Y
zvysené vyluéo- emlocremu 4
vani latek do metabolity %
leky
extracel. matiix . . . .
T 02le®
— o o
ZvySena exprese @ @
gemi kodujicich xenobiotika
ABC transportéry

Obrazek ¢. 1: Schéma transportu exo- a endogennich latek pomoci ABC transportnich proteinia
— upraveno podle Fletcher JI. a kol., 2010 — (8)

Existuje 49 typa lidskych ABC transportéri, které jsou podle organizace jejich domén
apodle homologie aminokyselin rozdélené dosedmipodrodin proteinti ozna¢enych ABCA-G.
Konkrétni oznaceni kazdého transportéru je doplnéno o jeho poradové identifikac¢ni Cislo,
tedy napt. ABCA1, ABCA2, atd. Pichledné rozdéleni vsech lidskych ABC transportéru

—viz tabulka ¢. 2.
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Tabulka ¢. 2: Struény piehled lidskych ABC transportéra

vybrané transportéry

skupina | Nc | Nr —
oznaceni alternativni nazvy funkce
ABCALl ABC1 transport cholesterolu do HDL
ABCA2 | ABC2 Iékova rezistence
ABCA | 13 | 1 | ABCA3 | ABC3/ABCC sekrece surfaktantu
transport derivatt vit. A
ABCA4 ABCR (N-Retinylidin) z vn&jsi strany
¢ipku do cytoplazmy
mnohocetna lékova rezistence
ABCB1 PGP1/MDR1 (MDR)
ABCB? TAPL transport peptidii do ER, soucast
HLAI
transport peptidi do ER, soucast
ABCB3 TAP2 HLAI
ABCB4 PGY3/MDR3/PEIC3 transport zlu¢ovych soli, lékova
rezistence
transport proteinovych prekurzort
ABCB6 MTABC3 obsahujicich Fe/S komplexi
ABCB | 11 | 3 v mitochondriich
transport proteinovych prekurzort
ABCB7 ABC7 obsahujicich Fe/S komplext
v mitochondriich
transport proteinovych prekurzort
ABCB8 MTABC1 obsahujicich Fe/S komplexi
v mitochondriich
transport proteinovych prekurzori
ABCB10 | MTABC?2 obsahujicich Fe/S komplext
v mitochondriich
ABCB11 | SPGP/BSEP/SPGP transport zlu¢ovych soli, lékova

rezistence
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vybrané transportéry

skupina | Nc | Nr —
oznaceni alternativni nazvy funkce
mnohocetna 1ékova rezistence
ABCCl1 | GS-X/MRP1 (MDR)
sekrece zaporné nabitych
ABCC2 MRP2/cMOAT/DJS organickych molekul,
Iékova rezistence
MRP3/MOAT-D/ . P
ABCC3 cMOAT? Iékova rezistence
ABCC4 MRPA/MOAT-B trar_lsport nukleosidt, lékova
rezistence
ABCC 12 | 8 MRPS/ y
MOAT-C transport nukleosidu, 1ékova
ABCES ABC11 rezistence
CFTR ABCC7 chloridovy kandl
ABCCS8 SUR sulfonylmocovinovy receptor
ABCCY SUR? regulgce K(ATP) kanalu — sekrece
inzulinu
ABCC10 | MRP7 Iékova rezistence
ABCC11 | MRP8 Iékova rezistence
regulace transportu mastnych
ABCD 4 | 0 | ABCD1 ALD kyselin (VLCFA)
v peroxizémech
ABCE 1 ABCDE1 | OABP/RNSYI protein vazajici oligoadenylat
ABCF 3 0 - - -
ABCG1 ABC8/White transport cholesterolu
ABCG? MXR/ABCP/BCRP mnohocetna l1ékova rezistence
(MDR)
ABCG 511 § #
ABCG5 White3/Sterolin-1 transport steroli ve stfevech
a jatrech
ABCGS Sterolin-2 transport steroll ve stievech

a jatrech

Zkratky: Nc — celkovy pocet transportéri, Nr — pocet transportéra zpasobujicich rezistenci —
upraveno podle Dean a kol., 2002 (9) a Stavrovskaya a kol., 2008 (10) a ,,The National Centre
of Biotechnology Information (NCBI)“.

Obecné se ABC transportni proteiny skladaji z domén vazajicich ATP, (tzv. NBD=nukleotide
binding domain) a z transmembranovych domén (tzv. TMD=transmembrane domain), které

obsahuji 6-12 transmembranovych a-helixt. Tyto domény jsou kédovany bud jednou

molekulou mRNA a existuji ve form¢ monomeru (tzv. UpIné transportéry obsahujici jednu
NBD a jednu TMD) nebo jsou kddovany dvéma molekulami mRNA, z nichz kazda koduje
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pouze polovinu domén (11). Pro vytvofeni funkéniho transmembranového ,,péru® tyto
domény homo- nebo heterodimerizuji (tzv. poloviéni transportéry obsahujici dvé NBD
advé TMD) (12, 13) — viz obrazek ¢. 2.

Recentni genomové studie ukazuji, Ze domény vazajici ATP maji charakteristickou
strukturu a obsahuji jedny z nejkonzervovanéjSich proteinovych sekvenci, které nachazime
téméf u vSech bunéénych organizmu (14). Skladaji se z 200-250 aminokyselin seskupenych
do Sesti oblasti: Walker A motiv, Walker B motiv (oba pfitomné u v§ech proteint vazajicich
ATP) (15), C motiv (jinak také ,,ABC signature region“) typicky pro ABC transportéry,
dale Q-, D- a H-smycka. Q-smycka je pavodcem interakci mezi vlastni NBD doménou
a doménou TMD a to takovym, Ze spojuje hydrolyzu ATP (reaguje s gamma fosfatem
molekuly ATP) s konformaéni zménou TMD domény. Tyto interakce jsou nezbytné pro
aktivaci transportéru a spravny pienos substratu. D-smycka odpovida za interakci mezi
vlastni NBD doménou a sousedici NBD doménou (obsahuje totiz aspartat, ktery reaguje
s asparaginem Walker A motivu sousedici NBD domény). H-smycka obsahuje histidin
umoziujici polarizaci molekuly vody nutné pro hydrolyzu ATP (16, 17) — viz obrdzek
¢. 3. Studie ukazuji také, Ze v nepiitomnosti ATP je mezi dvéma doménami NBD mezera,
kterd se po navdzani ATP uzavie a semkne tak substrat (18).

2.2 Tri typy ABC transportéru
Tti z vySe uvedenych ABC transportéra (viz tabulka ¢. 2) jsou nalezeny jak v lidskych, tak

v hlodav¢ich tkanich u téméi vSech nadorovych bunék vykazujicich MDR. Jsou to: ABCB1/
PGP1/MDR1, ABCC1/GS-X/MRP1 a ABCG2/MXR/BCRP (19).

cytoplazmaticka
membrana

extraceluldmi prostor

eytoplazmaticka
embrana

intracelulami prostor

O 2
* cytoplazmaticka

. COOH
membrana
(2]

Obrazek ¢. 2: Schéma struktury ABC transportéra

A) Struktura MDR1 proteinu se dvéma transmembranovymi doménami (kazda obsahuje
6 a-helixu) a se dvéma doménami vazajici ATP.

B) Struktura MRP1 proteinu se dvéma transmembranovymi doménami, jednou p¥idavnou
doménou (obsahujici 5 a-helixi na NH2 konci) a dvéma doménami vazajici ATP.

C) Struktura BCRP proteinu s jednou transmembranovou doménou a jednou doménou
vazajicimi ATP (na rozdil od p¥edchozich dvou orientované na NH2 konci) — upraveno podle
Gottesman a kol., 2002 (4).
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Walker A motiv C motiv D-smycka

v BT I B 0 ¢

| Walker B motiv H-smycka

40-120 aminolyselin

Walker A motiv ...GXXGXGKS/T... (X - aminokyselina)
Walker B motiv ...###D... (# - hydrofobni aminokyselina)

Cmotiv ..LSGGQ...

Obrazek ¢. 3: Schéma struktury NBD domény — upraveno podle Schneider a kol., 1998 (20)

2.2.1 ABCB1/PGP1/MDR1

Prvni z vy$e uvedenych ABC transportéri MDR1 (MDR1=Multidrug Resistence Protein 1)
je Casto oznaCovan také jako P-glykoprotein (P-gp). Tento protein byl objeven v roce
1976 Julianem a Lingem (21), ale jeho funkce byla objasnéna az v roce 1993 (22) a lloha
vrezistenci az vroce 1996 (23). Je to 170 kDa ATP-dependentni vylu¢ovaci pumpa obsahujici
1280 aminokyselin, kddovana genem mdrl (24, 25) nachédzejicim se na chromozomu 7921.1
(26). Mysi maji dokonce dva homology MDR1 a to: gen Abcbla kdédujici MDR1A a gen
Abcblb kddujici MDR1B (27, 28). Tato pumpa MDR1 je exprimovana v mnoha zdravych
tkanich jako jsou: nadledviny, ledviny, jatra, mozek, stfeva a v hematopoetickych
kmenovych burikach, kde plni exkre¢ni a protektivni funkci a také reguluje hladinu hormone
v bunkach (29, 30). Protein MDR1 podléha posttranslaténim modifikacim jako
je glykosylace, fosforylace a defosforylace (fosforylace méa vliv na jeho aktivitu). Nadmérna
exprese MDR1 je jednou z nej¢astéjSich pii¢in vzniku MDR fenotypu (31) a je postacujici
k zisk&ni mnohocetné lékové rezistence (32).

2.2.2 ABCC1/GS-X/MRP1

Druhy z vyse uvedenych ABC transportéri je MRP1 (MRP1=Multidrug Resistance
Associated Protein 1). Tento protein byl objeven v roce 1992 Colem a kol. u bunék karcinomu
plic, které byly rezistentni na doxorubicin, ale nevykazovaly zvySenou expresi MDR1 (33).
Pozdgji byl také prokazan i u dalSich rezistentnich bunéénych linii a nddorovych tkani (34).
Je to 190 kDa ATP-dependentni vyluc¢ovaci pumpa obsahujici 1531 aminokyselin, kédovana
genem mrpl nachazejicim se na chromozomu 16p13.1 (35, 36). U ¢lovéka je identifikovano
dalsich 8 homologit MRP: ABCC2-6/MRP2-6 a ABCC10-12/MRP7-9. Jejich fyziologicka
role je malo zndma, nicméné je mozné, ze hraji roli v procesu detoxifikace bunky a rovnéz
se podileji na vzniku lekové rezistence (37).

2.2.3 ABCG2/MXR/BCRP
Tieti z vyse uvedenych ABC transportéra je BCRP. Je to 72 kDa ATP-dependentni vylucovaci
pumpa obsahujici 655 aminokyselin, kédovana genem bcrp nachéazejicim se na chromozému
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4922 (38). Tato pumpa byla nezavisle na sobé objevena v nékolika laboratofich, proto
také dostala rizné ndzvy. V roce 1998 byla klonovana cDNA této pumpy z rezistentnich
bunéénych linii odvozenych od nadoru prsu (BCRP=Breast Cancer Resistant Protein) (39)
a od bun¢k placenty (ABCP=Placenta-specific ATP-binding casette gene) (40). V roce
1999 byla Miyakem a kol. klonovana cDNA z buné¢né linie nddoru stieva rezistentni
na mitoxantron v piitomnosti verapamilu (kviili blokaci funkce MDRI1) (MXR=
Mitoxantrone Resistant Protein) (41). V roce 2001 byl nalezen rozdil mezi transportérem
BCRP a MXR ato v mutaci na aminokyseliné 482. Mutantni forma BCRPR#2C (transportér
MXR) obsahuje glycin nebo treonin misto argininu a ziskava tak oproti nemutované formé
schopnost transportu doxorubicinu (42). Nedavno Krishanamurthy a kol. dokazali, ze
exprese pumpy BCRP je indukovana hypoxii a ze regulaci této exprese ovliviiuje
hypoxicky inducibilni faktor HIF-1 (HIF-1=Hypoxia-Inducible Transcription Factor
Complex 1) (43).

2.3 Substratova specifita

ABC transportéry se mezi sebou 1isi jak v molekularni struktufe tak v substratové specifité.
Je pozoruhodné, ze téméf pro kazdou molekulu, kterd musi projit pies cytoplazmatickou
membranu, existuje specificky ABC transportér, jako ,,nosi¢* této molekuly. Diive popsané
tii klicové transportéry odpovédné za MDR chrani (zdravé 1 nadorové) buiky
pred Skodlivymi latkami obsazenymi ve vyluCovanych metabolitech a jinych exogennich
substratech, které se dostavaji do extracelularniho prostiedi a potom az do samotnych
bunék. Transportéry MDR1 a BCRP vazi a vylu¢uji pozitivné i negativné nabité Iéky nebo
rizné endo- a exogenni lipofilni substraty (jako lipidy, steroidy, peptidy a xenobiotika).
Naproti tomu transportér MRP1 vaze a vylucuje lipofilni nebo amfipatické substraty
konjugované s glukuronidy, sulfaty nebo glutathiony (36), pficemz tyto substraty maji
zaporny nadboj. MRP1 vaze substraty z cytoplazmy, kdezto MDR 1 pfimo z cytoplazmatické
membrany (44, 45). BCRP kromé xenobiotik reaguje mj. s porfyriny, kyselinou mo¢ovou
(jeho porucha zptsobuje dnu) (46), sulfatovanymi steroidy (47, 48) a cholesterolem, ktery
stimuluje bazélni ATP-azovou aktivitu a napomaha tak transportu 1é¢iv (49).

Mezi 1éCiva, ktera jsou nejCastéji substraty téchto tii transportért patii: vinca alkaloidy,
anthracykliny, antibiotika, antrachinony, taxany, epipodofylotoxiny, antimetabolity,
antivirotika, kamptoteciny, antiandrogeny, antihypertenziva, kardioaktivni glykosidy,
kortikosteroidy, imunosupresiva, opioidni analgetika, toxiny a dalsi cytotoxicke latky
— ptehledné viz tabulka €. 3.
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Tabulka ¢. 3: Piehled vybranych substrati a jejich vazeb na jednotlivé ABC transportéry

transportéry
latka MDR1 | MRP1 | BCRP citace
nevalbin ano - - 50
vinca alkaloidy vinblastin ano ano ano 50, 51, 57
vinkristin ano ano ano 50, 51
daunorubicin ano ano ano 50, 51
. doxorubicin ano ano ano 50, 51
antracykliny T
epirubicin ano ano ano 50
idarubicin ano ano ano 50
Antibiotika cytotoxicka aktinomycin D ano ano - 51
tetracyklinova tetracyklin ano - - 51
fluorochinolinova difloxacin ano ano ano 51
beta-laktamova ampicilin ano - ano 51
makrolidova erythromycin ano ano ano 51
ketolidova telithromycin ano - - 51
aminoglykosidova puromycin ano - ano 52,53
antrachinony mitoxantron ano ano ano 50, 51
paklitaxel ano - - 50, 51
taxany
docetaxel ano - - 50, 51
epipodofylotoxiny etopozid (VP16) ano ano ano 50, 51
tenipozid ano ano ano 50
. . methotrexat ano ano ano 50, 51
antimetabolity cladribin ano 51
antivirotika indinavir ano ano 51
irinotekan ano ano ano 50
kamptoteciny topotekan ano - ano 50, 51
SN-38 ano ano ano 50
antiandrogeny flutamid _ - ano - 54
hydroxyflutamid - ano - 54
antihypertenziva prazosin ano - ano 51
kardioaktivni glykosidy digoxin ano - - 51, 57
kortikosteroidy dexamethason ano - - 51
imunosupresiva cyklosporin A ano - - 51
opioidni analgetika morfin ano - - 51
toxiny aflatoxin B1 - ano ano 55, 56
methoxychlor - ano - 55
mitomycin C ano - - 51
" L kolchicin ano - - 51
dalSi cytotoxické latky Gisplatina : ano : 50
flavopiridol ano - ano 50, 51
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2.4 Inhibitory

Aktivitu ABC transportéru je mozno omezovat ¢i dokonce zablokovat. Jednim ze zptsobu je
pouziti specifickych molekul tzv. inhibitorti a modulatord, které pomahaji obnovit citlivost
bun¢k k cytotoxickym lécivam (3). Doposud byly vyvinuty tii generace inhibitord ABC
transportért.

Prvni a druhou generaci inhibitort tvoii tzv. kompetitivni inhibitory. Tyto inhibitory jsou
substraty transportérti soutézici s cytotoxickymi 1é¢ivy o vazbu na aktivni misto. Pokud ma
inhibitor a cytotoxicka latka k aktivnimu mistu podobnou afinitu, pak pii vyssi koncentraci
inhibitoru je mensi pravdépodobnost vazby lé¢iva a jeho transportu skrze bunécnou
membranu. Naopak ¢im vyssi je koncentrace cytotoxické latky, tim je inhibice méné G¢inna.
Kromé toho inhibitory jsou vsak i substraty jinych transportéri a enzymovych systému
(napt. cytochromu P450 3A4), coz v piitomnosti chemoterapeutik muze zpusobit
nepiedvidatelné farmakokinetické interakce a ohrozit tak zdravi pacienta (58, 59).

Tteti generaci tvori tzv. nekompetitivni inhibitory, které se vazou na jinou ¢ast molekuly
transportéru (tedy nikoliv na aktivni misto) nez substraty. Touto vazbou inhibitory indukuji
konformaéni zménu ABC transportéru, po které aktivni misto neni uz rozpoznatelné
substratem a proto nedochazi k hydrolyze ATP a k ptfenosu 1é¢iva (60).

Bylo popsano mnoho inhibitort syntetické nebo ptirodni povahy, avsak jennékteré
z nich dosahly faze klinickych studii (61). V prvni klinické studii z roku 1980 byl testovan
ucinek prvni generace inhibitoru transportéru MDR1: verapamilu a cyklosporinu A.
Tyto latky vykazaly vysokou toxicitu a vedlejsi ucinky se dostavily diive, nez doséhly
ucinku inhibi¢niho. Druhou generaci inhibitort MDR1 pfedstavuje valsopodar (PSC 833),
ktery je uz specifictéjsi a také méné toxicky.
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Tabulka ¢. 4: Piehled inhibitorti ABC transportéri odpovédnych za MDR

— upraveno podle Boumendel a kol., 2009 (50).

transportér inhibitor generace | transportér inhibitor
verapamil l. probenecid
cyklosporin A I sulfipyrazon
chinin l. indometacin
chinidin I MK571
nifedipin I verapamil
dexniguldipin I quercitin
amiodaron I MRP1 genistein
valspodar (PSC-833) 1. biricodar (VX-710)
biricodar (VX-710) Il. cyklosporin
GG918 1. V-104

MDR1 elacridar (GF120918) 1. sulindac

tariquidar (XR-9576) 1. tariquidar (XR-9576)
dofequidar (MS 209) 1. dofequidar (MS 209)
zosuquidar (LY335979) 1. fumitremorgin C
laniquidar (R101933) Il Kol32, Kol34
ONT-093 Il cyklosporin A
S9788 1. flavopiridol
0C144-093 Il BCRP novobiocin
pyronaridin 1. elacridar (GF120918)
V-104 "l imatinib
pluronic L61 jiné gefitinib

tariquidar (XR-9576)

2.5 Expresni profil ABC transportéri v lidském téle

2.5.1 Streva, jatra, ledviny

V zazivacim traktu dochazi k prvnimu kontaktu s pozitymi toxiny. Transportéry MDR1
a BCRP jsou zde lokalizovany zejména v apikalni ¢asti stfevnich klkd, kde diky aktivnimu
transportu toxint do lumen stéeva snizuji podil toxickych latek prochazejicich dal do téla
(62). Transportér MRP1 je lokalizovan v bazolateralni ¢asti slizni¢nich krypt tenkého
I tlustého stfeva, kde transportuje toxiny do krve. Rozmisténi jednotlivych transportéri
proximodistalné¢ se liSi v jednotlivych Usecich zaZivaciho traktu. Transporter MDR1
se nachazi hlavné v ileu (63), kdezto transportér BCRP hlavné v duodenu a jejunu, smérem
k tracniku jeho mnozstvi postupné Klesa (64, 65). Bylo prokazano, ze v lidskem strevé
transportér BCRP se podili na reabsorpci topotekanu (66), inhibice tohoto transportéru

pak u mysi vede ke zvySeni absorpce irinotekanu 0 63% (67).
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Portéalni véna dale vede krev do jater, organu, kde probihd hlavni proces detoxifikace.
V potkanich jatrech se MDR1 a BCRP transportéry nachazi v Zlu¢ovych kanélcich
azprostiedkovavajieliminacitoxintrozpustnychvtucichdozluci(68, 69, 70). Vhepatocytech
ABC transportéry transportuji xenobiotika do krve, ktera nasledné prochazi renalni filtraci.
V tubularnim systému nefront transportéry MDR1 a BCRP transportuji endogenni toxické
produkty metabolizmu do moce (71, 72).

Mysi s ,,knokautovanymi ABC transportéry jsou vice citlivé na pisobeni toxind, také
maji snizenou schopnost sekrece xenobiotik ve stfevé do lumen a v jatrech do Zluce
(73, 74, 75). U Mrpl-/- mysi byla prokazana polyurie, coz naznacuje Ulohu tohoto
transportéru v reabsorpci vody ve sbérnych kanalcich (76). Naopak funkce ledvin u Berp-/-
bylanormalni. Zajimavosti vsak je, ze tyto mysi mély méné ,,vedlejsi populace” (SP=Side
population) hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSCs) v kostni dieni (77).

2.5.2 Ostatni tkané

Kromé vyskytu v bunkach nadorovych a v buiikkdch kmenovych (KB) (78) se ABC
transportéry hojné nachazeji na rozhrani rtznych tkani nebo prostiedi (na bariérach)
— viz obrazek €. 4. Slouzi zde hlavné jako ochranci pfed toxickymi latkami a kontroluji
distribuci zivin. Jedna se o tyto tkan¢: epitel tenkého a tlustého stieva, hepatocyty a zlucové
kanalky jater, ledvinové tubuly (vSechny tyto tkan¢ jsou pfedmétem zajmu této prace),
dale také syncytiotrofoblast placenty (40, 79, 80), prsni zlaza u zen (81), bariéra mezi krvi
a mozkem (hematoencefalicka bariéra) (82) a bariéra mezi krvi a varlaty u muzu (testikularni
bariéra) (83).
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Obrazek ¢. 4: Exprese ABC transportéru v lidskych tkanich — pitevzato z Huang a kol., 2006 (84)
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2.6 Fyziologickeé funkce

ABC transportéry odpovédné za MDR kromé funkce ochranné maji také dalsi fyziologické
ulohy. Transportér MDR1 a obzvlasté transportér BCRP se nachazi v kmenovych buikach
ruznych typu tkani a zacal byt povazovan dokonce za marker kmenovych bun¢k (KB)
(85, 86). Nadmeérna exprese transportéru BCRP inhibuje hematopoézu KB, proto se
predpoklada, ze eliminuje z bunék substraty zodpovédné za jejich diferenciaci. Také v
neurdlnich KB transportery MDR1 a BCRP reguluji piijem molekul zapojenych do
diferencia¢niho procesu. V prubéhu diferenciace neurdlnich bunék klesa exprese MDR1 a
nestinu (marker neuralnich prekurzorl) a zaroven stoupa exprese GFAP (glialni fibrilarni
kysely protein). Pomoci cyklosporinu A (inhibitoru transportéru MDR1) dochazi k inhibici
procesu proliferace neuralnich bun¢k (87).

Transportni protein MDR1 se nachazi také na cytoplazmatické membrané lymfocyti, kde
transportuje cytokiny a moduluje tak funkci NK bunék (NK=natural killer), dendritickych
bunék a CD8+ lymfocytt (88).

Transportni protein MRP1 méa vliv na migraci dendritickych bunék z perifernich tkani
do lymfatickych uzlin béhem zanétlivé reakce tim, ze transportuje leukotrieny, které
zajist'uji spravnost této migrace. Tato migrace je narusena U mysi S , knokautovanym® genem
MRP1 (Abccl-/- mysi), ale po pfidani exogennich leukotrieni C4 nebo D4 se opét obnovi.
Predpoklada se, ze wvyluCovani téchto leukotriend v dendritickych burnikach pomoci
transportéeru MRP1 je fizeno autokrinné a je kli¢ové pro jejich spravnou migraci (89).

Transportér MRP1 je hojné exprimovan v Leydigovych bunkach, kde eliminuje konjugaty
estrogenu. Piedpoklada se, Ze hraje obrannou funkci pied feminizujicim t¢inkem tohoto
hormonu (90).

Je znamo, Ze transportni protein BCRP se ve velké mife nachdzi v placenté, kde kromé
toxickych latek transportuje také prekurzory a metabolity estrogenu z téla plodu do téla
matky a stdva se dilezitym regulatorem syntézy steroidnich hormonti béhem téhotenstvi
(91). V prsni zlaze kromé eliminace xenobiotik, reguluje také transport riboflavinu, biotinu
a vitaminu K do mléka (92).

Zajimavosti je, Ze exprese ABC transportéri je ¢aste¢né rozdilna v zavislosti na pohlavi.
U mysich samic byla nalezena vys§i hladina exprese transportéru MRP1 v ledvindch
av jatrech (93). U mysich samct ve zlu¢ovodech se nachdzi mnohem vyssi mnozstvi transportéru
BCRP, coz vede k mnohem efektivnéjsimu transportu latek z plazmy do zluci(94).

Ke zvysené expresi ABC transportéri dochazi v hypoxickych podminkach. Za téchto
podminek bunky aktivuji transportér BCRP skrze HIF-1 signalni drdhu. Tento transportér ma
dulezitou Ulohu, umoznuje totiz eliminovat hem a porfyrin akumulovany v buiice zptisobujici
poskozeni mitochondrii (95). Aktivace transportéru BCRP muize byt také evolu¢ni strategii
umoziujici pfeziti embrya v podminkach s nizkym obsahem Kkysliku (embryo se vyviji za
fyziologicky hypoxickych podminek — O, <2%) (96).
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3. Signalni draha kinaz PI3K/Akt a jeji vliv na expresi
ABC transportéra odpovédnych za MDR

3.1 Signalni draha kinaz PI3K/Akt

U nadorovych bun€k nadmérna exprese ABC transportérit je nezadouci a je jednim
z faktort charakterizujicich MDR. Na transkripéni urovni je exprese regulovana geneticky
aepigeneticky a na posttranskripéni Grovni je exprese regulovana zménou proteinové stability
aovlivnénim transportu ABC transportéri na membranu (97). Transkripce ABC transportéru
je regulovana vyznamné pomoci signalni drahy PI13K/Akt, se kterou jsou Uzce propojeny
tyrozin kindzové receptory (TKR) a receptory aktivované proliferatory peroxizomu
(PPARS). Pfredmétem studia této prace je popsat icinek ligandi obou typu receptori
na expresi ABC transportéri odpovédnych za MDR.

PI3K/Akt signalni draha je jednou z hlavnich signalnich drah podilejicich se na regulaci
bunééné proliferace, apoptozy, rlstu, glukéozového metabolizmu, bunécného pohybu
a invazivit¢ bunc¢k (98). Fosfatidylinozitol 3-kindza (PI3K) je enzym asociovany
S receptory na bunééném povrchu, tvorici S nimi komplexy. K aktivaci tohoto komplexu
dochazi po navéazani rustovych faktort, cytokind a jinych ligandi. Nasledné enzym PI3K
fosforyluje lipidy, napf. lipid fosfatidylinozitol-4,5bis-fosfat (PIP2) fosforyluje na lipid
fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfat (PIP3). Takto PI3K #idi celou fadu intraceluldrnich
signalnich drah. Jeho hlavnim ukolem je vSak aktivace protein serin/treoninové kinazy Akt
(jinak protein kindzy B) pomoci PDK1 (PDK1=3"-phosphoinozitide-dependent kinasel).
Kindza Akt muze fosforylovat dalsi kindzy, transkrip¢ni faktory a jiné regulacni molekuly
(99). Jednim z transkripénich faktord, ktery fosforyluje Akt jsou NF-kB nebo STAT. PI3K
je mozné inhibovat pomoci nadorového supresoru PTEN (PTEN=Phosphatase and Tensin
Homolog Deleted in Chromosome Ten) (100), ktery naopak defosforyluje fosfatidylinozitol
3.,4,5 trisfosfat (101) (viz obrazek ¢. 7.).

Nedavno bylo prokazéno, ze signalni drdha PI3K/Akt mj. reguluje expresi ABC
transportért odpovédnych za MDR. Aktivace signdlni drahy PI3K/Akt je spoustécim
mechanizmem vzniku rezistence riznych typti nadorovych bunék viici cytostatikiim.
Inhibice této signalni drahy mé za nasledek zvyseni citlivosti riznych bunéénych linii:
karcinomu mlécné zlazy na tamoxifen (102), rakoviny moc¢ového méchyte na doxorubicin
(103), adenokarcinomu pankreatu na gemcitabin (104) a nemalobunééného karcinomu plic
na mnoho druhii chemoterapeutik (105, 106).

Pomoci wartmanninu jako inhibitoru PI3K (107) doslo na modelu bunééné linie blasti
AML ke snizeni exprese fosforylované formy proteinu Akt a také transportéru MRPL.
Piedpoklada se, Ze jiny inhibitor LY294002 ovlivituje Golgiho aparat a zptisobuje translokaci
transportéra z cytoplazmatické membrény do cytoplazmy a nasledné pokles jejich funkce
(108, 109). Byl vsak pozorovan také opa¢ny efekt (zvySeni exprese) u melanocytti bunééné
linie MEL4M a to po kratkodobém puisobeni tohoto inhibitoru (teprve dlouhodoba inhibice
vedla ke snizeni exprese ABC transportéril). Diivod tohoto chovani nebyl dosud plné
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objasnén, spekuluje se vSak, ze melanocyty potiebuji ABC transportéry na export latek
produkovanych béhem melanogeneze (110). Transkripéni faktor NF-kB ma vazebné misto
v promotorové oblasti transportéru MDR1 a proto se pifimo podili na regulaci jeho
transkripce (111). Inhibice PI3K pomoci wortmanninu a inhibitoru LY294002 u bunéc¢né
linie odvozené od mySiho lymfomu vedla k inhibici NF-xB a také transportniho proteinu
MDR1 (112).

3.2 Regulace exprese pomoci TKI

3.2.1 Tyrozin kinazové receptory (TKR) — charakteristika

Tyrozin kindzove receptory (TKR) jsou membranové receptory asociované s tyrozin
kinazami (TK), ¢ili s enzymy, které prenaseji fosfatovou skupinu z ATP na aminokyselinu
tyrozin. Navazani ligandu na extracelularni ¢ast receptoru zpusobuje nejdiiv dimerizaci
receptoru, potom aktivaci tyrozin kinazy a navazani adaptorovych molekul (Grb2, SOS)
a nasledné aktivaci riznych kindz, napi. PI3K — viz obrdzek ¢. 7. Nadmérna aktivace
TK je nejcastéji zpusobena translokaci kinazového genu bcr-abl (fuzni protein chronické
myeloidni leukemie) anebo mutaci odpovédnou za aktivaci kinaz asociovanych s receptory
EGF a PDGF (EGF=Epidermal Growth Factor, PDGF=Platelet-Derived Growth Factor)
(113).

3.2.2 Inhibitory enzymi tyrozin kinaz (TKI)

Inhibitory enzyma tyrozin kindz (TKI) jsou latky, které byly primarné vyvinuty pro 1é¢bu
chronické myeloidni leukemie (pro ucely inhibice fuzni bcr-abl kinazy). Nejcastéji dosud
pouzivanym TKI je imatinib mesylat (Gleevec, STI-571) (114, 115), ktery se vyrabi
ve formé& soli methansulfonat. Néktefi pacienti vSak vuci této latce vyvijeji rezistenci.
Jednim z mechanizma vedoucich k rezistenci k imatinibu pozorovanych na bunééné linii
odvozené z bunék chronické myeloidni leukémie (CML) je nadmérna exprese transportéru
MDR1 (116).

Proto byla vyvinuta druha generace téchto inhibitort, ktera je schopna piekonat
rezistenci zpusobenou imatinibem. Pfedstavitelem je dasatinib (Sprycel, BMS-354825),
derivat aminopyrimidinu inhibujici 32 kinaz v¢etné rodiny Src a Abl a nilotinib (AMN107)
inhibujici PDGFR, ARG a c-kit TK (117, 118,119).
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Obrdazek ¢. 5. Strukturalni vzorce vybranych TKIs

3.2.3 Mechanizmus ucinku TKI

TKI se vazou na TKR v misté¢ ptredchozi vazby ATP (imatinib se vaze minimalné pies
21 klicovych tyrozinovych residui lokalizovanych v proteinkinazové aktiva¢ni smycce)
a zabranuji jejich autofosforylaci (120). Nasledkem je stabilizace enzymu v neaktivni formé,
coz vede k inhibici fosforylace substrat, indukci apoptézy a zastaveni signalnich drah
podilejicich se na vzniku nadoroveho fenotypu bunky. Tato inhibice vede rovnéz ke zméné
exprese souvisejicich ,,down-stream® kindz (napi. PI3K, Src, MAPK), které mezi jinymi
reguluji expresi ABC transportért (121, 122) — viz obrazek €. 7.

3.2.4 Regulace exprese pomoci vybranych TKI

Experimentalni zajimavosti je, ze bunééna linie Caco2 kultivovana v pfitomnosti imatinibu
(10 uM) zacina exprimovat transportéry BCRP a MDR1, které tuto latku zacnou pumpovat
do extracelularniho prostiedi. Koncentrace imatinibu uvniti bunky tak klesa na 50 % (123).
Naopak v bunkach rezistentnich na mitoxantron zplsobuje imatinib pokles exprese
transportéru BCRP (124, 125). TKI, které pusobi inhibi¢né na PI3K, mohou regulovat expresi
MDR1 a BCRP transportéru také posttranskripéné diky jejich ptesunu z cytoplazmatické
membrany do cytoplazmy (126).
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3.3 Regulace exprese pomoci agonistii PPARS

3.3.1 Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPARS)

— charakteristika

PPARs jsou steroidni jaderné receptory, které patéi do stejné nadrodiny jako thyroidni,
retinoidni a receptory pro vitamin D. Reguluji riizné biologické procesy jako metabolizmus
tukt a uhlovodika, vyvoj, diferenciaci, apoptozu, nddorovou transformaci, zanét a regeneraci
tkani (127).

3.3.2 Mechanizmus uc¢inku PPARs

PPARs jsou transkrip¢nimi faktory regulujici expresi specifickych gent v zavislosti
na ligandu. Poprvé byly popsany po roce 1990 jako receptory aktivované krysimi
hepatokarcinogeny, které zptisobuji proliferaci peroxisomi (128). Pro zahajeni transkrip¢ni
aktivity vyzaduji heterodimerizaci s retinoidnim X receptorem (129) — viz obréazek ¢. 5.
Skladaji se ze Sesti funkénich domén oznacenych A az E. N-terminalni A/B-doména ma
variabilni délku a obsahuje AF-1 (AF-1=ligand-independent activation function 1).
C-doména je nejvic konzervativni, je to DNA-vazajici doména DBD (DBD=DNA binding
domain) skladajici se ze dvou zinkovych prstu (zinc-finger-like motives) charakteristickych
pro jaderné receptory. D-doména je pouze variabilnim zavésem. Multifunk¢éni E-doména
zahrnuje: ligand-vazajici doménu LBD (LBD=ligand binding domain), doménu AF-2 (AF-
2=ligand-dependent activation function 2) stézejni pro transkripéni aktivaci, dimeriza¢ni
doménu a region zajistujici jadernou lokalizaci receptoru. U né¢kterych jinych jadernych
receptoru je pritomna také jesté F-doména (u PPARS chybi) (128). V piitomnosti agonisty
je DBD navazan na promotorovou sekvenci PPRE — responzivni element proliferatoru
peroxisomu (PPRE=Peroxisome Proliferator Responsive Element) a takto spousti expresi
specifickych gent. PPRE obsahuje elementy DR-1 (DR-1=direct repeat 1 elements) skladajici
se ze dvou ptimych repetici AGGTCA (s jednonukleotidovou mezerou mezi repeticemi)
(130).

3.3.3 Izoformy PPARs a jejich ligandy
Byly popsany tfi izoformy receptort PPARS u zaby Xenopus: PPAR-«, PPAR-4/6, PPAR-y
(131), pozdgji tytéz izoformy byly také popsany u cloveéka. Kazda z nich je kodovana
odlisnymi geny lokalizovanymi na ruznych chromozomech. Tyto izoformy se lisi
fyziologickou funkci, hladinou exprese v riznych tkanich a ligandovou specifitou (132).
Piirozenymi ligandy PPARs jsou mastné kyseliny a eikosanoidy. Syntetické ligandy
zahrnuji hypolipidemika (fibréaty) a stimulatory inzulinu (thiazolidinediony) (133).
Tato prace se zabyvad ucinkem (na expresi ABC transportéri) vybranych agonisti
PPAR-y ze skupiny thiazolidinedion: ciglitazonu, rosiglitazonu a troglitazonu — 1€k,
které byly diive pouzivané pro 1é¢bu diabetes mellitus 2. typu.
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Obrazek ¢. 6: Strukturalni vzorce vybranych agonistii PPAR-y

3.3.4 Regulace exprese pomoci vybranych agonisti PPAR-y

Szatmari a kol. demonstrovali, ze PPAR-ypfimo transkripéné indukuje expresi transportéru
BCRP u lidskych dendritickych bun¢k odvozenych od monocyti a bunééné linie MM6
(z bun¢k myeloidni leukémie). Identifikovali a charakterizovali konzervativni Usek dlouhy
150-pb obsahujici tfi funkéni sekvence PPRE ,,up-stream® od lidského genu berp. Vsechny
tii obsahuji pfimé repetice DR-1 a jsou schopné vazat PPAR-#/RXR heterodimery (134).
U transportéra MDR1 a MRP1 prozatim nebyla nalezena oblast PPRE, byla vsak prokazéna
pfitomnost vazebného mista pro RXR u MDR1 (135).

Oproti tomu Davies a kol. u dvou bunéénych linii rezistentnich na doxorubicin (u bunécné
linie rakovinu prsu MCF-7 a u buné¢né linie leukémie K562) diky ptisobeni troglitazonu
zaznamenali: sniZeni exprese transportéru BCRP a MDR1 a obnoveni citlivosti téchto
bunéénych linii na doxorubicin (136). Proto se zda, Ze agonisté PPAR-ymohou ovliviiovat
expresi transportéru BCRP nejen pfimou vazbou aktivovaného receptoru na PPRE
transportéru (¢imz dochazi k indukci exprese), ale také neptimo — hlavné pies signalni drahu
PI3K/AKkt (kdy transkripce transportért je naopak inhibovana) a to tak, ze aktivuji transkripci
nadoroveho supresoru PTEN (137, 138) — viz obrazek ¢. 7.

Vyse uvedenou tézi obohatil Weiss a kol. zjisténim, Zze vlivem pusobeni troglitazonu
a rosiglitazonu dochazi k inhibici funkce transportéru BCRP (i kdyz exprese mRNA tohoto
transportéru byla indukovana) a Ze naopak u transportéru MDR1 dochazi jak k inhibici
funkce, tak ke snizené expresi mRNA (139). Je tedy vidét, ze agonisté PPAR-y se zdaji
byt vhodnymi negativnimi regulatory exprese transportéru MDR1, zatimco u transportéru
BCRP se povaha regulace nezda jednoznaéna.

Inhibice transkripce transportéru MDR1 vlivem troglitazonu byla prokézana také
u bunécné linie rakoviny zaludku SGC7901 rezistentni na vinkristin (140). V bunééné linii
lidského osteosarkomu 143B rezistentni na doxorubicin byla prokdzana zvysena exprese
transportéru MDR1 a Kruppel-like faktoru 2 (141) — ¢ili specifického PPAR-y supresoru
(142). Ehrhard a kol. inhibovali transkripci transportéru MDR1 pomoci fenolfibréatu
u bunééné linie LLC-PK1 (z epitelialnich bunék pracecich ledvin) a také u bunééné linie
L-MDR1 (odvozené od piedchozi linie, do které byl transfekci vnesen gen kodujici
MDR1) (143). Tyto studie rovnéz potvrzuji vhodnost negativni regulace MDR1 pomoci
PPAR-.

Hafner a kol. prokazali, ze PPAR-yagonisté posiluji imunitni odpovéd’ organizmu amaji

rovnéZ vliv na stroma nadorovych bunék (negativné reguluji angiogenezi) (144).
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Obrazek ¢.7: Regulace exprese ABC transportéri pomoci TKIs a PPAR-y ligandi
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4. Pohled na embryonalni buiiky vybranych tkani
jako na model pro studium MDR

4.1 Podobnost vlastnosti nadorovych bunék s vlastnostmi bunék
embryonalnich

Uz od poloviny 19. stoleti bylo pii studiu patologickych jevii zpozorovano, ze tumory
vznikaji z bunék podobnych embryonalnim bunkam (145). Tento poznatek byl zalozen
na pozorované podobnosti mezi embryonalni a rakovinnou tkani. Béhem kancerogeneze
buiikky prochazeji zpétnou dediferenciaci a jejich vlastnosti se blizi vlastnostem
embryondlnich bun¢k. Jind hypotéza tika, ze pfi¢inou vzniku tumort je porucha nebo
nepravidelnost v embryonalnich rudimentech (Julius Cohnheim, 1889) Tato hypotéza byla
potvrzena objevem nadorovych kmenovych bunék.

Dulezitou piednosti embryonalnich bunék je jejich jasna rezistence ke xenobiotikiim
zajist'ujici pfirozenou ochranu embrya proti cizim Skodlivym latkam. Na zakladé¢ analogie
k buinkam embryondlnim je mozno pak Iépe vést strategii oslabeni ¢i ,,obelsténi’
mnohocetné Iékové rezistence (MDR) bunék nadorovych.

4.2 Embryogeneze stirev, jater a ledvin

Primitivni stfevo se za¢ina vyvijet velmi ¢asné — na konci 3. tydne intrauterinniho vyvoje (dale
jen IUV), kdy embryo uz obsahuje vSechny tii zarode¢né vrstvy: ekto-, endo- a mezoderm.
Nejdiiv se stievni sténa utvaii do podoby ¢étyt zakladnich vrstev a to: mukdzy, submukazy,
vnéjsi svalové vrstvy a serozy. Ve 4. tydnu TUV se vyrazné za¢ina diferencovat endoderm
amezenchym. Epitel travici trubice je nejdtiv jednovrstevny kubicky az cylindricky, pozdé&ji
se méni na epitel vicefady cylindricky, ktery mezi 5. a 6. tydnem uzavira lumen. Ke konci
6. tydne 1UV se diky apoptdze bunék obnovuje prusvit lumen, ktery se vytvati vznikem
drobnych dutinek v epitelu. Tyto dutinky se postupné rozsiiuji a tim vznikaji nepravidelnosti
— zaklad stfevnich klkd. Primitivni stfevni klky jsou tvofeny mezenchymem a epitelovymi
bunikami, které se kolem 8. tydne IUV za¢nou postupné transformovat z epitelu vrstevnatého
naepitel jednovrstevny cylindricky. V mistech s pietrvavajicim epitelem vrstevnatym dochazi
k aktivaci mezenchymu, ktery prortsta smérem k lumen. Apikalni ¢ast klku je tvofena epitelem
jednovrstevnym cylindrickym, zatimco epitel baze ziistava prozatim vicefady cylindricky
— viz obrazek ¢. 8. Piiblizné v prubéhu 13. a 14. tydne IUV vznika slizni¢ni svalovina,
odd¢lujici lamina propria mucosae od submukézy. Béhem 15. a 16. tydne zac¢ina epitel
na bazi klku prorustat do slizni¢niho vaziva a vytvaii tak Lieberkithnovy krypty. V bazalni
¢asti klka se nachazi kmenove bunky davajici vznik progenitorovym bunkam, které se dél
diferencuji na dalsi buné¢né typy (enterocyty, poharkove, endokrinni buiiky atd.). Tyto buiiky
se posouvaji smérem K apikalni ¢asti klkt, kde nahrazuji jiz buniky odumirajici (146).
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Obrazek ¢. 8: Schéma vyvoje stievniho epitelu

Jaterni vybé&zek (zaklad jater) vyrista z endodermu primitivniho duodena ke konci 3. tydne
IUV. Z jeho bunék se diferencuji hepatoblasty, pozdé&ji hepatocyty. Prvni Zlucové kanalky se
formuluji ve 4. tydnu UV, Zlu¢ové vyvody v poloviné druhého mésice IUV. Hematopoéza
v jatrech probiha v obdobi od 6. do 12. tydne IUV.

Ledviny vznikaji pfevazné z intermedidlniho mezodermu — tzv. nefrotomu (intermedialni
mezoderm je Casti tfeti zarodeéné vrstvy — mezodermu spojujici  prvosegmenty
s nesegmentovanym mezodermem). Béhem svého vyvoje prochazi tremi stadii: pronefros,
mezonefros a metanefros. Metanefros (prava ledvina) vznika na Grovni 3. az 5. prvosegmentu
jako souvisly nesegmentovany Utvar — metanefrogenni blastém (MB). Z kaudalni ¢asti
Wolffova vyvodu vyrusta uretrdlni pupen (UP), ktery prorista do MB a vétvi se v ném.
Nasledn¢ dochazi k tzv. reciproké indukci — sérii interakci mezi epitelidlnimi bunkami
uretralniho pupene (UP) a mezenchymovymi bunikami metanefrogenniho blastému (MB)
v obdobi od 5. do 36. tydne IUV. Vysledkem téchto interakci je fragmentace metanefrogenni
tkané na izolované seskupeni mezenchymovych bunék, €ili sféroidy. Sféroidy pozdé&ji
luminizuji a méni se na vacky, které se prodluzuji a méni svij tvar na mésicity (tzv. ,,comma-

31



shaped bodies ©) a esovité prohnuty (tzv. ,,S-shaped bodies “). Z téchto vacki se postupné
vyviji nefrony a to tak, ze z proximalniho konce vznikd Bowmantv vacek, do kterého
se zanoii krevni kapilary glomerulu, a z distalniho konce vznika tubulérni system. Z UP
vznikaji vnitini a vnéj$i cesty mocové — sbéraci kanalky, ledvinové kalichy, panvicka
a mocovody — Viz obrézek ¢. 9. Tento proces se cyklicky opakuje, vznikajici nefrony
se posouvaji od neogenni zony smérem do diené ledviny a napojuji se na stavajici sbéraci
kandlky. Bé&hem nefrogeneze neogenni zona se postupné ztenCuje a piibyva pocet
vyvijejicich se nefronti a sbéracich kanalkd. Na jednom tkanovém fezu embryonalni/fetalni
ledviny najdeme proto tyto struktury v riznych fazich svého vyvoje. Produkce moci zac¢ina
v 9.az 10. tydnu 1UV (147).

metanefrogenni blastém
A, &, bsiac D. E. Tubulus

1 Vit kanalky proximalni
% Tubulus ‘ 3
: distalni
= sféeroid
- i T - »
B. IY tubulus : ‘ f
vatek §
@ / Bowmamiv vatek

Obréazek ¢. 9: Schéma vyvoje metanefros —upraveno podle Malinsky J, Lichnovsky V, 2001 (148)

shéraci
kanalky

4.3 Expresni profil ABC transportéri odpovédnych za MDR
v embryonalnich/fetalnich tkanich

4.3.1 Streva, jatra a ledviny

Embryo se vyviji v zavislosti na vnéjsim prostiedi, které ma dilezity vliv na spravny
prub&h embryogeneze. Placenta tvoii prvni ochrannou bariéru regulujici prunik cizich latek
smérem k embryu. Tato bariéra je vsak semipermeabilni a neni tedy dostacujicim ochrannym
systémem. Piedpoklada se, ze ABC transportni proteiny odpovédné za MDR ve vyvijejicich
se embryonalnich/fetalnich tkanich Iépe prezentuji svoji ochrannou funkci nez ve tkanich
dospélych.

Exprese téchto transportéra vembryonalnich/fetalnich sttevech, jatrech a ledvinach nebyla
dosud uspokojivé prostudovana. Pouze prace Kalkena a kol. popisuje vyskyt transportéru
MDR1 v 9 lidskych embryonalnich/fetalnich tkanich v obdobi mezi 7.-38. tydnem UV
(149). Exprese tohoto proteinu byla detekovana pomoci imunohistochemie, MRNA pomaoci
techniky ,, ribonuclease protection assay*. Slaba exprese proteinu byla zaznamenana
na membran¢ endotelu zazivaciho traktu v dobé od 11. do 20. tydne IUV, v endotelu
tlustého stfeva vSak mnohem zfetelnéji a taky diive - jiz od 7. tydne IUV. Slaba exprese
mRNADbyla
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zaznamenana v 11., 13. a 14. tydnu UV, v 16. a 20. tydnu IUV tato exprese vzrostla. Vyrazna
pozitivita byla popsana také ve Zluc¢ovych kandlcich jater po 14. tydnu 1UV, zlu¢ové vyvody
a jaterni parenchym byly vsak negativni. V ledvinach byla pozitivita popsana v apikalni
¢asti tubuli po 11. tydnu IUV a v Bowmanové membrané nefront v 11. a 13. tydnu 1UV.
Piitomnost MDR1 transportéru u glomerult a metanefrogenniho mezenchymu (MM) nebyla
zjisténa.

Nékolik studii popisuje vyskyt transportéri odpovédnych za MDR béhem potkaniho/
mysiho ontogenetického vyvoje. Rosati a kol. studovali pomoci metody RT-PCR expresi
potkanich transkripti (MRNA) gentt mdrla, mdrlb a mrpl v péti organech v 15. dni IlUV
a také v postnatalnim obdobi do 8. mésice. Hladina potkaniho transkriptu genu mdrla
a mdrlb vzrostla v ledvinach v 6. dni po narozeni, v jatrech také v 6. dni u mdrlb a ve 20.
dni u mdrla. Pokles transkriptu genu mdrla u 5-mési¢nich mysi byl zaznamenan v jatrech,
naproti tomu pokles transkriptu genu mdr1b byl zaznamenan ve v§ech zkoumanych organech
(150). Cui a kol. zaznamenali v ledvinéch pied 10. dnem malé mnozstvi mMRNA genu mdrlb,
pak az do 30. dne nartiist exprese tohoto genu (151).

4.3.2 Ostatni tkané

Vyse popsané tii ABC transportéry byly také nalezeny v dal§ich embryonalnich/fetalnich
tk&nich. Kalken a kol. zaznamenali vyrazny vyskyt proteinu MDR1 v endotelu lidského
embryonélniho zaludku. Vyvijejici se pneumocyty plic a pradusinky byly negativni,
jen hlavni prudusky byly slabé pozitivni v 17. a 20. tydnu IUV. Mozkové tkané embryi
14. a 28. tydne byly negativni, v mozkovych kapilarach vsak byla zaznamenana pozitivita
po 28. tydnu IUV (149). Matsuoka a kol. studovali expresi a lokalizaci pumpy MDR1
Vv tkdnich potkaniho mozku béhem prenatalniho vyvoje. Tato pumpa byla lokalizovana
rovnéz v mozkovych kapilarach, avSak od 7. dne IUV. Jeji exprese v dalSich mozkovych
tkanich béhem ontogeneze postupné vzristala az do dosdhnuti plateau v dospélém mozku
(152).

Petrini a kol. prokazali, Ze transkript genu Mdr1 byl exprimovan v kufecim embryu od
12. dne od vylihnuti, zatimco v burse od 14. do 17. dne IUV (153). Lidsky transportér BCRP
je hojné pfitomny v syncytiotrofoblastu placenty (154), mysi mdrlb se v8ak kromé placenty
nachédzi také v endometriu gravidni délohy (155). MDRI1 byl nalezen v ¢asné fazi
embryogeneze a také v oocytech, kde chrani zrajici zarode¢né bunky pted xenobiotiky (156).
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5. Cile prace

Tato dizerta¢ni prace sleduje nasledujici vyzkumné cile:

cast
Zmapovat expresi ABC transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v embryonalnich/fetalnich

tkanich: stfevech, jatrech a ledvinach predstavujicich riznd stadia IUV.

Il. ¢ast

Zjistit, které z TKIs a agonisti PPAR-yjsou substraty transportéra MDR1, MRP1 a BCRP
pomoci bunéénych linii HL60, HL60-MDR1, HL60-MRP1 a PLB-BCRP;

popsat roli proteint PPAR-y a pPTEN patiicich do signalni drahy PI3K/Akt v procesu
regulace exprese ABC transportéri u bun¢k A549;

stanovit koncentrace IC50 klinicky pouzivanych vybranych téi TKIs (imatinibu, nilotinibu
a dasatinibu) a tfi agonisti PPAR-y(ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) u bunéénych
linii HEK293 a A549;

popsat ucinek klinicky pouzivanych vybranych tii TKIs (imatinibu, nilotinibu
adasatinibu) a téi agonista PPAR-y (ciglitazonu, rosiglitazonu, troglitazonu) na transkripci
ABC transportéri u bunék HEK293 a A549;

popsat ucinek klinicky pouzivanych vybranych ¢ TKIs (imatinibu, nilotinibu a dasatinibu)
na translaci transportért MDR1, MRP1 a BCRP u bun¢k A549.
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EXPERIMENTALNI CAST

6. Material a metody

6.1 Pouzité protilatky

V préci byly pouzity protilatky, jejichz stru¢ny popis je obsazen v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: Seznam pouzitych protilatek

anti-rabbit 1gG

protilatka fedéni | pouziti oznaceni, firma
1:100 IHC | ab3366 [JSB-1], Abcam
MDR1 e APC anti-human CD243 (clone UIC2),
Biolegend
MRPL 1:400 IHC | sc-71600 (6D555), Santa Cruz Biotechnology
FC PE anti-human CD9 (clone HI9a), Biolegend
1:100 IHC | sc-58222 (BXP-21) Santa Cruz Biotechnology
BCRP FITC anti-human CD338 (clone 5D3),
FC .
Biolegend
sekundarni )
) i 1:10000 IHC | HRP Rabbit/mouse, DAKO
anti-mouse/rabbit 1gG
PPAR-y 1:100 WB | sc-81152, Santa Cruz Biotechnology
Ser380/Thr382/Thr383 (sc-9549), Cell
pPTEN 1:200 wB L
Signaling Technology
B-actin 1:1000 WB cs-4967, Cell Signaling Technology
MCM7 1:1000 WB | sc-4018, Cell Signaling Technology
sekundarni i i
) 1:1000 WB sc-7076, Cell Signaling Technology
anti-mouse 1gG
sekundarni i )
1:1000 WB sc-7074, Cell Signaling Technology

Zkratky: IHC - imunohistochemicka detekce proteini, FC - pritokova cytometrie, WB

— westernovy prenos

6.2 Imunohistochemicka detekce proteini

Byla provedena imunohistochemicka detekce ABC transportérii odpovédnych za MDR
v lidskych embryonéalnich/fetalnich stfevech (n=35), jatrech (n=35) a ledvinach (n=37).

Pomoci nepiimé dvoustupiiové metody byla provedena imunohistochemickd detekce
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lidskych zarodkt o staii v rozmezi od 5,5. az 28. tydne IUV. VSechny tkané pochazely
z archivu Ustavu histologie a embryologie LF UP Olomouci.

Tkané byly fixovany ve formolu a zpracovany béznou parafinovou technikou. Tkanové
fezy (4 pum) byly odparafinovdny v xylenu a zavodnéné v sestupné alkoholové tade.
Antigeny byly demaskovany pusobenim citratového pufru (ph=6) v mikrovinné troubé
(Histos Pro, Milestone) (15 min), endogenni peroxiddzova aktivita byla zablokovana
v 3% roztoku peroxidu vodiku (30 min), pozadi u jaternich tkani bylo odstranéno inkubaci
v 5% roztoku odtu¢néného mléka (30 min). Primarnimi protilatkami byly: MDR1, MRP1
a BCRP (Abcam, Santa Cruz Biotechnology), sekundarnimi protilatkami byly anti-mysi/
krali¢i protilatky znacené kienovou peroxiddzou (DAKO, HRP Rabbit/mouse) — viz bod
6.1.. Pro vizualizaci protilatek byl pouzit detekéni systém DAKO EnVision™ + systém HRP
obsahujici 3,3¢ diaminobenzidin (DAB) reagujici s chromogenni peroxidazou a poskytujici
hnédy precipitat. Jako kontrastni barveni byl pouzit hematoxylin. Preparaty byly nasledné
odvodnény ve vzestupné alkoholové fadé a acetonu, projasnény Xylenem a zamontovany
v enthalanu. Exprese proteinii byla hodnocena semikvantitativné pomoci tzv. histoskore.
Histoskore bylo poéitano jako nasobek intenzity signalu (0 — zadny signal, 1 — slaby signal,
2 — silny signal, 3 — velmi silny signal) a procentuélniho zastoupeni pozitivnich bunék
(0 —do 5%, 1 —do 30%, 2 — do 60%, 3 — nad 60%). Maximalni hodnota histoskore je 9.

6.3 Buné¢né linie a jejich kultivace

Pro experimenty byly pouzity bunééné linie HEK293, A549 a HL60 a bunétné linie
transfekované exprimujici jeden ze studovanych transportéri: HL60-MDR1, HL60-MRP1
(157), PLB-BCRP (158). Bun&na linie HEK293 (ATCC &islo CRL-1573) byla poprvé
pfipravena a popsana v roce 1977 F.L. Grahamem (159), je tvotena lidskymi embryonalnimi
ledvinovymi butikami tiimé&si¢niho féta (transfekovanymi adenovirem 5 DNA). Bunééna
linie A549 (ATCC ¢islo CCL-185) sestava z epitelovych bunék nemalobuné¢ného plicniho
karcinomu, které byly poprvé popsany v roce 1972 D. J. Giardem (160). Linie HL60 jsou
suspenzni bunky akutni promyelocytarni leukémie a byly poprvé popsany v roce 1977
S. J. Collinsem (161). Linie HEK293, A549 a HL60 byly darem od Ustavu experimentalni
biologie Masarykovy univerzity v Brn¢. Transfektanty HL60 byly darem od prof. Sarkadiho
z Mad’arské akademie véd v Budapesti (Semmelweis University Medicine, National Blood
Centre, Membrane Res Grp, Hungarian Acad Sci).

Linie HEK293 a A549 byly kultivovany v médiu DMEM (Gibco) s 10 % FBS (fetalnim
bovinnim sérem), s L-glutaminem s antibiotiky streptomycinem (0,1 mg/ml) a penicilinem
(100 U/ml). Suspenzni linie HL-60 a transfektanty HL-60 byly kultivovany v médiu RPMI
1640 s 10 % FBS, s L-glutaminem a s antibiotiky streptomycinem (0,1 mg/ml)
apenicilinem (100 U/ml). VSechny bunéné linie byly kultivovany pii 37 °C a 5 % obsahu CQ
a pasazovany kazdé 3 az 4 dny.
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6.4 WST-1 (test Zivotaschopnosti)

Pro stanoveni Zivotaschopnosti bun¢k byla pouzita kolorimetricka metoda WST, ktera
je modifikaci metody MTT (diive popsana Vv literatuie — 162). Pti WST je svétle Cerveny
roztok tetrazoliovych soli 4-[3-(4-lodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen-
disulfonat metabolizovan mitochondridlnimi dehydrogendzami zivych bunék na tmavée
cerveny formazan, jehoz vzniklé mnozstvi je piimo umérné poctu zivych bunék (163).
Zména zbarveni je méfena spektrofotometricky.

6.4.1 Stanoveni afinity agonisti PPAR-y a TKIs k jednotlivym
transportérim

Pro tucely zjisténi zda agonisté PPAR-y (ciglitazon, rosiglitazon, troglitazon) a TKIs
(dasatinib, imatinib, nilotinib) jsou substraty ABC transportért, byl proveden test WST-1
na bunécné linii HL60 a na bunécnych liniich transfekovanych: HL60-MDR1, HL60-MRP1,
PLB-BCRP. Buriky byly vysety na 96-jamkovou misku (s koncentraci 2x10°bunék v 90 pl
media na jamku). Po 24 hbylo k bunikam pfidano 6 riznych testovanych latek o koncentracich
v rozmezi 1-50 uM v totalnim objemu 10 pl — do jamek slouzicich jako kontrola (blank) bylo
pipetovano pouze 10 pl ¢istého kultivacniho média. Inkubace pii 37 °C a 5% obsahu CO;
probihala dva dny. K takto ovlivnénym bunikam se pak pfidal roztok WST1 (Roche Applied
Science) dvakrat fedény PBS a PMS (1-metoxy-5-metylfenazinium metyl) v poméru PMS
1:1000 WST1+PBS v mnozstvi 10 il na jamku. Inkubace pii 37 °C probihala tfi hodiny,
poté byla zméfena absorbance na ELISA readeru (Schoeller instruments) pii vinové délce
420 nm. Méfeni absorbance bylo provedeno v triplikatu a nasledné byly naméfené hodnoty
normalizovany vhledem ke kontrole (kontrolou byly buiky kultivované v ¢istém mediu).
Méfeni bylo opakovano téikrat a z namétenych hodnot byla stanovena primérna absorbance.

6.4.2 Stanoveni koncentraci IC50 agonistii PPAR-y a TKIs u bunéénych
linii HEK293 a A549

Bunéené linie HEK293 a A549 byly vysety na 96-jamkovou misku (s koncentraci 2x10°
bun¢k v 90 pl media na jamku). Po 24h bylo k bunkam piidano 6 riznych testovanych
latek o riznych koncentracich v totalnim objemu 10ul - do jamek slouzicich jako kontrola
(blank) bylo pipetovano pouze 10ul ¢istého kultiva¢niho média. Inkubace pti 37 °C a 5 %
obsahu CO; probihala dva dny. K takto ovlivnénym bunkam se pak pfidal roztok
WST1(Roche Applied Science) dvakrat fedény PBS a PMS (1-metoxy-5-metylfenazinium
metyl) v poméru PMS 1:1000 WST1+PBS v mnozstvi 10 pl na jamku. Inkubace pti 37 °C

probihala tfi hodiny, poté byla zmétena absorbance na ELISA readeru (Schoeller
instruments) pii vinové délce 420 nm. Aproximaci byla sestavena linearni piimka
znazornujici funkci procentualniho mnozstvi ptezivsich bunék na koncentraci testované
latky. Z rovnice regrese piimky byla vypoétena koncentrace ICso (koncentrace
testovane latky, pti které piezije 50 % bunék). Méteni byla provadéna v triplikatu téikrat.
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Nejdiiv se koncentrace testovanych latek pohybovala v rozmezi 1-20 uM, potom se toto
rozmezi podle hodnot ICso upravilo. Z téchto méfeni byla pro kazdou testovanou latku

vypocitand primérné koncentrace 1Csp.

6.5 Kvantitativni RT-PCR v realném ¢ase

6.5.1 Izolace RNA

Pro izolaci mRNA byl vyuzit komeréné dodavany kit (UltraClean Tissue & Cells RNA
Isolation Kit, MO BIO Laboratories, Inc.). Od bungk, které rostou piisedlé na povrchu
kultiva¢ni misky bylo odsato médium, bunky byly pomoci trypsinu piemistény do zkumavek
a zcentrifugovany 5 minut pii 2000 g pii 37 °C. Peleta byla nasledné resuspendovana
v PBS pufru, suspenze opét zcentrifugovana 5 minut pii 2000 g pfi 37 °C, homogenizovana
(B-merkaptoethanolem s DNazovym pufrem v poméru 1:1000), lyzovana (DN&zovym
promyvacim pufrem), pfenesena do kolonek s membranou vazajici RNA a centrifugovana
(1 minutu pti 10 000 g pti 37 °C). Membrana s RNAbyla potom promyta pomoci centrifugace
(1 minutu pii 10 000 g pti 37°C) 1x promyvacim pufrem eliminujicim proteiny a 2x
promyvacim pufrem eliminujicim soli. Potom byla membrana suSena 2 minuty pii 13 000 g
pti 37 °C. Z membrany byla eluovdna RNA pomoci vody ,,RNAse free* (inkubace 1 minutu,
centrifugace 1 minutu pii 10 000 g pii 37 °C) a skladovana pii -80 °C.

6.5.2 Méreni koncentrace RNA

Pomoci piistroje NanoDrop (Thermo Scientific) byla méfena absorbance izolované RNA
a na zaklad¢ odectenych hodnot byla stanovena koncentrace RNA jednotlivych vzorka.
Absorbance v objemu 1 pl kazdého vzorku byla porovnana s absorbanci kontroly (blanku).
Naméfené hodnoty podavaly informaci o ¢istoté vzorku: pomér mezi hodnotami absorbanci
naméfenych pii 260/230 nm by nemél byt nizsi nez 1,7 — jinak se jednd o kontaminaci
fenolickymi latkami, pomér mezi hodnotami absorbanci namétenych pii 260/280 nm
by se mél pohybovat kolem 2 — jinak se jedna o kontaminaci proteiny. lzolovana RNA
byla skladovéna pfti -80 °C.

6.5.3 Navrhovani primeri a sond

Z databaze NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) byly ziskany sekvence geni ABC
transportér odpovédnych za MDR a to: MDR1, MRP1, BCRP. Pomoci programu primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) byly navrzeny primery zpétné a piimé ataky dualné znacené
TagMan sondy (BHQ1-FAM) — viz tabulka ¢. 5. Pomoci programu PREMIERBiosoft (http:/
www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/Help/xnetprlaunch.html) byla provedena

kontrola moznych zkfiZzenych reakci primert a sond, tvorby smycek atd..
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Tabulka ¢. 5: Primery a sondy pro specifickou amplifikaci geni kédujici ABC transportéry
odpovédné za MDR

primer primy (forward) — sekvence .
gen primer zpétny (reverse) — sekvence %GC T?_F:_Ir?]t; }gnl
sonda- sekvence
ACCCTAAAAACACCACTGGA 45,00 57,02
MDR1 | AATTACAGCAAGCCTGGAAC 45,00 56,97
CGCCAATGATGCTGCTCAAG 55,00 55,00
CTGTGGACTGCAAGTCTTTG 50,00 57,01
MRP1 | GGTAGACCCAGACAAGGATG 55,00 57,00
TGCTTCTGGCTCCCATCACC 60,00 65,00
GCATTCCACGATATGGATTT 40,00 57,36
BCRP | AGGATTGTTTCCTGTTGCAT 40,00 57,11
TTGGGACAAAACTTCTGCCCA 47,62 64,93

6.5.4 Reverzni transkripce
Vsechny chemikalie, primery a sondy pro piepis mRNA do cDNA byly pofizeny od firmy
Elisabeth Pharmacon — viz tabulka ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Master mix (na 1 vzorek)

RT kit plus: komponenty objem/ul

1. | RT-MIX 10

reverzni transkriptaza: MMLV-RT 40U/pl + inhibitor RNaz:

2. RNasi STOP 4U/ul v ,,RNAse free” vodé S
3. | RNA 10
celkovy objem 25

Podminky reakce:

 hybridizace primert pii 25 °C, 10 minut
* reverzni transkripce pii 37 °C, 45 minut

* denaturace pii 95 °C, 5minut

Vysledna cDNA byla skladovana pti -20°C.

6.5.5 Amplifikace pomoci gRT-PCR

gRT-PCR (qRT-PCR=quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction) je
metoda PCR kvantifikujici vzorky v redlném ¢ase. VVzorky byly pipetovany v triplikatech
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na 96 jamkovou desti¢ku — viz tabulka ¢. 5, desticka potom byla piekryta ochrannou folii,
centrifugovana pii4 °C a 13 000 g po dobu 5 min. Samotné reakce byla provadéna na piistroji
Lightcycler 480-96S Real-Time PCR od firmy Roche. Jako endogenni kontrola byl pouzit
gen pro lidsky ACTB (beta aktin), k némuz byla vztazena relativni kvantifikace.

Tabulka é& 7: Master mix (pro 1 vzorek)

komponenty koncentrace | objem/ul
1. | master mix 10
2. | ptimy primer 200 nM 0,04
3. | zpétny primer 200 nM 0,04
4. | sonda 100 nM 0,02
5. | MQ sterilni voda 79
6. | cDNA 2
celkovy objem 20

Podminky reakce:

Pocate¢ni denaturace: 94 °C, 5min
1. Denaturace: 95 °C, 10s

2. Hybridizace primert (annealing): 60 °C, 10s 45 cykla

3. Prodluzovani primera (extension): 72 °C, 10s

Konec¢né chlazeni
6.6 Priatokova cytometrie

Bunééna linie A549 byla po dosazeni 90% konfluence ovlivnéna imatinibem, nilotinibem
a dasatinibem (koncentraci IC50). Po 1 a 3 dnech od ovlivnéni byly bunky sklizeny pomoci
akutazy, 2x oplachnuty v PBS pufru, centrifugovany pii 400 g po dobu 5 min, nasledné
inkubovany pii pokojove teploté 15 minut v pfitomnosti DNazy (STEMCELLTechnologies),
a centrifugovany pti 400 g po dobu 5 min. Potom byly buiiky spocitany pomoci piistroje
Coulter Counter (Beckman Coulter) a z tohoto Udaje bylo spocitano vysledné mnozstvi bunék
v roztoku. Redénim pomoci CellWASH pufru (BD Biosciences) byla ptipravena bunééna
suspenze. Poté byly pfidany monoklonalni protilatky v satura¢ni koncentraci — viz tabulka
¢. 4 (protilatky byly pfidavany vzdy ke stejnému mnozstvi bunék v celkovém objemu
100 pl), inkubace probihala 20 minut ve tmé pii pokojové teploté. Po inkubaci byly
vzorky zcentrifugovany pii 400 g po dobu 5 min a opét promyty v CellWASH pufru.
Povrchové antigeny byly analyzovany prutokovou cytometrii (FACS Canto 1, Becton-
Dickinson). V kazdém vzorku bylo méfeno minimalné 30 000 bunék. Gatovani bylo
provedeno pomoci diagramu FS/SS (forward scatter/side scatter), odstranéni dubleti bylo
provedeno pomoci diagramu FSC-H (forward-scatter height) versus FCS-A (forward-scatter
area).
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Mediany intenzity fluorescence byly odecteny z histogramti analyzovanych antigent
anasledné pomoci kalibra¢nich kuli¢ek znac¢enych fluorochromy PE, FITC a APC pievedeny
na MESF jednotky (molecules of equivalent soluble fluorochrome) za pouziti softwaru
QuickCal®(Bangs Laboratories, IN). Roztok kalibra¢nich kulicek byl fedén tak, ze jedna
kapka roztoku byla pfidana k 400 pl pufru CellWASH a dobie promichana. Kalibra¢ni
kulicky oznacené jako blank byly analyzovany ve stejném pufru. Z mediant intenzity
fluorescence kalibra¢nich kuli¢ek byla sestavena kalibracni pifimka, na zakladé¢ které¢ byly

odecteny hodnoty MESF pro kazdy analyzovany vzorek.
6.7 Imunofluorescenc¢ni znaceni proteini

Bunécna linie A549 byla kultivovana 24 hodin ve 4-jamkové misce (uréené pro analyzu
pomoci konfokalniho mikroskopu). Nasledné byly buiiky oznacené monoklonalni protilatkou
PE anti-human CD9 (clone HI9a, Biolegend), chromatin byl obarven modiec pomoci DAPI.
Analyza byla provedena pomoci konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 780 Axio Observer.

6.8 Western blotting

6.8.1 lzolace proteinu

Lyzac¢ni pufr pro izolaci proteini byl pfipraven podle tabulky ¢. 8. Inhibitory fosfataz
(oznaceni FI) a proteinaz (oznaceni PI) byly pofizeny od firmy Roche (PhosSTOP).
Slozeni zasobnich roztok:

* FI: 1tabletu rozpustime v 1 ml ddH O

* PI: 1 tabletu rozpustime ve 2 ml ddH.O

* NP-40 pufr: 21ml 0,5M EDTA pH=8,0; 50ml 0,1M Tris; 15ml 1M NaCl; 1 ml NP-40;
doplnit do 100 ml deionizovanou vodou.

Tabulka ¢. 8: SloZeni lyza¢niho pufru (pro 1 vzorek)

komponenty objem/ul

NP-40 pufr 258
Fi 30
Pl 12

celkovy objem 300

Od bunék, které rostou na povrchu Petriho misky o praméru 5 cm bylo odsato médium.
Nasledné byly bunky 2x oplachnuty studenym pufrem PBS, bylo k nim ptidano 300 pul
lyza¢niho pufru a bunky byly lyzovany 5 minut na ledu. Potom burnky byly rozetteny
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sterilni skrabkou, lyzaéni roztok s buitkami odpipetovan a inkubovan 1 hodinu na ledu
(behem inkubace byly buiky kazdych 15 minut kratce vortexovany). Lyzované bunky byly
centrifugovany po dobu 30 minut pti 15 000 g pti 4 °C. Supernatant byl skladovan pii -80 °C.

6.8.2 Méfeni koncentrace proteini pomoci metody Bradfordove
Bylo pfipraveno 5 standardii koncentraci proteinii v rozmezi 100-500 pg/ml tfedénim
zasobniho roztoku lidského albuminu (1mg/ml) destilovanou vodou — viz tabulka ¢. 9.

Tabulka ¢. 9: Priprava proteinti o koncentraci v rozmezi 100-500 pg/ml

komponenty/ul cellfovy
standardy koncentraci zasobni roztok albuminu dH O objem
(ng/ml) (1 mg/ml) 2 standardii/pl
100 10 90
200 20 80
300 30 70 100
400 40 60
500 50 50

Na mikrotitraéni desticku pipetujeme v duplikatech 10 pl: destilované vody (blanku),
standardli koncentraci proteintl a lyzath fedénych 10x. Nasledné€ do kazdé jamky piidame
200 pl roztoku Bradfordove a inkubujeme 5 minut. Pomoci ELISA readeru (Schoeller
instruments) méfime absorbanci pti vinové délce 595 nm. Sestavime si kalibra¢ni ptimku

a odecteme koncentraci proteint v lyzatu.

6.8.3 SDS-PAGE - elektroforeticka separace proteini

v polyakrylamidoveém gelu

Po sestaveni aparatury (Bio-Rad) pro naliti gelu byl pfipraven 10 % separa¢ni gel, ktery
obsahoval: 2,1 ml MQ vody, 2,8 ml 1M TRIS-HCI (pH = 8,8), 75 ul 10 % SDS, 20 ul 10 %
APS, 2,5 ml 30% akrylamidu, 5 pl TEMED. Gel byl napipetovan sttedem mezi pfipravené
sklo a keramickou desti¢ku cca 1 cm pod uroven dna jamek. Tuhnouci gel byl pievrstven
destilovanou vodou. Polymerace probihala 30 minut. Jakmile byla smés zpolymerizovana,
voda byla odlita a ptipadné zbytky odsaty odsavackou. Na takto pfipraveny 10% gel byl
napipetovan 5% zaostfovaci gel, ktery obsahoval: 2,6 ml MQ vody, 470 ul 1M TRIS-HCI
(pH =6,8),37,5 ul 10 % SDS, 18,8 ul 10 % APS, 627 ul 30 % akrylamidu, 3,75 pl TEMED
apridan hiebinek. Po 30 min polymerizace byla aparatura s gelem vlozena do elektroforetické
vany a zalita elektroforetickym pufrem (29 g glycinu, 6 g Tris, 10 ml 10% SDS, 2 | destilované
vody). Po naliti elektroforetického pufru byl odstranén hiebinek a do prvni jamky bylo
napipetovano 1 ul markeru (Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker — GE Healthcare,
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Life Sciences) a doplnéno do celkového objemu 15 ul nanaSecim pufrem (4 g sacharozy,
5¢g 5% roztoku bromfenolové modii, 2ml 0,5M EDTA pH 8,0).

Do ostatnich jamek bylo napipetovano po 15 ul jednotlivych vzorkad, které byly pied
nanesenim povafeny 5 min pii 95°C a poté kratce zcentrifugovany. Elektroforéza byla
provadéna pocate¢nich 30 min pii napéti 75-80 V a poté pii 100 V (Power Pac 200, Bio-Rad
Laboratories).

6.8.4 Westernovy prenos

Po probéhnuti elektroforézy byl gel opatrné vyjmut z aparatury a promyvan spole¢né
s PVDF (polyvinylidendifluorid) membranou (Millipore) a dvéma filtracnimi papiry
Whatman (Amersham) 30 minut ve vychlazeném transferovém pufru (29 g glycinu, 6 g Tris,
2 | destilované vody). Byl sestaven ,,sendvi¢*: filtra¢ni papir, gel, membrana, filtra¢ni papir.
Pienos proteint probihal pomoci polosuchého transferu (Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell, Bio-Rad) po dobu 45 minut pfi napéti 20 V.

6.8.5 Detekce proteinti na membrané

Po westernovém pienosu byla PVDF membrana promyvana 60 min 5% roztokem mléka
v PBS s 0,1 % tweenu-20. Inkubace primarnich protilatek probihala pies noc v 5% roztoku
mléka. Nasledujici den byla smés protilatek 3x promyta po dobu 15 min 1% pufrem PBS
a piidana sekundarni anti-mysi nebo anti-krali¢i protilatka. Redéni protilatek — viz tabulka
¢. 4. Po 60 min inkubaci pii pokojové teploté byla membrana znovu 3% promyta po dobu
10 min 1% pufrem PBS. Na takto pfipravenou membranu byla napipetovana smés ptipravena
z komponent kitu ECLplus (GE Healthcare) a nechana plsobit po dobu alespont 5 min.
Poté byla membrana zabalena do folie a vlozena do kazety. V temné komote byl do kazety
vlozen film (CL-XPosure Film, Thermo Scientific) a po 5 min. vyvolan postupnym
ponofenim do vyvojky, vody, ustalovace a nakonec oplachnut v proudu vody.

6.9 Statistika

Vétsina vysledka je uvedena ve formé pramért z nezavislych méteni a smérodatné odchylky.
Vyznamnost rozdila u dat ziskanych pomoci qRT-PCR byla stanovena pomoci T-testu:
na hladiné P < 0.05 je tento rozdil v grafech znazornén symbolem * a na hladin¢ P < 0.01

je tento rozdil v grafech zndzornén symbolem **,
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7. Vysledky

7.1 Imunohistochemicka lokalizace ABC transportéri
odpovédnych za MDR v embryonalnich/fetalnich tkanich:

7.1.1 streva

Transportér MDRI1 je exprimovan od 12. tydne IUV v apikdlni membrané enterocytl
(viz obrazek ¢. 10). Transportér MRP1 je slabé exprimovan v cytoplazmatické membrané
enterocytd stfevnich klka v 5,5. a 6. tydnu IUV. Od 7. tydne IUV je patrna jaderna pozitivita
nékterych enterocyti (viz obrazek ¢. 11), ktera se od 8,5. tydne IUV piesouva spiSe
do apikalni ¢asti klka s epitelem jednovrstevnym kubickym az cylindrickym. V bazalni ¢asti
klka s epitelem vicefadym je pozitivita cytoplazmaticka (viz obrazek ¢. 12 a 13). V dospélém
tlustém strevu je patrnd jaderna pozitivita vSech enterocyti. Transportér BCRP je exprimovan
ve v§ech vzorcich jak v cytoplazmé, tak v cytoplazmatické membrané enterocyti. V zavislosti
na fazi IUV se vSak méni poloha BCRP pozitivnich bun¢k ve tkani. Od 8,5. tydne IUV
je vyrazné pozitivni zejména bazalni ¢ast stievnich klka (viz obrazek ¢. 15 a 16) — shrnuto
v tabulce €. 10 a grafu €. 1.

Pohérkové bunky jsou negativni pro vsechny téi ABC transportéry. Od 10. tydne UV
je pozorovana pozitivita v endotelu vyvijejicich se cévnich kapilar a také v gangliovych
bunikach v podslizni¢nim vazivu (tunica submucosa). Slaba exprese transportéri MRP1
a BCRP je prokazana ve slizni¢ni svaloving (tunica muscularis externa), exprese transportéru
MRP1 v této vrstvé je obzvlast’ patrnd v obdobi od 10. do 14. tydne 1UV.

Tabulka ¢. 10: Exprese transportéri MDR1, MRP1 a BCRP
v embryonalnim/fetalnim stievnim epitelu

struktura

MDR epitel
transporter P
MDR1 + (CM od 12. tydne IUV)
+ (CM od 5,5. do 6. tydne IUV)
MRP1
+ (J od 7. tydne IUV)

BCRP +(CM, C)

Zkratky: + - pozitivita, CM - cytoplazmaticka membrana, C — cytoplazma, J — jadro
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Graf¢. 1: Exprese transportéra MDR1, MRP1a BCRPv embryonalnim/fetalnim stfevnim epitelu

7.1.2 jatra

Transportér MDRL je exprimovan od 5,5. tydne IUV ve vyvijejicich se zlu¢ovych kanalcich
(viz obrédzek ¢. 17). S postupnou diferenciaci zlu¢ovych kanalki (od 9. tydne 1UV) roste
i mira exprese tohoto transportéru (viz obrézek ¢. 18 a 19). Transportér MRP1 je exprimovan
v jadrech hepatocytli v dobé€ od 10. do 17. tydne IUV (viz obrazek ¢. 20 a 21). V dospélych
jatrech je patrna ojedinéla pozitivita v cytoplazmé hepatocytt. Exprese transportéru BCRP
je zaznamenana v jadrech hepatocyti pouze v dobé¢ od 10. do 11. tydne IUV. V dospélych
jatrech je tento transportér exprimovan v cytoplazmé hepatocytt, ojedinéle na membrané
hepatocytii — pfehledné shrnuto v tabulce ¢. 11 a grafu ¢. 2a a 2b.

Tabulka ¢. 11: Exprese transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v embryonélnich/fetalnich
Zlu¢ovych kanalcich

struktura
MDR o .
transporter Zluc¢ové kanalky hepatocyty
MDR1 + (CM) -
MRP1 - + (J od 10. do 17. tydne IUV)
BCRP - + (J od 10. do 11. tydne 1UV)

Zkratky: + pozitivita, CM — cytoplazmatickd membrana, C — cytoplazma, J — jadro
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Graf'¢. 2a: Exprese transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v embryonalnich/fetilnich Zluc¢ovych
kanalcich
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Graf¢. 2b: Exprese transportéri MDR1, MRP1aBCRPv embryonalnich/fetalnich hepatocytech

7.1.3 ledviny

V apikalni membrané tubularniho systému ledviny typu mezonefros je zaznamenana silna
exprese transportéri MDR1 (viz obrazek ¢. 22) a MRP1, zato slaba exprese transportéru
BCRP. V metanefros exprese vsech tii ABC transportérti nezavisi na staii embryonalni/
fetalni tkang, ale na umisténi ve tkani. Kazda ledvina typu metanefros byla rozdélena
na tfi ¢asti: neogenni zonu (metanefrogenni blastém MB a vyvijejici se nefrony s vétvicim
se uretralnim pupenem UP), subneogenni zénu (mezenchym, vyvijejici se renalni téliska,
tubularni systém) a dren. Mezenchym je negativni, MB je slabé pozitivni pro vsechny
tii ABC transportéry ve vsech testovanych tké&nich. S mirou diferenciace nefront
(sféroidy, tzv. ,,comma-shaped bodies “ a ,,S-shaped bodies ) roste i mira exprese ABC
transportéru. Nejsilngjsi pozitivita je zaznamendna v apikalni membran¢ proximalnich
tubuld, slabsi v membrané¢  distalnich  tubuli, Henleovy  klicky, uretralnich
pupent/sbérnych kanalk.
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V nékterych Bowmanovych vaccich a glomerulech jsou exprimovany transportéry MRP1
a BCRP (viz obrazky €. 23 az 29) — piehledné shrnuto v tabulce ¢. 12.

Tabulkac. 12: Exprese transportéri MDR1, MRP1aBCRPv embryonalnich/fetalnich ledvinach

struktura
MDR metanefro- vyvijejici dalsi
) prox.
transpor- | mezenchym genni se glomeruly | tubuly, tubul
ter blastém (MB) | nefrony kanalky y
MDR1 - - +(CM) - +(CM) | +(CM,C)
MRP1 ; i s@CM) | +(@cMm) | +cmy | T ((3;\/"0'
BCRP +(C) +(C) + (CM) + (CM) +(CM) | +(CM,C)

Zkratky: + pozitivita, CM — cytoplazmaticka membrana, C — cytoplazma, J — jadro

—=— MDR1

—— MRP1

—— BCRP
\

mezenchym Vyv! lJeJlCl se _.lomeml) dalgi tubuly,  prox. tubuly
N=37 nefrony kanalky
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Graf'¢. 3: Exprese transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v embryonalnich/fetalnich ledvinach
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Obrazek ¢. 10: Fetalni stievo, 16. tyden IUV,  Obrdzek ¢. 11: Embryonalni stievo, 7. tyden
MDR1 pozitivni apikalni membrana IUV, ndhodnd MRP1 jaderna pozitivita
stievnich klki (Sipka), slaba + mezenchymu  enterocytu (Sipka). Zv. 400x

a tunica muscularis externa. Zv. 200x

Obrazek ¢. 12: Fetalni stievo, 9. tyden Obrdzek ¢. 13: Fetalni stfevo, 19. tyden 1UV,
IUV, MRP1 jaderna pozitivita enterocyti zietelna MRP1 jaderna pozitivita enterocytu
v apikalni, ¢asti klka (Sipka), v bazilni ¢asti v apikalni ¢asti klka. Zv. 400x

klki cytoplazmaticka pozitivita enterocyti.

Zv. 200x

Obrdazek ¢. 14: Embryonalni stievo, Obrazek ¢. 15: Fetalni stievo, 10. tyden 1UV,
5,5. tyden 1UV, BCRP cytoplazmaticka BCRP cytoplazmaticka pozitivita v bazalni
pozitivita primitivnich enterocyti. Zv. 800x  &asti stfevnich klkii. Zv. 200x
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Obrdazek ¢. 16: Fetalni stievo, 19. tyden IUV,  Obrdzek ¢. 17: Embryonalni jatra, 5,5. tyden
detail stfevniho klku, BCRP pozitivni bazalni UV, MDR1 slabé pozitivni vyvijejici se
¢ast klku. Zv. 400x Zlucové kanalky. Zv. 400x

Obrazek ¢. 18: Fetalni jatra, 16,5. tyden IUV  Obrdzek ¢. 19: Fetalni jatra, 20,5. tyden 1UV,
MDRI1 pozitivni Zlu¢ové kanalky, hepatocyty MDRI1 pozitivni Zlu¢ové kanalky (Sipka),
jsou negativni. Zv. 400x hepatocyty jsou negativni. Zv. 200x

Obrazek ¢. 20: Fetélni jatra, 11. tyden 1UV, Obrazek ¢. 21: Fetélni jatra, 16,5. tyden 1UV,
MRP1 jaderna pozitivita hepatocytii vdobé  MRPI1 jaderna pozitivita hepatocyti v dobé
hematopoézy. Zv. 400 hematopoézy (Sipka). Zv. 400x
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Obrazek ¢. 22: Embryonalni mezonefros,
5,5. tyden UV, MDR1pozitivni apikalni
membrana tubuld (Sipka). Zv. 200%

Obrazek ¢. 23: Fetélni metanefros,

10. tyden IUV, MDR1 neg. MB, slabé
pozitivni vyvijejici se nefrony, vyrazné
pozitivni tubularni systém. Zv. 100x

Obrazek ¢. 24: Fetalni metanefros, 10. tyden
UV, rozdil mezi negativnim mezenchymem
a MRP1 pozitivnim tubularnim systémem.
Zv. 200%

Obrazek ¢. 26: Fetélni metanefros, 10. tyden
IUV, MRP1+ detail proximalniho tubulu.
Zv. 800x

Obrazek ¢. 25: Fetalni metanefros, 10. tyden
IUV, MRP1+ tubularniho systému, vyrazné
pozitivni apikalni membrana prox. tubuli.
Zv. 400x

Obrazek ¢. 27: Fetalni metanefros, 13. tyden
IUV, MRP1 pozitivni apikalni membrana
a cytoplazma tubuli. Zv. 400x
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Obrazek ¢. 28: Fetalni metanefros, 14. tyden Obrazek ¢. 29: Fetalni metanefros, 18. tyden

IUV, MRP1 pozitivni detail glomerulu. IUV, BCRP neg. MB, slabé + vyvijejici se

Zv. 800x nefrony, vyrazné pozitivni prox. tubuly
(Sipka). Zv. 200%

7.2 Stanoveni koncentrace 1C50 pro agonisty PPAR-y a TKIs u
bunéénych linii HEK293 a A549 pomoci testu Zivotaschopnosti
WST-1

Aby v dalsich experimentech byly ovlivnény buiiky se stejnou efektivitou, byly stanoveny
koncentrace IC50 testovanych latek. Pomoci stanoveni poétu prezivsich bunék byla
zhotovena kalibra¢ni piimka a z ni byla pomoci regresni analyzy stanovena koncentrace
IC50 jako koncentrace zpusobujici snizeni po¢tu bunék na 50 % vuci kontrole. Vysledky
jsou shrnuty v tabulce ¢. 13.

Tabulka ¢. 13: Hodnoty koncentrace 1Cso pro TKIs a agonisty PPAR-y u
bunécnych linii HEK293 a A549

1Cso/uM
Zkoumana latka
HEK293 A549
imatinib 2.500 24.000
TKIs nilotinib 8.800 0.900
dasatinib 0.010 0.015
ciglitazon 15.200 18.000
agonisté PPAR-y rosiglitazon 54.500 30.500
troglitazon 25.00 55.000
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7.3 Vliv agonisti PPAR-y a TKIs na expresi ABC transportéra
odpovédnych za MDR na urovni mRNAuU modelovych bunéénych
liniil HEK293 a A549

Pomoci gRT-PCR byl stanoven expresni profil transportéri MDR1, MRP1 a BCRP
po pouziti TKIs a agonisti PPAR-y u bunéénych linii HEK293 a A549. Endogenni
exprese vSech tii ABC transportérti je v buitkaich HEK293 velmi nizka, proto jsou vhodné
ke studiu dé&ji, které se v bunikach neodehravaji spontanné. Oproti tomu v bunikach A549
je exprese vSech tii transportéri vysoka a proto jsou dobrym modelem pro analogii
uz vytvoiené Iékove rezistence.

Agonistée PPAR-y inhibuji u¢inné expresi mRNA pouze transportéru MDRI1. Jediné
ciglitazon aktivuje expresi tohoto transportéru u bunék HEK293 po 3. dnu.

Imatinib inhibuje expresi mMRNA transportéru MDR1 uZz od 1. hodiny od ovlivnéni. Tato
inhibice trva do 1. dne u bun¢k A549 a do 3. dne u bun¢k HEK293. Exprese transportéri
MRP1 je rovnéz po 1. hoding inhibovana, avsak nasledné v ¢ase opét postupné roste. Oproti
tomu exprese transportéru BCRP roste u bunék A549 po 6. hodiné (1,24-nasobek) a naroste
po 1. dnu (1,33-ndsobek). U buné¢k HEK293 exprese naroste po 1. dnu (16-nésobek) a po
3. dnu (7,3-néasobek).

Nilotinib inhibuje expresi transportéri MDR1 a MRP1 u bunék A549 od 6. hodin do
3. dne od ovlivnéni, u bunék HEK293 do 6. hodin od ovlivnéni. Exprese transportérit BCRP
u bunék A549 naroste stejné jako po ovlivnéni dasatinibem po 1. hodiné (3,5-nasobek),
u bunék HEK293 vsak pozdéji po 1. dnu (5,98-nasobek) a po 3. dnu (2,08-nasobek)
— piehledné zobrazeno v grafu ¢. 4 a 5.

Dasatinib inhibuje expresi mMRNA vsech tii transportéri u obou bunécnych linii az do
3. dne od ovlivnéni, jediné exprese transportéru BCRP u bunécné linie A549 po 1. hodiné
naroste (2,54-nasobek).
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Obrazek ¢. 30: Amplifika¢ni kifivky kvantitativni PCR s reverzni transkripci (QRT-PCR).
Produkty amplifikace genu MDR1 a p-aktinu.
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Graf ¢. 4: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u bunék A549 ovlivnénych A: Ciglitazonem,
B: Rosiglitazonem, C: Troglitazonem

Vysledné hodnoty ziskané pomoci gRT-PCR jsou normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.
Hladina mRNA jednotlivych ABC transportért je vztazena k transkripcni hladiné ,,house-keeping™
genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou prumérem 2 nezavislych experimentt. Statisticky vyznamna
zména exprese ABC transportérti oproti kontrole (P<0,05) je oznaéena (*), (P<0,01) je oznadena

(**) .
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Graf ¢. 5: qRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u bunék HEK293 ovlivnénych A: Ciglitazonem,
B: Rosiglitazonem, C: Troglitazonem

Vysledné hodnoty ziskané pomoci gRT-PCR jsou normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.
Hladina mRNA jednotlivych ABC transportért je vztazena k transkripcni hladiné ,,house-keeping™
genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou prumérem 2 nezavislych experimentu. Statisticky vyznamna
zména exprese ABC transportérti oproti kontrole (P<0,05) je oznaena (*), (P<0,01) je oznaéena

(**) .
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Graf ¢. 6: gqRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u bunék A549 ovlivnénych A: Imatinibem,
B: Nilotinibem, C: Dasatinibem

Vysledné hodnoty ziskané pomoci gRT-PCR jsou normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.
Hladina mRNA jednotlivych ABC transportért je vztazena k transkripéni hladiné ,,house-keeping™
genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou pramérem 2 nezavislych experimentt. Statisticky vyznamna
zména exprese ABC transportéru oproti kontrole (P<0,05) je oznaena (*), (P<0,01) je oznaéena

(**) .
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Graf'¢. 7: QRT-PCR pro MDR1, MRP1 a BCRP u bunék HEK293 ovlivnénych D: Imatinibem,
E: Nilotinibem, F: Dasatinibem

Vysledné hodnoty ziskané pomoci qRT-PCR jsou normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.
Hladina mRNA jednotlivych ABC transportéru je vztazena k transkrip¢ni hlading ,,house-keeping™
genu ACTB (beta aktin), hodnoty jsou primérem 2 nezavislych experimenti. Statisticky vyznamna
zména exprese ABC transportéri oproti kontrole (P<0,05) je oznaéena (*), (P<0,01) je oznaéena

(**) .
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[e]

7.4 Vliv agonisti PPAR-y a TKIs na expresi ABC transportéra

odpovédnych za MDR na urovni proteinii u modelové bunééné
linie A549

Aby se zjistil u¢inek vlivu agonisti PPAR-y a TKIs na expresi transportérit MDR1, MRP1
a BCRP na urovni proteinti, byla pouzita prutokova cytometrie. Exprese proteini je vyjadiena
v jednotkach MESF (molecules of equivalent soluble fluorochrome).

Vsechny tii TKIs vyrazné snizuji expresi transportéru MDR1 ve 3. dni od ovlivnéni
(nejvyraznéjsi pokles exprese je zaznamenan po pouziti nilotinibu a to z 63 628 na 9 900
MESF). Exprese transportéru MRP1 se rovnéZz mirné sniZuje, naopak exprese transportéru
BCRP s rostouci délkou kultivace bunék se zvysuje — piehledné zobrazeno v grafu ¢. 6.

Ptiklad gatovani bunék je zndzornén ve schématu €. 1.
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Schéma ¢. 1: Gating A549 zna¢enych MDR1-APC bunék po ovlivnéni imatinibem A: Bunky

A549 znacené MDRI-APC byly gatovdny na histogramu forward-scatter

height (FSC-H)

vs. forward-scatter area (FSC-A). B: Gating stejnych bunék na histogramu side-scatter area (SSC-A)
vs. forward-scatter area (FSC-A). C: Kalibra¢ni mikrocastice (pro MESF jednotky) byly gatovany
na histogramu side-scatter area (SSC-A) vs. forward-scatter area (FSC-A). D: Jejich stéedni intenzita
fluorescence (MFI) byla métena na jednoparametrovéem histogramu. Dot ploty znazoriuji expresi
MDRI1 transportéru u E: kontrolnich neovlivnénych bunék, F: bunék po 1. dnu od ovlivnéni

imatinibem, G: bunék po 3. dnu od ovlivnéni imatinibem, G: porovnani exprese MDR1 transportéru
u vSech zkoumanych populaci.
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Exprese transportéru MRP1 ubunékA549 byla potvrznena pomoci piimé immunofluorescence

— viz obrazek ¢. 31.

Obrdzek ¢. 31: Imunofluorescencni znaceni transportéru MRP1 pomoci protilatky znacené
fluoroforem PE (clone HI9a; Biolegend) u A549 bunék. Jadra jsou znacena DAPI. Zv.400x
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Graf'¢. 8: Exprese proteini MDR1, MRP1 a BCRP u A549 bunék ovlivnénych TKIs

Mediany hodnot intenzity fluorescence byly ptevedeny do MESF (molecules of equivalent soluble
fluorochrome) jednotek.

60



7.5 Moznosti regulace exprese ABC transportéri odpovédnych
za MDR pomoci aktivace proteinii PPAR-y/PTEN

Pro pochopeni ulohy proteintit PPAR-y/PTEN v procesu regulace exprese ABC transportéra
odpovédnych za MDR byla pomoci westernového pienosu detekovana exprese proteint
PPAR-y a fosforylovaného PTEN (na aminokyselinach Ser380/Thr382/Thr383) po ovlivnéni
TKIs a agonisty PPAR-y.

Ve 3. dnu po ovlivnéni TKIs a agonisty PPAR-y je pozorovan narist exprese PPAR-y
a fosforylované formy pPTEN. Ukazuje se, ze PPAR-y/PTEN jsou negativnimi regulatory
exprese ABC transportérti odpovédnych za MDR.
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Obrézek ¢. 32: Detekce PPARy a pPTEN v buiikach A549 po pisobeni TKIs a agonistii PPARY.
Vysledky jsou ilustraéni obrazky ze dvou opakovani experimentu. Lyzaty byly zhotoveny po jednom
a tfech dnech inkubace se zkoumanymi latkami. Beta actin a MCM7 slouzi jako kontrola stejného

mnozstvi proteintl ve vzorku.
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7.6 Afinita TKIs a agonistii PPAR-y k jednotlivym transportérim

Pomoci testu zivotaschopnosti WST-1 byla stanovena substratova afinita TKIs a agonist
PPAR-y k transportérim MDR1, MRP1 a BCRP. Tento experiment byl provadén

na leukemické buné¢né linii HL-60 s mizivym mnozstvim ABC transportéri a na

transfekovanych bunéénych liniich exprimujicich jeden ze studovanych transportéra
(HL-60-MDR1,HL-60- MRP1, PLB-BCRP).
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Graf ¢. 9: Test zivotaschopnosti WST-1 pro agonisty PPAR-y u bunék HL60, HL60-MDR1,
HL60-MRP1, HL60-BCRP. Vysledné hodnoty jsou primeérem 3 nezavislych experimenti

a jsou normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.

62



Imatinib

1.6
L @ HL60
1.2
k5 @ HL60-MDR1
g o @ HL60-MRP1
208 "
()
£0.6 B PLB-BCRP
(2]
= 0.4
0.2
0 ontrola 1 5 10 20 35 50
koncentrace/uM Nilotinib
Hotini
1.6
1.4
ol HL60
812 ]
% 1.0 @ HL60-MDR1
208 @ HL60-MRP1
[0}
206
S B PLB-BCRP
S 0.4
0.2
kontrola 1 5 10 20 35
koncentrace/uM Dasatinib
1.4
g iz @ HL60
1.0
K3 @ HL60-MDR1
0.8
. @ HL60-MRP1
$06
(@] -
204 B PLB-BCRP
Z
0.2
kontrola 1 5 10 20 35 50
koncentrace/uM

Graf¢. 10: Test zivotaschopnosti WST-1 pro TKIs u bunék HL.60, HL.60-MDR1, HL60- MRP1,
HL60-BCRP. Vysledné hodnoty jsou pramérem 3 nezavislych experimentd a jsou
normalizovany vzhledem k neovlivnéné kontrole.
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Piedpoklada se, Ze vliv agonisti PPAR-y (164) nebo inhibice TK pomoci TKIs zpomali
proliferaci bun¢k. Proto butiky s vysokou expresi transportért, které transportuji danou latku,
by mély rast rychleji, nez kontrolni buiiky HL60.

Mnozstvi bunék HL60-MDR1 v ptfitomnosti 1 uM a 5 uM imatinibu je 126% a 110%
(kontrolnich bun¢k HL60 je 108% a 95%). Mnozstvi bunék PLB-BCRP v piitomnosti
20 uM imatinibu je 109 % (kontrolnich bunék HL60 je 88 %), v ptitomnosti 10 uM nilotinibu
je 129 % (kontrolnich bunék HL60 je 88 %). Mnozstvi bunék HL60-MDR1 v pfitomnosti
1 uM a5 puM dasatinibu je 106 % a 94% (kontrolnich buné¢k HL60 je 90 % a 84 %), mnozstvi
bunék PLB-BCRP v pfitomnosti 35 uM dasatinibu je 111 % (kontrolnich bun¢k HL60
je 84%).

Z grafti ¢. 9 a 10 vyplyvaji nasledujici zavéry: Imatinib je substratem transportéru MDR1
a BCRP, nilotinib je substratem transportéru BCRP. Dasatinib je substrdtem transportéru
BCRP a v mensi mife substratem transportéru MDR 1. Ciglitazon je substratem transportéru
MDR1. Rosiglitazon je substratem transportéru MDR1 a MRP1. Troglitazon je substratem
transportéru MDR1 a BCRP.

Tyto vysledky jsou piehledn¢ shrnuty v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 74: Afinita zkoumanych ABC transportéri k testovanym latkam

zkoumana latka transportéry
MDR1 MRP1 BCRP

imatinib ano - ano
TKIs nilotinib - - ano
dasatinib ano - ano

ciglitazon ano - -

agonisté PPAR-y rosiglitazon ano ano -
troglitazon ano - ano
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8. Diskuze

Dulezitou ptednosti embryondlnich bun€k je jejich jasnad rezistence ke xenobiotikim
zajist'ujici pfirozenou ochranu embrya proti cizim $kodlivym latkam. Tato fyziologicka
vlastnost je déna predevsim diky vysoké expresi ABC transportéri, které aktivné prenase;ji
substraty proti koncentraénimu spadu do extracelularni matrix. Vlastnosti nadorovych
bun¢k se podobaji vlastnostem bunék embryonalnich (diky zpétné dediferenciaci béhem
kancerogeneze), aproto obdobné nadorove buiiky jsou schopny aktivné vylu¢ovat cytotoxické
lé¢iva a odolavat tak jejich ti¢inku.

Doposud nebyla popsana exprese transportérit MDR1, MRP1 a BCRP v embryonélnich/
fetalnich tkanich liSicich se dale jesté stadiem IUV. Pouze Kalken a kol. zaznamenal distribuci
transportéru MDR1 v 9 embryonalnich/fetalnich tkanich (149) a také par dalsich studii popisuje
expresi nékterych ABC transportért v pribehu ontogenetického vyvoje mysi (150, 151).

V této praci pomoci neptimé dvoustupiiové metody byla provedena imunohistochemicka
detekce transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v embryonalnich/fetalnich organech lisicich
se déle jesté stadiem IUV.Jednalo se 0 organy tucastnici se absorpénich, distribuénich
a exkre¢nich procest a to stieva, jatra a ledviny.

Transportér MDR1 byl lokalizovan v apikalni ¢asti cytoplazmatické membrany
enterocytd, zluGovych kanalki a v tubularnim systému ledvin (zejména v proximalnich
tubulech). Enterocyty byly pozitivni od 12. tydne IUV. Tento poznatek se shoduje
s pozorovanim Kalkena a kol., ktery ve stfevnim epitelu zaznamenal slabou membranovou
pozitivitu tohoto transportéru v obdobi od 11. do 20. tydne IUV. Kromé toho také pozoroval
expresi transportéru MDRI1 v proximalnich tubulech ledvin, avSak exprese tohoto
transportéru v Bowmanové vacku v obdobi od 11. do 13. tydne IUV potvrzena nebyla.
Kalken pozoroval expresi tohoto transportéru také ve zlu¢ovych kanélcich od 14. tydne UV,
avSak v naSich tk&nich jsme zaznamenali pozitivitu diiv, a to uz od 9. tydne UV (&ili v dobg,
kdy se Zlucové kandlky zac¢inaji formovat). Rosati a kol. studovali expresi transportéri
mdrla a mdrlb (mysi analogy transportéri Mdrl) na Urovni transkripce v péti organech
u 15-dennich potkanich zarodki a taky u potkanu v postnatadlnim obdobi do 8. mésice.
Zaznamenali v ledvinach zvysenou expresi transkriptu mdrla a mdrlb v 6. dni, v jatrech
zvySenou expresi transkriptu mdr1b rovnéz v 6. dni a transkriptu mdrla ve 20. dni. Pozdéji
u 5-mési¢nich potkanti zaznamenali v jatrech snizenou hladinu transkriptu mdrla, ve vSech
studovanych organech zaznamenali od 5. mésice snizenou hladinu transkriptu mdrlb (150).
Cui a kol. zaznamenali nizkou hladinu transkriptu mdrlb v mysich ledvinach v postnatalnim
obdobi pied dosazenim 10. dne, tato hladina pozd¢ji stoupla do dosazeni 30. dne (151).

Transportér MRP1 byl do 6. tydne TUV slabé exprimovan v cytoplazmatické membrané
a cytoplazmé epitelu stievnich klki, pozdéji od 9. tydne IUV byl tento transportér detekovan

/////

v bazélni ¢asti klkua, kde se nachazi jesté nediferencované enterocyty. Od 7. tydne byla

65



zaznamenana slaba pozitivita v jadrech nékterych enterocyt, od 9. tydne se jadernd
pozitivita enterocytti piesunula do apikalni ¢asti stievnich klkt. Tento transportér byl rovnéz
exprimovan v jadrech hepatocyti od 10. do 17. tydne IUV. Piedpokladame, ze jadernd
pozitivita v hepatocytech vyskytujici se vtomto obdobi mize souviset s jaterni hematopoézou
probihajici ve stejném case. Transportér MRP1 byl hojné exprimovan v tubularnim systému
ledvin (zejména v proximalnich tubulech) a také v nékterych renélnich téliskach. Rosati
a kol. nezaznamenali zadny rozdil v expresi transkriptu mrpl v péti riznych orgadnech béhem
ontogeneze potkana. Avsak v jatrech v postnatalnim obdobi v 8. mésici a v ledvinach v 5.
a 8. mésici U potkant byla hladina exprese signifikantné niz$i (150). VétSina studii popisuje
vyskyt tohoto transportéru v bazolateralni membrané polarizovanych bunék, av§ak v nasich
tkanich jsme zaznamenali jadernou pozitivitu v nékterych embryonalnich/fetalnich
enterocytech a hepatocytech. Tento jev muze byt ziejmée zplisoben piitomnosti transportéru
MRP1 na jaderné membrané nebo na membranach perinuklearnich organel.

Transportér BCRP byl exprimovan v cytoplazmé a cytoplazmatické membrané v ¢asném
obdobi vyvoje (do 8.5 tydne IUV) stievniho epitelu. Ve starsich embryich byla pozitivita
nalezena v bazalni ¢asti sttevnich klku, kde se nachazi jesté nediferencované enterocyty.
Slaba exprese byla zaznamenana v jadrech hepatocyti v obdobi od 10 do 11. tydne UV,
zfetelna exprese byla pozorovana v tubularnim systému ledvin (obzvlasté v proximalnich
tubulech) a také v nékterych renalnich téliscich.

ABC transportéry v dospélych zdravych tkanich maji fadu fyziologickych funkci. Jejich
hlavni Glohou je transport sirokého spektra molekul véetné xenobiotik (napf. v jatrech). Studie
na ,.knokautovanych* mysich potvrzuji lohu ABC transportért také v orlni absorpci latek,
v hepatobiliarni sekreci (165) a v reabsorpci vody ve sbérnych kanalcich ledvin (166). ABC
transportéry (obzvlasté pak BCRP) jsou pfitomny v syncytiotrofoblastu placenty, kde tvoii
dilezitou obrannou bariéru vyvijejiciho se embrya (40, 79, 80). Byla prokazana zvysena
exprese ABC transportérti v hypoxickych podminkach. Je znamo, ze embryo se vyviji
za podminek  fyziologické  hypoxie. 'V  odpovédi na hypoxii  dochazi
u hematopoetickych kmenovych bunék Kk aktivaci transportéru BCRP skrze
transkripéni faktor HIF-1, kterda ma za nasledek snizeni akumulace hemu a porfyrinu
vedouci k poskozeni mitochondrii (95). Aktivace ABC transportéra muze byt tedy strategii
umoziujici pfeziti embrya v podminkach s nizkym obsahem kysliku (96).

Dale byl v této praci studovan vyznam signalni drahy PI3K/Akt v regulaci exprese
transportéra MDR1, MRP1 a BCRP pomoci inhibitora tyrozin kinaz (TKISs) a receptori
aktivovanych proliferatory peroxizémi (PPARS). Nejdiiv pomoci testu zivotaschopnosti
WST-1bylo ovéfovano, zda jsou vybrane testovane latky substraty studovanych transportéra.
Vyuzili jsme k tomu standardni buinky HL60 a transfekované buiiky HL-60 obsahujici jeden
ze studovanych transportéra (HL60-MDR1, HL-60-MRP1, PLB-BCRP). Tato studie byla
provedena kvili nejednotnym udajum v literatufe. Imatinib, obzvlast’ v koncentraci 1-5 uM,
byl Gspé$né transportovan z bunék HL60-MDRI1, proto se jevi jako substrat tohoto
transportéru. Tuto interakci rovnéz potvrzuji studie Hegedus a kol, a Hamada a kol. (167,
168). Mahon a kol. prokazali, ze transportér MDR1 zprostiedkovava rezistenci k imatinibu
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in vitro (169), a Lima a kol. diky uml¢eni gent k&dujici transportér pomoci siRNA
obnovili citlivost bunék chronické myeloidni leukémie k imatinibu (170). Bunky HL60-
BCRP také transportovaly imatinib a to dokonce i pii koncentraci v rozmezi 1-50 uM.
I kdyz Shuklal a kol. tvrdi, ze tento process je uc¢inny pouze v koncentracich nizsich nez 1 uM
(171), Burger a kol. prokazali, ze buniky MCF7/MR, MCF7/AdVp-3000 a také HEK293
transfekované genem pro pumpu BCRP, transportovaly imatinib i pii vy$Sich koncentracich
(172). Podle Brendela a kol. imatinib naseda na substrat vazajici misto transportéru BCRP
a stimuluje ATP-azovou aktivitu (173).

Nilotinib a dasatinib byly také transportovany z bunék HL60-BCRP a zdaji se byt silnymi
substraty transportéru BCRP. Dasatinib byl transportovan z bunék HL60-MDR1 ve stejném
rozmezi koncentraci jako imatinib (1-5 uM), ve vyssich koncentracich dochazelo ke snizeni
mnozstvi Zivych bunék. Nilotinib jako jediny TKIs nebyl builkami HL60-MDR1
transportovan vubec. Tento poznatek se shoduje s tvrzenim Hegedus a kol. kterii pomoci
HPLC-MS studovali akumulaci TKIs v buiikich K562-ABCB1 a K562-ABCG2. Prokazali,
ze nilotinib byl efektivné pumpovan pouze transportérem BCRP, kdezto dasatinib byl
pumpovan jak transportérem BCRP tak MDRL1. Nilotinib vsak muze stimulovat ATP-a4zovou
aktivitu transportéri MDR1 a BCRP (nejvétsi stimulace ATP-azy pro transporter MDR1
zaznamenali pii koncentraci 500 nM, pro transportér BCRP pfi koncentraci 25 nM) (174).

TKIs nejsou substraty transportéru MRP1, v piitomnosti téchto latek nebylo pozorovano
zvysené mnozstvi bunék HL60-MRP1 ve srovnani s mnozstvim bunék v kontrolnim vzorku.

Pomoci testu zivotaschopnosti WST-1 bylarovnéz stanovena koncentrace 1C50 tii klinicky
pouzivanych TKIs: imatinibu, nilotinibu a dasatinibu a tfi agonisti PPAR-y: ciglitazonu,
rosiglitazonu a troglitazonu u bunéénych linii HEK293 a A549. Je zajimave, ze zjisténa

koncentrace IC50 dasatinibu je v fadu nM, kdezto koncentrace IC50 imatinibu a nilotinibu

je v adu pM. Vesrovnani - Simara a kol. k ovlivnéni bundk K562 a k naslednému méfeni
intracelularni koncentrace TKIs pouzili imatinib v koncentraci 2,5 a 32,5 pM a dasatinib
v koncentraci 1 a 100 nM (175).

Déle byl pomoci kvantitativni PCR s reverzni transkripci (QRT-PCR) a pomoci pratokové
cytometrie studovan vliv TKIs a agonisti PPAR-y na transkripci a na translaci transportéra
MDR1, MRP1 a BCRP. Z agonisti PPAR-y rosiglitazon a troglitazon ucinné inhibovali
expresi MRNA transportéru MDR1. Davies a kol. rovnéz prokazali, ze troglitazon snizil
expresi transportéru MDR1 a obnovil rezistenci k doxorubicinu u bunék MCF7 a bunék
K562 (136). Byla pozorovana snizena exprese transportéru MDR1 jak na Grovni mRNA, tak
na Grovni proteind po ovlivnéni TKIs. Naproti tomu exprese transportéru BCRP se zvysila.
U bun¢k A549 (s vysokou endogenni expresi ABC transportéril) doslo dale jesté ke zvySeni
exprese mMRNA transportéru BCRP, a to (rychleji nez u bun¢k HEK293) uz po 1. hodiné od
ovlivnéni nilotinibem a dasatinibem a po 6. hodin¢ od ovlivnéni imatinibem. U bunék
HEK293 k této zvysené expresi doslo pozdé&ji a to po 1. dni od ovlivnéni imatinibem
adasatinibem. Zvysena (17-nasobn¢) exprese transportéru BCRP byla rovnéz zaznamenana
po dlouhodobém (do 100 dni) pasobeni imatinibu o koncentraci 10 uM u bunééné linie
Caco2. Tato zvySena exprese se projevila dvakrat, a to po 3. dni a po 25. dni (176).
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Detailni analyza cis-regula¢ni oblasti transportéru BCRP prokdzala vazebnd mista
pro n¢které transkripéni faktory (napt. XRE, HRE, ARE), které¢ se aktivuji béhem stresu
(177). Na zéklad¢ prace Nakanishi a kol. (kteti porovnali vliv imatinibu na expresi
transportéru BCRP u pozitivnich a negativnich bunék BCR-ABL), usuzujeme, ze inhibice
vSak vyzaduje jesté detailnéjsi zkoumani.

Pomoci metody western blotting byly rovnéz pozorovany zmény v expresi proteint
souvisejicich se signalni drahou PI3K/Akt a to: nadorového supresoru PTEN a receptoru
PPAR-y. PTEN fyziologicky inhibuje signalni drahu PI3K/Akt pomoci defosforylace
fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfatu fosforylovaného s ucasti PI3K (101). Bylo prokazéno,
ze specificky inhibitor PI3K (LY294002) inhiboval rezistenci k vinkristinu, ktery byl
transportovan pomoci pumpy MDR1 u bunék L1210/VCR (179). V naSich experimentech
byla zaznamenana zvysena exprese fosforylovaného PTEN ve 3. dnu od ovlivnéni a to jak
agonisty PPAR-y, tak TKIs. Tato skutenost potvrzuje, Ze zkoumané latky inhibuji diky
aktivaci PTEN signalni drahu PI3K/Akt.

Inhibitory TKIs jsou selektivni 1éCiva plisobici specificky proti fad¢€ tyrozin kinaz, avsak
ptekazkou jejich ucinku je schopnost naddorovych bun€k vytvaret rezistenci vii¢i témto
cilenym léciviim. Tato rezistence je zpisobena zvysenou expresi ABC transportérti, zejména
MDR1 a BCRP, které¢ nejcastéji transportuji TKIs a snizuji tak jejich cilené pisobeni
v burice.

V experimentech této prace byla zaznamenana snizena exprese transportéri MDRI
a MRP1 po pasobeni zminénych TKIs. Ov§em v klinické praxi lze doporucit pouziti pouze
n¢kterych inhibitorti. Koncentrace imatinibu, pii které je exprese transportért jak na urovni
mRNA, tak na urovni proteinti inhibovana ¢ini az 24 uM u buné¢né linie A549, tedy Iék v této
koncentraci neni v klinické praxi pouzitelny vzhledem k jeho vysoké cytotoxicite. Pro srovnani
- u pacienti s CML pii standartné¢ podavaném imatinibu se jeho koncentrace v plazmé
pohybuje v rozmezi 0,3-5,5 uM, a u pacientd s kompletni molekularni odpovédi uzivajicich
600 mg imatinibu denné je pramér této koncentrace 2,7 uM (180). Oproti tomu pouZiti
nilotinibu a zejména dasatinibu se jevi jako klinicky pfijatelné. Na piiklad - koncentrace
nilotinibu v plazmé u pacientt uZivajicich 2x denné 400 mg tohoto léku je 1,7 - 3,7 uM (181).

Byl zjistén také nezddouci opacny jev, a to u transportéru BCRP: studované TKIs aktivuji
expresi tohoto transportéru na Grovni mRNA a na Urovni proteinil, zejména v buiikdch
s vysokou endogenni expresi této pumpy (jediné dasatinib inhiboval expresi transportéru
BCRP, a to na tirovni mRNA). V klinické praxi by se proto pfed podavanim TKIs méla
zohlednit skute¢nost, zda-1i nebyla zjisténa vysoka endogenni exprese transportéru BCRP.

Prace ukazuje také moznost vyuziti pro inhibici transportéru MDR1 agonisti PPAR-y
rosiglitazonu a troglitazonu. Jejich podavani by mohlo ptispét k zabranéni vzniku rezistence
(ptedchéazeni vzniku rezistence je prvni strategii pro zefektivnéni terapie), aplikovali by
se agonisté PPAR-y samostatné anebo spolu s chemoterapeutiky (se zde studovanymi TKIs
1 s nékterymi jinymi).
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9. Zavéry

 Lokalizace transportéri MDR1, MRP1 a BCRP v jednotlivych embryonalnich/fetalnich
tkanich blize specifikuje ulohu téchto transportéri v obrané vyvijejiciho se zarodku pted
xenobiotiky. Vysoka exprese vsech téchto tii ABC transportért je nalezena v enterocytech
sttevnich klkti a v tubularnim systému ledvin (zejména v proximalnich tubulech),
transportéru MDR1 ve vyvijejicich se Zlucovych kandlcich, transportért MRP1 a BCRP
v hepatocytech (zejména v obdobi hematopoézy).

» TKIls a agonisté PPAR-y jsou vskutku substraty ABC transportérd, zejména pump MDR1
a BCRP. Proto mohou byt agonisté PPAR-y a TKIs transportovany ven z buné¢k, které
nadmérné exprimuji tyto pumpy.

» Je vysledovana negativni regulace exprese transportérit MDR1 a MRP1 pomoci aktivace
receptoru PPAR-y, ktery nasledné aktivuje nadorovy supresor PTEN jako soucast signalni
drahy PI3K/Akt. Tato regulace je pozorovana nejen pusobenim samotnych agonisti
PPAR-y, ale také ptisobenim inhibitorti tyrozin kindz (TKIs), které zasahuji ,,upstream*
od zminéného supresoru PTEN.

 Rosiglitazonatroglitazon (agonisté PPAR-») inhibuji expresi transportéru MDR1 na trovni
MRNA. TKIs méni expresi transportért MDR1, MRP1 a BCRP jak na Grovni mRNA,
tak na Urovni proteind. Pti srovnani vSech inhibitori se zd& nejucinngjsi dasatinib.
Na urovni mRNA dasatinib u¢inn€ inhibuje expresi transportéri MDR1 a MRP1
u bunéénych linii HEK293 a A549 az do 3. dne od ovlivnéni, jeding exprese transportéru
BCRP ubunééné linie A549 po 1. hodiné naroste (2,54-ndsobek). Na drovni proteint
dasatinib dobfe inhibuje expresi ve 3. dni od ovlivnéni u transportéru MDRI1, trochu
mén¢ utransportéru MRP1.

» Expresi transportéru BCRP se dafii inhibovat pouze pomoci dasatinibu u bun¢k HEK293.
V ostatnich ptipadech exprese tohoto transportéru u bunék A549 (s vysokou endogenni
expresi ABC transportérit) roste uz po 1. a 6. hodiné¢ od ovlivnéni, u bunék HEK293
(s velmi nizkou endogenni expresi ABC transportéri) roste az po 1. dnu od ovlivnéni.
oblasti pro transkrip¢ni faktory XRE, HRE, ARE, ktere ve stresovych podminkach zvysuji
expresi tohoto transportéru.
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Seznam zKkratek:

A549
ABC
ABCP
AF-2
Akt
APC
ARE
ATP
BCRP
Berp-/-
CaCo2
cDNA
c-kit TK
CML
DAPI
DBD
ddHZO
DR-1
DMEM
DMSO
DNA
EGF
ES
FITC
FSC-A
FSC-H
GFAP
Grb2
GSH
HEK293
HIF-1
HL-60
HRA
UV
HSC

bunécna linie odvozena z epitelidlnich bun¢k nemalobunééného plicniho karcinomu
ATP vazici kazetu (ATP Binding Casette)

ABC protein exprimovany v placenté (an ABC Transporter Expressed in the Placenta)
aktivaéni funkce zavisla na vazbé ligandu (Ligand-Dependent Activation Function 2)
proteinkinaza B (Protein kinase B)

allofykocyanin (Allophycocyanin)

(Antioxidant response element)

adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

protein rezistence rakoviny prsu (Breast Cancer Resistance Protein)

mysi s “knockoutovanym” genem kodujicim BCRP

buné¢na linie odvozena z nadoru tlustého stieva

komplementarni DNA (complementary DNA)

tyrozin kindza receptoru pro c-kit

chronicka myeloidni leukemie

(4',6-diamidino-2-phenylindole)

DNA-vazajici doména (DNA Binding Domain)

deionizovana voda

element piimého opakovani 1 (Direct Repeat 1 Elements)

bunééné kultivaéni médium (Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium)

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

epidermalni rastovy faktor (Epidermal Growth Factor Receptor)

embryonalni kmenové bunky (Embryonal Stem Cells)

Fluorescein-iso-thio-kyanat (Fluorescein isothiocyanate)

(Forward-scatter area)

(Forward-scatter high)

glidlni fibrilarni kysely protein (Glial Fibrillary Acidic Protein)

receptor pro rastovy faktor vazajici protein 2 (Growth Factor Receptor-bound Protein 2)
glutathion

buné¢na linie odvozena z lidské embryonalni ledviny (Human Embryonic Kidney 293 cells)
hypoxii-indukovany faktor 1 (Hypoxia-Inducible Factor 1)

bunééna linie odvozena z bun€k akutni promyelocytarni leukémie

(Hypoxia response element)

intrauterinni vyvoj

hematopoetické kmenova buiitka (Hematopoetic Stem Cell)

LLC-PK1 bunécna linie odvozena z epitelidlnich bunék prasecich ledvin

L1210/VCR bunééna linie odvozena z mysich lymfocytickych leukemickych bunék rezistentnich

KB
K562

MAPK
MB

na vinkristin

kmenové buiky

bunécna linie odvozena z bungk chronické myeloidni leukémie
mitogenem aktivovana protein kinaza

metanefrogenni blastém
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MCF7/MR bunécna linie odvozena z lidského karcinomu prsu, rezistentni na mitoxantron

MDR
MDR1

MEL4M
MESF
MRP1
Mrpl-/-
MM6
MXR
NBD
NF-xB
NK

NS
NSCLC
PDGFR
PDK1
PE
PI3K
PIP2
PIP3
PPAR
PPRE
PTEN

gRT-PCR

RNA
RPM
RPMI
RXR

mnohocetna lékova rezistence

(Multidrug Resistence Protein 1)

bunééna linie odvozena od bunék melanomu (Melanoma Cell Line)

(Molecules of equivalent soluble fluorochrome)

protein spojeny s MDR (Multidrug Resistance Associated Protein 1)

mysi s “knockoutovanym” genem kodujicim MRP1

bunécna linie odvozena od lidskych monocytti (Human Monocytic Cell Line)

protein rezistentni na mitoxantron (Mitoxantrone Resistant Protein)

doména vazajici nukleotid (Nukleotide Binding Domain)

nukleérni faktor kB (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of B Cells)
ptirozeni zabije¢i (Natural Killer)

neuralni kmenové buriky (Neural Stem Cells)

nemalobuné¢ny karcinom plic (Non-Small Cell Lung Cancer)

receptor pro desti¢kovy rustovy faktor (Platelet-Derived Growth Factor Receptor)
fosfoinozitid dependentni kinaza 1 (3"-Phosphoinozitide-Dependent Kinasel)
fykoerythrin (Phycoerythrin)

fosfatidylinozitol 3-kinaza (Phosphatidylinositol-3 kinase)
fosfatidylinozitol-4,5bis-fosfat (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)
fosfatidylinozitol 3,4,5 trisfosfat (Phosphatidylinositol-3,4,5-bisphosphate)

receptory aktivované proliferatory peroxisomu (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor)
responzivni element proliferatoru peroxisomu (Peroxisome Proliferator Responsive Element)
nadorove supresorovy gen s fosfatovou aktivitou a sekven¢ni homologii s nékterymi
cytoskeletalnimi proteiny (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted in Chromosome Ten)

kvantitativni PCR s reverzni transkripci (quantitative reverse-transcription polymerase
chain reaction)

ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)

otacky za minutu (revolutions per minute)

bunééné kultivacni médium (Roswell Park Memorial Institute medium)
retinoidni X receptor (Retinoid X Receptor)

SGC-7901 bunécéna linie odvozena z nadoru zaludku

SOS
Src
SP
STAT
TK
TKI
TMD
TR
UP
VLCFA
WST
XRE

SOS protein (Son of Sevenless Homolog)

Src kinaza (Tyrosine-Protein Kinase CSK)

vedlejsi populace (Side population)

(Signal Transducers and Activators of Transcription)
tyrozin kindza (Tyrosine kinase)

inhibitor tyrozin kindz (Tyrosine-Kinase Inhibitor)
transmembranova doména (transmembrane domain)
tyrozin kindzovy receptor (Receptor tyrosine kinases)
uretralni pupen

velmi dlouhé mastné kyseliny (very long chain fatty acid)
proliferacni reagent (water-soluble tetrazolium salts)
(Xenobiotic response element)
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