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1. Obecny uvod

Chemoterapieiedstavuje v onkologii jednu zdébnych metod, jejiz hlavnim
cilem je zasahnout a zitinadorové biikky bez vyrazného poskozeni okolni zdravé
tkarg. Konvergéni cytostatika pouzivana jizkolik desetileti nejsou specifickéaigi
naddorovym btikdm, tzn., Ze nerozliSuji mezi nadorovyminkami a rychle se
délicimi zdravymi bikami. To vede u pacieink vaznym vedlejSimdinkam. Navic
jsou nadorové hiky schopny odolat jejich cytotoxickémuugobeni. Snizeni
citlivosti nadorovych bwk a vznik rezistence rpdstavuje stale vyznamnou
piekazku k usggnému vyléeni celéfady nadorovych onemoémi. Fi ztrag
citlivosti na jedno cytostatikum iie byt stale zachovana citlivost nadorovékyu
na cytostatikum s jinou strukturou nebo mechanisrpasobeni.Casto oviem neni
acinna ani aplikace t@va, které se odgvodn® pouzitého léiva liSi strukturou a
mechanismem {sobeni. V tomto fipadt tak mluvime o mnohwtné Iékove
rezistenci. Vyzkum molekularnich mechanismodpowdnych za vznik mnoh@tné
lekové rezistence Sel digalu ruku v ruce s vyvojem metod &dné a molekularni
biologie, biochemigi genetiky.

Vzhledem k vySe uvedenym nedostatkkonvertnich cytostatik byla snaha
vyvinout cilena léiva, ktera by specificky zasahovala pouze nadotmitky bez
poSkozeni zdravé tkdns minimalnimi vedlejSimi dinky. Vyvoj cilenych Iéiv Sel
dopedu spolu s poznanim, jak probiha transformace aloinbuiky v nadorovou.
Mezi dva hlavni typy cilené ¢y miZzeme z#adit monoklonalni protilatky proti
povrchovym receptdm a nizkomolekularni inhibitory tyrosinovych kina@ba dva
typy cilené Iéby se v poslednich dvou azth dekadach dostavaji do klinické praxe
jako I&iva proti mnoha typm nadorovych onemoéni, akoliv konvertni
chemoterapie stalegdstavuje @ady malignit jedinou moznostdBy.

Vyvoj jak monoklonalnich protilatek, tak inhibitortyrosinovych kinas
neprobihal hladce a musel se viguat Sadou gekazek. U inhibital tyrosinovych
kinas zpgatku vyvstala otazka, zda bude mozné selektimhibovat fizné kinasy,
vzhledem ktomu, Ze sefipinhibici vyuZivalo vazby inhibitoru do uité
konzervované doményahto kinas. Tento problém byl brzygkonan a dnes je jiz
k dispozici velké mnozstvi inhibitdrproti fad tyrosinovych kinas, kterérpdstavu;i

vysoce selektivni Bva. V porovnani s konveéni chemoterapii finesla aplikace
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tyrosinovych kinas vyznamné prodlouzZeni Zivota @afii s ugitymi typy nadofi.
Jsou také mentoxicka a obeahlépe snasena, coZ ma pozitivni vliv také na kwalit
Zivota. Navic poskytuji moznost ¢lgy pro pacienty, u kterych by konwvam
chemoterapie nemohla byt nasazena.

Nicmére ani cilena léiva nejsou bez nedostétk PrestoZze jsou ddb
snasenaiast pacierit je neni schopna tolerovat a musi se zvolit jin@Zmost |&€by.
Vzhledem ktomu, Ze jsou cilenacia specifickd wc¢i molekularnim ciim
charakteristickych pro dgity nador, bez jeho fftomnosti v daném nadoru nejsou
acinna. Je proto nutné zjistit, zda se dany molekiléil v nadoru vyskytuje. Oproti
konveréni chemoterapii se u cilenychtié musi nov¥ iesit také otazka davkovani
a hodnoceni efektivity. fezitym aspektem aplikace cilenycKiléje jejich cena,
ktera je v porovnani s konv&m chemoterapii mnohonasabivyssi a dosahuje
i nékolika desitek tisic dolérza n&sic l&by.

Vyznamnym problémem cilenych¢ie je také schopnost nddorovych Bkn
vaci nim vyvinout rezistenci a obejit tak jejich cytaické pisobeni. Proto je pidba
stale vyvijet nova kéva s lepSimi vlastnostmi, u kterych by nadorovakauntla jen
minimalni moznost vyvinout rezistenci. Jsou proywijeny stale nové slaeniny &
jiz modifikaci stavajicich v nebo s novou strukturou, ktera by vySe popsané

problémy pgekonala.



2. Chronicka myeloidni leukemie

2.1. Obecna charakteristika

Chronicka myeloidni leukémie (CML) je klonalni nhygroliferativni
onemocgni hematopoetickych kmenovych léln Poprvé byla popsana v roce 1845
dvéma na sob nezavislymi patology: Rudolfem Virchowem a Johnkelghesem
Bennettem. Sam Virchow ale uznal, ze prviipad leukemie byl pozorovan prav
dr. Bennettem (Bennett, 1845; Virchow, 1845). Oddtdy se CML stala jednou
z nejvice studovanych lidskych malignit. Byla pmninddorovym onemoénim,
u kterého bylo dokazano, Ze je jeho vznik spojerur&itou chromozomalni
abnormalitou. Tu v roce 1960 popsali Peter Now&kaid Hungerford ve Filadelfii.
Zjistili, Ze pro pacienty s CML je charakteristiclakrocentricky chromozom, tzv.
Filadelfsky chromozom (Ph chromozom), ktery povaitoxa chromozomalni deleci
(Nowell a Hungerford, 1960). Pogd s rozvojem cytologickych technik bylo
dokazano, Ze jde o balancovanou chromozomalni red@p translokaci mezi
dlouhymi raménky chromozomu 9 a 22 t(9:22)(q39;(Rayvley, 1973), nasledkem
¢ehoz dojde na molekularni drovni ke spojeni geBCR lokalizovaného
na chromozomu 22 a gerABL1 na chromozomu 9 a nasledke vzniku fuzniho
onkogenuBCR-ABL1(obr. 1; Shtivelman et al., 1985). Produktem fmngenu je
pak onkogenni kinasa Bcr-Abl, jejiz deregulovanévédk je zodpo¥dna za vznik
a rozvoj onemoaini (Lugo et al., 1990). Bcr-Abl kinasa se protolastalealnim
cilem pro Iéiva specificky inhibujici jeji aktivitu a pottajici tak jeji transformani
acinky (Druker et al., 1996).



ABL

Ph 22g—

9q+

Obr. 1: Vznik Ph chromozomu. Translokaci mezi chmaomy 9 a 22 dojde ke spojeni gehlLBl a
BCR a ke vzniku fuzniho onkogenBCR-ABL1 ktery dava vznik fuzni kinase Bcr-Abligvzato
z Druker, 2008).

2.2. Vyvoj nemoci

Vzhledem k tomu, Ze gateni faze CML jecasto asymptomaticka, je az
polovina pacierit diagnostikovana nahodou na zakiadneén v krevnim obrazu, kdy
je pozorovan zvySeny pet bilych krvinek a krevnich de&tk a snizeny pet
cervenych krvinek. WtSina typickych fpiznaki je nasledkem anémie
a splenomegalie. Ratsem zejména Unava, Ubytek vahy, nevolnfsimalatnost
(Sawyers, 1999).

Onemoceni prochazi 3 fazemi — chronickou, ekcelerovanoblastickou.
Chronicka faze je g@ateini a zpravidla nejdelSi fazi trvajicékolik mésiar az let.

V této fazi pacienti $Sinou dobe reaguji na kEbu, maji stabilni klinicky obraz
s patem blast (nezralé myeloidni hiky) v periferni krvi nebo f&ni pod 10 %.
Akcelerovana faze trva 1 az 1,5 roku a dochazi kerSeni odpoddi pacienta
na |&bu, je proto nutné zvysit davky. & blast se pohybuje v rozmezi 10-30 %.
V blastické fazi se vyviji rezistence nah@, klinicky obraz je podobny akutni
myeloidni leukemii. P&et blasi presahuje 30 %. Progndza v této fazi je extr&mn
Spatna, feziti pacient je viadech misiai (Cortes et al., 2006).

Progres nemoci z chronické faze do blastické jenvelozity proces, ktery
neni do dnesnich dnjeSt zcela pochopen. Je spojen s akumulaci genetickych

s

abnormalit, které zahrnujitipomnost dodatenych chromozor, genové delece,
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inzerce nebo bodové mutace. Na molekularni Urovoichdzi k inaktivaci
nadorovych supresty aktivaci onkogei, zvyseni exprese Bcr-Abl nebo &nam
opravy DNA. Jelikoz se Zzadna z genetickych abnadtnmredvyskytuje u ¥tSiny
pacienti, & jsou rekteré relativi casté, je pravtpodobné, Ze progrese do blastické
faze je nasledkem kritického mnoZstvi &itdr kombinace genetickych zm
(Perrotti et al., 2010).

Blasticka faze je charakteristicka blokem diferane hematopoetickych
burgk, ktery je zgisoben abnormalitami transkéipich faktofi G¢astnicich se tohoto
procesu. Transkrimi faktor C/EBR. (CCAAT/enhancer-binding protein) je
protein nepostradatelny v procesu diferenciace ujoagti. PFimym sekvenovanim
DNA leukemickych budk pacientt v chronické a blastické fazi nebyla objevena
Zadna mutace kodujici oblasti ge@EBR: (Pabst et al., 2006). Hladina mRNA
genuC/EBPu zistala v blastické fazi nezména v porovnani s chronickou fazi. Byl
ale zaznamenan vyznamny rozdil v hl&diproteinu C/EBRB. V porovnani
s chronickou fazi byla exprese proteinu v blastii@at sotva detekovatelnariéinou
potlaiené exprese C/EBPje inhibice translace #gobena stabilizaci jaderného
ribonukleoproteinu hnRNP-E2, ktera je zavisla na-Bll-zprostedkované aktivaci
mitogenem-aktivované protein kinasové drahy (MARKang et al., 2007).

Genomova nestabilita charakteristicka pro blastickazi CML vychazi
obvykle z deregulovaného procesu odfzbvbuiky na posSkozeni DNA, ktery e
byt zavislyc¢i nezavisly na Ber-Abl.

Kli¢ovou roli, nejen fi vzniku ale také progresi nemoci, hraje neregutdva
exprese a aktivita Bcr-Abl. Blasticka faze je sp@joa se zvySenou hladinou jak
MRNA, tak proteinu Bcr-Abl (Barnes et al., 2005a0Get al., 1991). ZvySena
exprese Bcr-Abl vede k nadmmé produkci reaktivnich kyslikovych radikal
(reactive oxygen species, ROS), kteréusgbuji poskozeni DNA zahrnujici
dvouvldknové zlomy. fsny mechanismus zvySené hladiny ROS neni jasny,
piedpoklada se vliv NADPH oxidasy (nikotinamid dinedtid fosfat) nebo
zvySeného fiimu glukézy (Nowicki et al., 2004). V hikach CML jsou drahy
opravujici dvouvlaknové zlomy (homologni rekombimaa nehomologni spojeni
konai) poSkozeny. Kinasa Bcr-Abl oviiwje expresi a aktivitu protein které jsou
nezbytné pro tyto procesy. Timto se kinasa po@jemna pimém poskozeni DNA,
ale také na naruSené op¥asExprese Bcr-Abl ma za néasledek snizeni hladiny

DNA-PK (DNA-dependentni protein kinasa), ddivého proteinu v procesu
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nehomologniho spojeni kolcToto sniZzeni hladiny je z&vislé na tyrosinkinasov
aktivit¢ Bcr-Abl a proteosomalni degradaci (Deutsch et 2001). Homologni
rekombinace je naruSena snizenim hladiny proteiRCAL (breast cancer 1), ktery
je kritickym proteinem v procesu homologni rekondmea (Deutsch et al., 2003).
DalSi protein dlezity pro opravu DNA, ktery je ovlivimy Bcr-Abl, je ATR (ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein). Nasledpeskozeni DNA se Bcr-Abl
rychle translokuje do jadra, kde interaguje s AThlibuje tak fosforylaci Chkl
(checkpoint kinase 1§imz je naruSen S-fazovy kontrolni bod (Dierov et 2004).

Genomova nestabilita vede ke vznitady cytogenetickych a molekuléarnich
zmeén vyskytujicich se u &Siny pacieni prochazejicich blastickou fazi.
Chromozomalni aberace zahrnuji trisomii 8 chromazonvznik dalSiho
Ph chromozomu, isochromozom 17, trisomii 19 chroonaoz, ztratu Y chromozomu,
trisomii 21 chromozomu nebo monosomii 7 chromozo@Mitelman, 1993).
Na molekularni udrovni dochazi kinaktivaci nadorohwy supresdr a aktivaci
onkogeri. Z nadorovych supresije ¢asto postizen protein p53. Mechanismy ztraty
jeho funkce zahrnuji jak z¢fny DNA (bodové mutace, delece), tak také proces
tvorby proteinu (potlkgeni exprese, posttranstd modifikace; Slingerland et al.,
1991). DalSim nadorovym supresorem, mutovanydéme blastické faze, je
retinoblastomovy protein (pRb), ktery hrajélefitou roli v regulaci bu&néeho
cyklu (Towatari et al., 1991). Z onkogewykazuje zvySenou expresi rag-myc
(Handa et al., 1997).

2.3. Molekularni podstata chronické myeloidni leukemie

2.3.1. c-ABL gen a protein
Lidsky c-ABL1 gen se nach&zi na chromozomu 9 v oblasti 9934ugnea

velikost 300 kb. Jeho jméno je odvozeno od Abelsandru obsahujiciho virovy
onkogenv-ABL, ktery je zodpo¥dny za vznik leukemie u mysi, a se kterym
vykazuje nukleotidovou sekveni homologii (Abelson a Rabstein, 1970). Gen
obsahuje 2 alternativni prvni exony, 1a a 1b, & @d&ony 2 az 11. Alternativni
splicing vyuzivajici exony la nebo 1b ma za nadledaik 2 transkripi o velikosti

6 kb a 7 kb, jejichz proteinové produkty dosahwiikosti 145 kDa (Chissoe et al.,
1995).



Protein Abl pati do rodiny nereceptorovych tyrosinovych kinas. Je
lokalizovan jak v cytoplaz#) tak v jade, kde se vaze na chromatin (van Etten et al.,
1989). Na obou isoformach proteinu bylo identifikoo rEkolik odliSnych domén
(obr. 2). Na N-koncovéasti se nachazeji 3 src homologni domény (SH dojnény
SH1, SH2 a SH3. SH1 doména je zodfumA za tyrosinkinasovou aktivitu proteinu,
a je tak kléovou doménou pro onkogenni transformaci (Konopkaalet 1984).
Sousedni SH2 a SH3 domény s&sini protein-proteinovych interakci a reguluji
kinasovou aktivitu proteinu. SH2 doména se vaZze fosforylované tyrosiny
proteinovych partnér SH3 na prolin-bohaté oblasti (Mayer a Baltimoi®94).
Pokud je pi transkripci proteinu fepsan alternativni exon 1b, pak ma vysledny
protein na N-terminalnim konci fazen myristoylovany glycin, ktery asociuje
s plazmatickou membranou (Jackson a Baltimore, 1888h&a dlezitou regulani
funkci (Nagar et al., 2003). V centralkdsti proteinu se nachézi 3 oblasti bohaté na
prolin, které zajiBuji interakci Abl s SH3 doménami vazebnych paiiner
nag. proteiny Crk (CT10 regulator of kinas&)Crkl (crk-like), coZ jsou adaptorové
proteiny genasejici signal z Ber-Abl (Sattler et al., 1996 C-terminalnim konci
proteinu se nachézeji 3 jaderné lokalida signdly, jaderny exportni signal,
DNA-vazebna doména a aktin-vazajici doména (Taagepé al., 1998; Miao
a Wang, 1996; McWhirter a Wang, 1993).

Kinasa Abl hraje dlezitou roli v signalnich drahach aktivovanych
poskozenim DNA, regulaci ba&ného cyklu nebo adhezi. V neproliferujicich
bunkdch zastavenych v¢Gfazi je jaderny Abl inaktivovan vazbou na pRb.
Fosforylaci pRb v @S fazi buréného cyklu se vazba s Abl rozruSi, coz vede
k uvolréni Abl v jade v pfibchu S faze, Ehem které Abl stimuluje transkdpi
aktivitu rady faktofi a podporuje aktivitiu RNA polymerasy Il (Welch a kdga
1995). Vedle aktivace bgdného cyklu nize mit Abl také negativni vliv na b&my
cyklus. Nasledkem poSkozeni DNA dochazi k aktivasal, ktery nasled# aktivuje
p53 (Shafman et al., 1997).

Kinasova aktivita Abl je za normalnich okolnostigme regulovana celou
fadou intramolekulérnich interakci mezi kinasovomédoou, SH2 a SH3 doménami.
SH3 doména vytia interakci se spojnikem mezi SH2 a kinasovou damén
piicemz rozruSeni této interakce aktivuje kinasovou ivakt Abl (Barila
a Superti-Furga, 1998). SH2 doména interaguje eri@ubalni smykou kinasoveé

domény,cimz také inhibuje kinasovou aktivitu Abl. Pro tutderakci je nezbyth
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nutna kooperace dalSial@zité regulani c¢asti proteinu Abl — myristoylované
N-terminalni¢epicky, ktera se musi vazat do hydrofobni kapsy C<kpycimz se
tato smyka ohne a umozni interakci s SH2 doménou. Tim séejor dostava do
autoinhibované konformace (Nagar et al., 2003).\Atkt proteinu je dale ovlivéna
fosforylaci a interakci s vazebnymi partnery. Fodfre na tyrosinech v aktivai
smyce i mimo ni pispiva k aktivaci proteinu, pravdodobrg rozruSenim

negativnich intramolekularnich interakci (Baril&aperti-Furga, 1998).

P145*"

COOH

NES

P
NLS

G-Actin Binding
F-Actin Binding

DN A Binding
NLS
DNA Binding
NLS
DN A Binding

1130

N-terminal
cap

Obr. 2: Struktura proteinu Abl. Na N-terminalnimnkd se nachazejfitSrc homologni domény (SH1,
SH2 a SH3), v centralgésti oblasti bohaté na prolin (PxxP) a na C-teriminékonci DNA-vazebné
a aktin-vazajici domény, jaderna lokatima(NLS) a jaderny exportni signal (NEStepzato z Barnes

a Melo, 2002).

2.3.2. BCR gen a protein

Gen BCR (breakpoint cluster region) nachazejici se narobzmmu 22 v
oblasti 22g11 zaujima velikost 130 kb a obsahujex@i, pricemz jak exon 1, tak
exon 2 maji kazdy jeden alternativni exon el” a @2hissoe et al., 1995).
Na proteinu Bcr o velikost 160 kDa bylo identifikovo rékolik vyznamnych domén
(obr. 3). Na N-terminalnim konci proteinu se nadl@digomeriz&ni doména slozena
z jednoho delSiho a jednoho kratSintelixu a smyky, ktera oba helixy spojuje
(McWhirter et al., 1993), doména se serin/thredtimasovou aktivitou (Muller et
al., 1991) a doména vazajici se na SH2 doménu ipoetech partnelr, nag.
proteinu Abl (Pendergast et al., 1991). Na pozid e nachazi tyrosin, kteryige
byt fosforylovany, a protein tak ziskava afinituad¢taptorovému proteinu Grb2

(growth factor receptor-bound protein 2), ktery jgp Bcr protein s Ras
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(rat sarcoma) signalni drahou (Ma et al., 1997)ntni ¢ast proteinu obsahuje
oblast homologie s Rho guanine-nucleotide exchdagm®r (Chuang et al., 1995),
oblast @astnici se Ca-dependentni vazby na lipidy (Hartakt 1991). Na
C-terminalnim konci byl identifikovan region s GT¥@aou aktivitou pro protein Rac
(Diekmann et al., 1991).

p1608 Tyr177

Obr. 3: Struktura proteinu Bcr. Protein obsahujigayheriz&ni a SH2 vazajici domény, doménu
s Ser/Thr kinasovou aktivitou a oblast homologi®h® guanine-nucleotide exchange factor
(Rho-GEF), oblast dastnici se Ca-dependentni vazby na lipidy (CalLBpbtast s GTPasovou
aktivitou pro protein Rac (Rac-GAPigqvzato ze Smith et al., 2003).

2.3.3. BCR-ABL1 gen

Fuzni gen BCR-ABL1 vznikd chromozomdlni balancovanou reciprokou
translokaci mezi chromozomem 9, kde se nachaziAddrl, a chromozomem 22
s genemBCR Ke zlomu na genABL1 mize dojit kdekoliv v Useku o velikosti
300 kb na 5’konci. NeéastjSimi misty zlond jsou introny ped 1b exonem, mezi
exony la a 1b a dale mezi exony la a 2 (obr. 4)edyy fuzni gen poté aie
obsahovat exony l1a i 1b, pouze la nebo ani jedg&nhto exori. Bez ohledu na
misto zlomu je primarni mMRNA séiena tak, Ze se k exonu a2 gekBL1 fuzuje
genBCR(Melo et al., 1993).

U genuBCRmiZe dojit ke zlomu vef¢ch oblastech (obr. 4). Nejstji jsou
zlomy soustedény do stedni (centralnifasti genu, na misto zvané major breakpoint
cluster region (M-bcr) o velikosti 5,8 kb, kde schazi 5 exain(el2-e16, fivodnim
znaenim bl-b5). Dojde-li ke zlomu mezi exony b2 a lebm b3 a b4, pak se tato
mista spoji s exonem 2 ge®BL1, a mohou tak vznikat 2 varianty fazniho genu -
b2a2 nebo b3a2. @wavaji vznik fuznimu proteinu o velikosti 210 kbazvaného
p21G° ' (Chissoe et al., 1995).

Druhd oblast postizena zlomy se nachazi mezi exasihya e2” (minor
breakpoint cluster region — m-bcr) a zaujiméa vedtkb4,4 kb. Vysledny fazni gen
obsahuje exony el, el” a e2. Primarni transkripikefici z tohoto fuzniho genu ale

podléha sesihu, pri kterém je z mMRNA ods8pen exon el” a e2. Exon el gdBlOR



je pripojen k exonu 2 genABL1, ¢imz vznika varianta ela2. Vysledny proteinovy
produkt mé velikost 190 kDa a je ozea p196°*" (Hermans et al., 1987).

Tieti region, kde rize dochazet ke zloim, je tzv. micro breakpoint cluster
region (p-bcr) nachazejici se na 3" konci genu reeany €19 a e20. Transkripci pak
vznika transkript el9a2, ze kterého je syntetizopémtein o velikosti 230 kDa —
p23F°A*! (Saglio et al., 1990).

ABL

' a * E* alal all

“m-ber M-ber e
BCR-ABL

ela2

b2a2

h3al

el a2 a0 o o e = et i ) [t i e Pl rrrr e

Obr. 4: Mista zlom na genectBCR a ABL1 a vysledna forma fuzniho genu. Na geXBL1 mize
dojit ke zlomu ped exonem 1b, mezi exony 1b a 1a nebo mezi exomydla Na genBCRse niize
zlom nachazet ve 3 oblastech — mezi exony b2 aeb® b3 a b4 (M-bcr oblast), mezi exony e2 a 2°
(m-bcr oblast) nebo mezi exony €19 a €20 (u-bastpffevzato z Deininger et al., 2000).

2.3.4. Struktura proteinu Bcr-Abl

Velikost proteinu a fitomnost tiznych domeén proteinu zavisi na tom, zda se
misto zlomu genBCRnachazi v regionu M-bcr, m-bcr nebo p-bcr.

pl9F°**' je nejmensi variantou proteinu Ber-Abl. Proteircfarakteristicky
pro akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), u chrahkié myeloidni leukemie je
vzacny. JelikoZ z genBCRje v tomto fuznim genu zastoupen pouze exon lejro
Ber je tvden jen oligomerizéni doménou, serin/threonin kindsovou doménou,
SH2 doménou a Gbr2 vazebnym mistem na fosfoTyrKuévz(ock et al., 1987).

Nejcastjsi verze proteinu Bcr-Abl, p288™" je spojena s klasickou
chronickou myeloidni leukémii. FlUzni gen vznika zemu genuBCR v regionu
M-bcr. Jak jiz bylo zmiéno vyse, fuzni onkoprotein p210ide byt kédovan dtma
variantami fuzniho genu — b2a2 nebo b3a2. Protéimokany variantou b3a2 je
0 25 aminokyselin &Si. Kromé domén kdédovanych exonem 1 obsahuje p210 také
doménu GEF-Rho (Hart et al., 1991).
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Nejv&tsi protein kédovany faznim geneBCR-ABL1je p236G° A" Struktura
je ténm¥f identicka s p210, obsahuje navic §g8aLB doménu a jedniigtinu domény
Rac-GAP. Tato verze proteinu se vyskytujgeyaZzre u chronické neutrofilni

leukemie a trombocytosy (Pane et al., 1996).

2.3.5. Signélni drahy

Bcer-Abl kinasa je lokalizovana v cytoplazmkde interaguje s celotadou
vazebnych partnéra substrdt. Jeji onkoogennidinek neni zfgsoben deregulaci jen
jedné signalni drahy, ale celéady signalnich drah, které jsou zapojeny
v nejraizngjSich procesech (obr. 5). Byly identifikovanyi tlavni mechanismy,
kterymi Bcr-Abl zpisobuje maligni transformaci. Pasem trvale aktivni mitogenni
signalizace, deregulace apoptozy acména adheze ke stromalnim fikam a
extracelularni matrix (Melo et al., 2003).

Mezi celouradou funknich domén nachézejicich se na Bcr-Abl kinase byly
identifikovany d¥ na Bcréasti, které jsou kéové pro transformai (&inek celého
proteinu. Prvni je oligomerizai doména na N-terminalnim konci proteinu (obr. 3),
ktera zprostdkovava heterodimerizaci, intermolekularni foskacy a aktivaci
fuzniho proteinu (McWhirter et al., 1993). Druhyrtickvym motivem je Tyrl77
(obr. 3), ktery je v leukemickych hkach fosforylovan a slouzi jako vazebné misto
pro adaptorovy protein Grb2 (Pendergast et al.31.99

BCR-ABL

Obr. 5: Signalni drahy aktivované Bcr-Abkévzato z Deininger et al., 2000).
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2.3.5.1.Bcr-Abl a Ras

Bcer-Abl kinasa pimo asociuje s proteiny, které aktivuji signélndtdr Ras.
Byly popsany 3 mechanismy aktivace Ras zahrnujimdl&né adaptorové proteiny.
Prvnim je protein Grb2. Jak jiz bylo zmihmo vySe, fosforylovany Tyrl77
piedstavuje vazebné misto pro protein Grb2, kteryaae s proteinem Sos (son of
sevenless), kteryipmeénuje protein Ras z neaktivni formy vazané s GDP ldivra
s GTP (Puil et al.,, 1994). Druhym adaptorovym p@dram je protein Shc (Src
homology 2 domain containing protein), ktery jeeukemickych bugk obsahujicich
Ph chromozom (Phleukemické biiky) fosforylovany a vazany s Bcr-Abl, coz
predstavuje spojeni mezi Ber-Abl a Grb2 (Puil et 2994). Tetim je protein Crkl,
také vytvdi s Bcr-Abl komplex. Fosforylovany Crkl se vaze retpinem Sos
aktivujicim Ras (Feller et al., 1995).

Aktivovany protein Ras aktivuje serin/threoninoviinasu Raf-1 (rapidly
accelerated fibrosarcoma) a spousti tak signalskdagu drahy MAPK. Aktivovany
Raf-1 fosforyluje kinasu MEK (mitogen-activated fmio kinase kinase) na
serinovych a threoninovych reziduich, coz aktivigd serin/threonin a tyrosin
kinasovou aktivitu. MEK dale fosforyluje a aktivujdERK (extracellular
signal-regulated kinase, mitogen-activated prokénase), ktery fosforylaci reguluje
aktivitu transkrignich faktoti c-Jun a c-Fos (Chang a Karin, 2001).

2.3.5.2.Bcr-Abl a PI-3K

Fosfatidylinositol-3 kinasa (PI-3K) e byt aktivovana pomoci Bcr-Abl
dvéma mechanismy. Prvnim mechanismem je draha vegeexiGrb2, ktery se vaze
pies svou SH3 doménu sdoménou bohatou na prolineipwt Gab2
(Grb2-associated-binding protein 2), ktery je ndstdosforylovan kinasou Bcr-Abl,
a pres ktery je aktivovana PI-3 kinasa (Sattler et24(Q2).

Druhou drahou vedouci k aktivaci PI-3K je drah#rmajici protein Crkl.
SH3 doména proteinu Crkl interaguje s na prolinaboh oblasti kinasy Bcr-Abl.
Na Crkl se nasledn vaze svoji SH2 doménou protein Cbl (casitas balyee
lymphoma). Protein Cbl fiZe s Bcr-Abl interagovat néimo pres Crkl nebo také
piimou vazbou na SH2 doménu Abl. S proteinem Cbragige protein Crk, ktery
nésleds aktivuje PI-3 kinasu (Sattler et al., 1996).
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P1-3K negfimo aktivuje kinasu Akt (protein kinasa B, PKB)aba vede fes
tvorbu fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu. Akt  nisIné  vykonava  svoiji
antiapoptotickou funkci ies rekolik substral, které fosforyluje. Kiovym
substratem kinasy Akt je proapoptoticky protein Bésicl-2-associated death
promoter), ktery je fosforylaci inaktivovan (deld®ect al., 1997). DalSim substratem
Akt je protein GSKB (glykogen synthasa kinasfl)3 ktery se fosforylaci také
inaktivuje (Pap a Cooper, 1998). GJK®8 aktivovaném stavu fosforyluje cyklin D
ap-catenin, které jsou nasletidegradovany proteasomem (Diehl et al., 1998).

Clenové rodiny transkrimich faktofi FoxO (Forkhead box O) péatmezi
dalSimi proteiny, které jsou fosforylovany kinasdkt. Hraji dilezitou roli
v hematopoéze a reguluji celaadu fyziologickych procds jako je zastava
burgé¢ného cyklu, apoptdza, diferenciace nebo oprava @N#thova et al., 2007).
Po fosforylaci se proteiny FoxO vazi s proteinem313, ktery brani jejich vazb
na DNA, a jsou relokalizovany do cytoplazmy (Brueetal., 1999). Lokalizace do
cytoplazmy tak efektivé inhibuje transkripni aktivaci proapoptotickych protein
(Stahl et al., 2002).

2.3.5.3.Bcr-Abl a JAK/STAT

Ber-Abl fuzni kinasa fosforyluj€leny rodiny transkripnich faktofi STAT
(signal transducer and activator of transcriptiodq normalnich fyziologickych
podminek je STAT fosforylovan kinasou JAK (Janusdéwaasa), proteiny STAT
nasledg dimerizuji a migruji do jadra, kde reguluji tranipki geni zapojenych
do procesu proliferace &gziti, jako jsou cyklin D nebo c-Myc (Horvath, 2000

Ber-Abl miZe regulovat signalni drahu JAK/STAT &@iwa zpisoby. Prvnim
je fosforylace JAK2, ktera byla pozorovana v BertAbzitivnich buikach, ale jiz ne
v Bcer-Abl negativnich kontrolnich lakdch. Aktivace JAK2 ovSem nevede k aktivaci
STATS, ale ke zvySeni exprese transémiino faktoru c-Myc (Xie et al., 2001).
Druhym zpisobem je fosforylace a tim aktivace proteBIrAT pfimo, bez aktivace
JAK. Bcr-Abl aktivuje gedevSim STAT5, ménpotom STAT1 a STAT3 (llaria a
Van Etten, 1996). Aktivace STATSrippiva ke zvySené expresi antiapoptotickych
proteini Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) a Bcl:XB cell lymphoma-extra large),
a cyklinu D, ktery stimuluje proliferaci (de Groet al., 2000).
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Nedavno bylo zji&no, Ze JAK2 je schopen aktivovat Bcr-Abl. Inhibice
JAK2 v Bcr-Abl pozitivnich bikach vedla k poklesu fosforylace Tyrl77
na Bcr-Abl, ke sniZzeni hladiny Bcr-Abl a indukcioggdzy v butkach rezistentnich
na imatinib nesouci mutaci Becr-Abl T3151 (Samaritale 2011).

2.3.5.4.Bcr-Abl a zména adheze

Pri normalni hematopoéze je adheze hematopoetickydn&vych bugk a
progenitorovych butk k stromalnim biikkach kostni tené a extracelularni matrix
regulovana interakci integfira dalSich povrchovych recepioiTo zaji§uje, Ze tyto
buiiky neopusti prosédi kostni ¢eré pired dozranim. U butk CML je adheze
k extracelularni matrix deregulovana, coziggbuje uvolini nezralych krevnich
burgk do periferni krve. Povrchové receptory z rodidipezivnich molekul integrin
se u busk CML chovaji odliS& nez u normalnich bgéh.

Integriny jsou heterodimery sloZzenéaza B podjednotky spojené
nekovalentnimi interakcemi. Maji intracelularngarismembranovou a extracelularni
doménu, kter4 rozpoznava a vaze se k adhezivniamdigh nachézejici se na
povrchu stromalnich bik a k extracelularni matrix. Vazba integrinu naahd
iniciuje prenos signalu z integrinu do tiky. U burtk CML indukuje Bcr-Abl
abnormalni asociaci mezi integriny a cytoskeleteo brani podjednotce
B1 integrimi spravneé distribuci na povrchu iiky, sniZzuje jeji mobilitu a zvySuje
agregaci receptérv abnormalnich shlucich, coz negativoviinuje adhezi bugk
(Bhatia et al., 1999).

DalSi mechanismusiigpivajici ke zmnéné adhezi vedeips protein Crkl,
ktery interaguje s proteiny zapojenymi do signéréhy zprosedkované integriny,
jako je paxillin. Paxillin dale interaguje s praigi FAK (focal adhesion kinase)
a vinculinem, coZ jsou proteinydstnici se integrinové signalizace (Uemura et al.,
1999).

2.4. Lécba chronické myeloidni leukemie

Lécba CML uSla od svych gatka velmi dlouhou cestu, nicméneji vyvoj
byl dosti pomaly. Prvni dinnou l&bou bylo v 19. stoleti podavani tzv. Fowlerova
roztoku vyvinutého v 18. stoleti Thomasem FowlergghpZ aktivni komponentou
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byl arsenik (oxid arsenity). V 21. stoleti se¢pbinky arseniku z&naji zkoumat
v in vitro studiich (Konig et al., 2007). V prvni polo¥ir20. stoleti byl s ndstupem
radioteparie Fowlér roztok nahrazen oravanim, coz mo zmirnit symptomy
zpiusobené z&tSenou slezinou, ale k prodlouZeni Zivota to pépedobré nevedlo
(Deininger, 2008).

Prvni syntetickou slaieninou pouZzivanouiplécb¢é CML se v 50. letech
20. stoleti stal busulfan, ktery pamezi alkyl&ni ¢inidla. FrestozZe je busulfan velmi
toxicky, byl schopen mignprodlouzit stedni dobu feziti (Djaldetti et al., 1966).
Po 10 letech byl busulfan nahrazen éaxickou, ale GinngjSi hydroxyma@ovinou
patici do skupiny antimetabolit Hydroxyma@ovina byla schopna déle prodlouzit
stredni dobu peziti (Hehlmann et al., 1993).

V 80. letech 20. stoleti byla stavajici¢ciléa nahrazena rekombinantnim
interferoneme. (rIFN). V té dolg byl jiz INF pouzivan k lé&b¢ jinych malignit.
Mechanismus &inku u CML neni stale zcela objasn V porovnani s busulfanem
nebo hydroxyméovinou vykazoval rIFN lepsSi é&&bné vysledky. DoSlo k dalSimu
prodlouZeni sedni doby peziti, WtSina pacierit byla schopna dosahnout kompletni
hematologické odpadi, ale pouze men&iast kompletni cytogenetické odpgov
(Bonifazi et al., 2001; Allan et al., 1995). V jirgudii byla stedni doba feZiti
u paciend 1é&¢enych rINF delSi nez u paciéntécenych hydroxymeovinou nebo
busulfanem. Nebyl ale pozorovan signifikantni  rbzdimezi rINF
a hydroxyma@ovinou (Hehlmann et al., 1994).

V 80. letech byla dalsi moznosti ¢ alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych hilkn Tato moznost by byla ale vhodna pouze pro
maloucast paciertt, pro které se nasSel vhodny darce aikbgli v relativie dobrém
zdravotnim stavu, protoZze museli projit chemotérappza@ovanim (Hansen et al.,
1998).

Na konci 20. stoleti doSlo k revoluci wB& nejen chronické myeloidni
leukemie, ale také dalSich hematologickych i nehlielogickych malignit uvedenim
tzv. cilené |éby, ktera zasahuje konkrétni signalni drahy podileje na nadorové
transformaci.

Vzhledem k Sirokému rozmezi ¢Ebnych moznosti a strategii je
nezbytné pibéh I&by monitorovat, aby bylo mozné vipad negiznivého péibéhu
lécbu  upravit. Ktomu slouzi mnoZstvi  pokrgch  genetickych

a molekularg-biologickych technik, kterymi se hodnoti odgdvpacienta na léu
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(Baccarani et al., 2009). RozliSujeme odfab\nematologickou (HR), cytologickou
(CR) a molekularni (MR; tab. 1).

Tab. 1: Definice hematologické, cytogenetické aakolarni odpowdi pacienta na
lécbu (prevzato a upraveno podle Baccarani et al., 2009).
Patet bilych krvinek < 10x10L
Kompletni Patet destiek < 450x16/L
hematologicka odpo¥d® Zadné vyplavené nezralé granulocyty
Normalni velikost sleziny

Cytogeneticka odpo¥d’

Kompletni 0 % Phbungk
Castena 1-35 % Phburgk
Mala 35-65 % Phbursk
Minimalni 65-95 % Phbursk
Zadna >96 % Phbunsk

Molekularni odpovéd’

Nedetekovatelna mRNA gemCR-ABL1pomoci
real-time kvantitativni nebo nested PCR
Pomeér mRNA genuBCR-ABL1ku kontrolnimu
genu< 0,1 %

Kompletni

Velka

2.4.1. Inhibitory tyrosinovych kinas

Zjisténi, Ze tyrosinové kinasy (TK) s deregulovanou atdiv hraji dileZitou
roli pti vzniku fady nadorovych onemoéni, vedlo k vyvoji nizkomolekularnich
inhibitora tyrosinovych kinas (TKI) v nagi, Ze je bude mozné pouzitipécheé
nadofi. Fuzni protein Bcr-Abl tak fedstavuje idedlni cil pro TKI, protoze je
charakteristicky pro &Sinu pacient s CML a jeho deregulovand tyrosinkinasova
aktivita je zodpowdna za rozvoj CML (Lugo et al., 1990). Bylo vSal&zkou, zda
bude mozné vyvinout specifické TKI. Problém &pal v tom, Ze tyrosinoveé kinasy
vyuzivaji ATP jako donor fosfatu a maji konzervogaTP-vazebné misto, tudiz
nebylo jasné, zdaizné TKI budou schopny selekti&inhibovat ATP-vazebna mista
raznych tyrosinovych kinas. Brzy ovSencaly vychazetlanky popisujici pirodni
latky schopné inhibovatizné tyrosinové kinasy. V roce 1993 byl objeven lagtin
(tyrosine _phoghorylaton inhibitors) inhibujici activitu Bcr-Abl a zZ&lo byt jasné,
Ze bude mozZné nalézt specifické inhibitory proébié leukemii spojenych s Abl
(Anafi et al., 1993).

V 90. letech wvyvinuli vlaborato Ciba-Geigy (nyni Novartis
Pharmaceuticals) skupinu inhibitoproteinovych kinas, 2-fenylaminopyrimidiny,
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z nichz vzeSel prvni kom&w dostupny inhibitor Bcr-Abl, imatinib (Gleevec,
STI571, CGP57148, Novartis Pharmaceuticals, Baseycarsko), ktery in vitro

experimentech selekti¢rzabijel buiky CML (Druker et al., 1996). Imatinib byl jako
prvni generace inhibitér Bcr-Abl uveden rychle do klinické praxe vroce 200

a zpusobil revoluci v Iébé¢ CML.

2.4.1.1.Prvni generace TKI

2.4.1.1.1Imatinib

Imatinib je derivatem 2-fenylaminopyrimidinu (ol&), chemicky se jedna o
4-[(4-methylpiperazin-1-yl)methylN-(4-methyl-3-{[4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-yl]

amino}fenyl)benzamid methansulfonat.

e
N
CHs
N NH
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_~N
H5;C
HN
/ |
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Obr. 6: Chemicka struktura imatinibu.

Imatinib byl pivodre vyvinut jako specificky inhibitor receptoru PDGF
(platelet derived growth factor). Studie poté odiake to neni jediny jeho cil. Jedna
se také o relativhselektivni inhibitor proteinovych kinas Abl, Bcroho velikosti
190 kDa a 210 kDa (Buchdunger et al., 1996), c{Keinrich et al., 2000) a Arg
(Abl-related gene; Okuda et al., 2001).

Imatinib  funguje jako kompetitivni inhibitor, kigr se vaze do
ATP-vazebného mista Abl, a brani tak vazrP. Krystalova struktura komplexu
kinasové domény Abl a imatinibu odhalila, Ze imatirpii inhibici vytvari
s 21 hydrofébnimi rezidui vodikové vazby a van Wémalsovy interakce, které jej
pomahaji pesré orientovat na mist (Nagar et al., 2002). Mutace vedouci ke
zmenam rekterych z échto rezidui vyraz®é ovliviwuji vazbu imatinibu a Zjsobuiji
rezistenci bugk CML nesouci tyto mutace (von Bubnoff et al., 2002
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V aktivatni smyce kinasy je dlezitym reziduem Tyr393, ktery je v krystalu
Abl s imatinibem nefosforylovany. To znamen4, Zatimb je schopen inhibovat
Abl pouze v inaktivni konformaci. Abl s fosforylorgm Tyr393 je mnohem mén
citivy na imatinib. V butkach CML je Bcr-Abl na Tyr393 konstituti¢n
fosforylovan, a nachazi se tedy v aktivni konforimétera brani vazbimatinibu.

Z experimenit je ale zndmo, Ze imatinib je schopen wikdAch CML inhibovat
Bcr-Abl. To znamena, Ze Bcr-Abl v bkach rychle pechazi mezi aktivni
(fosforylovanou) a inaktivni (nefosforylovanou) Kormaci, ktera je nasledn
inhibovana imatinibem. DalSi moznostitbe byt, Ze se imatinib vaze na &ov
syntetizovany Bcr-Abl, ktery jeStnestihl byt fosforylovan (Schindler et al., 2000;
Nagar et al., 2002).

Studie ukéazaly, Ze imatinib byl schopen selektivmhibovat fist Ber-Abl
pozitivnich bugk. Inkubace mnoha Bcr-Abl pozitivnich bimych linii ziskanych
Z pacieni s CML s imatinibem v submikromolarnich koncentchcvedlo k zastay
rastu a indukci apoptézy (Druker et al., 1996). Imtgbkinasové aktivity Bcr-Abl
vede ke snizeni fosforylace proteinu Crkl, jednahaejdilezitéjSich substrdi
Bcr-Abl, cozZ inhibuje signélni drahyatkZité pro peziti a inhibici apoptézy. Navic
dochazi ke snizeni exprese antiapoptotickych print&cl-X., XIAP (X-linked
inhibitor of apoptosis protein) nebo IAP1 (inhibitf apoptosis), aktivaci
proapoptotického proteinu Bid (BH-3 interacting domdeath agonist) a aktivaci
kaspasy 3, 8 a 9 (Fang et al., 2000; Jacquel e2@D3). Vedle indukce apoptdzy
dochazi gsobenim imatinibu také ke spési erytroidni diferenciace u bék CML.
Mechanismus diferenciace neni znam, aledpoklada se, ZeubkZitou roli hraje
kinasa ERK (Jacquel et al., 2007).

Na druhou stranu nebyl pozorovan zadny intmbiefekt na normalni kiky
hematopoetickych progenifor koncentracich pouzitych u Phurek (Druker et al.,
1996). Imatinib nevykazoval vyznamny inhibi efekt ani na leukemické
progenitorové biikky. Dokaze tedy obnovit normalni hematopoézu ugrdtis CML
potlatenim proliferace leukemickych b&lky ale nedokaze odstranit leukemické
progenitory (Graham et al., 2002¥itemnost leukemickych progenitor u pacieni
s kompletni cytogenetickou odpsli tak miZze gedstavovat rizikovy faktor relapsu
(Bhatia et al., 2003).

Imatinib je metabolizovan cytochromem P450 (CYRgvazre tedy pomoci
CYP3A4 a CYP3AS. Hlavni metabolicky proces faze ahrnuje demethylaci za
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vzniku nejvice zastoupeného metabolitu - N-desnteitmatinibou (CGP 74588).
Mezi dalSi metabolické procesyueme z#adit oxidaci piperazinového kruhu za
vzniku laktamu, N-oxidaci piperazinu nebo N-oxidpgridinu. Ve fazi 2 je imatinib
nebo jeho metabolit konjugovan s glukuronovou kipeel (Gschwind et al., 2005).

Imatinib byl uveden do klinickych zkouSek v roce989a byl testovan na
vzorku pacient s CML v chronické fazi, u kterych selhalash@ rINF. Ve fazi 1
klinickych zkouSek bylo pacieiitn podavano 300 a vice mg imatinibu d&nn
piicemz 98 % paciefitdosahlo kompletni hematologické odpdy 31 % dosahlo
hlavni cytogenetické odpésli a 13 % kompletni cytogenetické odpdiz VedlejSi
efekty byly mirné a zahrnovali {gem, Zaludéni nevolnost nebo kozni vyrazku
(Druker et al., 2001).

Velmi ptiznivé vysledky imatinibu v prvni fazi klinickyctkausek jej rychle
posunuly do druhé faze, kde byl testovan jak naepéech v chronické fazi CML,
u kterych selhala &a rINF, tak také na pacientech v akcelerované d&daiastické
fazi CML a pacientech s ALL. 95 % pacién chronické fazi dosahlo kompletni
hematologické odpadi, 60 % hlavni a 41 % kompletni cytogenetické oatplo
(Kantarijan et al., 2002).

Treti faze klinickych zkouSek, IRIS, porovnavala &smst |€by paciend
v chronické fazi CML Iéenych imatinibem (400 mg def)ns pacienty l&enymi
rINF a cytarabinem. Po 19asicich sledovani byly vysledky dosazené u pattient
lé¢enymi imatinibem lepSi nez u paciéntigcenych rINF a cytarabinem. Hlavni
cytogenetickd odp@d’ byla dosazena u 87 % pacigr&cenych imatinibem vs.
35 % pacient lécenych rINF, kompletni cytogeneticka odgdv byla 75 %
u imatinibu vs. 15 % u rINF (O"Brien et al., 200B)a zaklad téchto vysledk byl
imatinib v prosinci roku 2002 schvalen FDA (Foodddbrug Administration) pro
|é¢bu pacieni s CML.

2.4.1.1.2Rezistence na imatinib

Pacienti s CML vykazujitiznou citlivost na imatinib. Velké&ast paciernt na
lé¢bu imatinibem dofe odpovida, &asti se ale vyvine rezistence, ktetégstavuje
velky problém doprovéazejici nejencku CML. Pokud se rezistence objevi hned
v pacétcich |€by, mluvime o tzv. primarni rezistenci. Pokud sastence vyvine az

v pribéhu l&by, mluvime o tzv. sekundarni nebo ziskané rezisteNejnizsi
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praveEpodobnost vzniku rezistence maji pacientasné chronické fazi (O'Brien et
al., 2003).
Rezistence na imatinib ike byt zfisobena celodadou mechanisin které

mohou byt rozéleny do dvou skupin — rezistence na Bcr-Abl zavastéezavisla.

2.4.1.1.2.1Bcr-Abl-zavislé mechanismy rezistence

2.4.1.1.2.1.1Mutace Bcr-Abl
Imatinib sam o sabneindukuje mutace, ale spiSe jakoi\ppd rezistence

bakterii na antibiotika selektuje vzacny jiz exjgtuklon rezistentni na imatinib,
kterd nese mutaci. Tento rezistentni klon poté ypost preroste citlivé klony
(Luzzatto a Melo, 2002).

Mutace postihujici protein Bcr-Abl zasahujizné ¢asti a mohou byt
roz&kkleny do 4 skupin: mutace, které&imo naruSuji vazbu imatinibu; mutace
v ATP-vazajicim mist mutace v aktivéni smyce; mutace v katalytické dom#&n
(obr. 7).
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Obr. 7: Procentudlni zastoupeni mutaci Bcr-Abl epg¢h s klinickou rezistenci na imatinib.
NejcéastjSi mutace jsou znazomy cerverg. Mutace mohou byt rozteny do 4 skupin: mutace, které
pfimo naruduji vazbu imatinibu (I); mutace v ATP-ji@an mist (N); mutace v aktivéni smyice
(A); mutace v katalytické domérfC) (prevzato a upraveno z Diamond a Melo, 2011).

-20 -



Prvni detekovanou mutaci u rezistentnich patjektera ovliviuje vazbu
imatinibu, byla substituce threoninu na pozici b isoleucin (T3151). Imatinib
vytvaii s Abl celoutadu interakci, které jej pomahajfegré orientovat na mist
Substituce T3151 ovliwje vazbu imatinibu ddma zpisoby. Za prve, isoleucin
s delSim uhlikovym fettzcem stéricky brani vstupu a vézbmatinibu do
ATP-vazebného mista (obr. 8). Za druhé, odsgtram threoninu mizi atom kysliku,
coz brani vytveéeni vodikové vazby se sekundarni aminoskupinouimibat (Gorre
et al., 2001).

WILD-TYPE T3151 MUTANT

THR 315

Obr. 8: Substituce T315I a ovligni vazby imatinibu. Za&na threoninu na pozici 315 za isoleucin
stéricky brani vstupu imatinibu do vazebného métaytvaeni vodikové vazby mezi sekundarni
aminoskupinou imatinibu s atomem kysliku na threanicoz vede k rezistenci pacigénta imatinib
nesouci tuto substituciif@gvzato z Gorre et al., 2001).

Mutace v ATP-vazebné domempostihujicasto tyrosin 253 a glutamat 255.
Tyrosin 253 vytv8 vodikovou vazbu s asparaginem 322, glutamatem
255, threoninem 273, lysinem 247 a tyrosinem 257bs8tuce tyrosinu 253 za
histidin a glutamatu 255 za lysin nebo valin ve#teukonform&nim zn&nam, které
maji za nasledek poSkozeni vazby imatinibu (vonridfibet al., 2002). Mutace
v aktivaéni smytce, ktera je tvilena aminokyselinami 381 az 402, neoliji pifimo
vazbu imatinibu, ale spiSe brani dosazeni inaktkamiformace. Fkladem mutace
v této oblasti je substituce histidinu 396 za prdlion Bubnoff et al., 2002).
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2.4.1.1.2.1.2Amplifikace BCR-ABL1a zvySena exprese Bcr-Abl

Rezistence na imatinib #pobena amplifikaci genBCR-ABL1a naslednou
zvySenou hladinou proteinu byla nijee pozorovana in vitro studiich, kdy byly
z citlivych burg¢nych linii vytv&eny rezistentni kultivaci s postupise zvysujici
koncentraci imatinibu (Mahon et al., 2000). Amjlifte genu byla zji8ha také u
pacienti s CML v blastické fazi a s ALL, kiezpatatku na imatinib odpovidali, ale
poté u nich doSlo k relapsu. Zda se ale, Ze bodoutace jsowasgjsi pricinou
vzniku rezistence (Gorre et al., 2001). Mezi zvyiehladinou Bcr-Abl a mutacemi
muze existovat vztah. U progenitorovych BKMnCD34 se zvySenou hladinou
Bcer-Abl byla pozorovana nizsi citlivost na imatirabvySSi rychlost rozvoje mutaci.
Hladina Bcr-Abl niize tedy alespo c¢ast&né ovliviovat rychlost, sjakou se
rezistentni klon objevi a stane se dominantnimr{@&set al., 2005b).

2.4.1.1.2.2Bcr-Abl nezavislé mechanismy rezistence

2.4.1.1.2.2.1.ékové transportéry
Intracelularni hladina imatinibu v cilové ime zavisi na jeho trasportu jak

dovnitt buiky, tak také z biky ven. V klinické praxi se fiedpoklada vliv dvou
transporték z rodiny ABC (ATP-binding cassette) transpaitéABCB1 a ABCG2)
transportujici lé&iva ven z biiky. Je stale kontroverzni, zda se vySe zmén
transportéry skutmé podileji na vzniku rezistence leukemickych &uma imatinib
jak vin vitro, tak vin vivo podminkach vzhledem k pin rozporuplnych praci.
NejnowjSi typ mechanismu rezistence zahrnuje OCT-1 tr@mép (organic cation
transporter), ktery transportuje imatinib dovtiky.

Prvnim objevenym transportérem souvisejicim ssteaci buk CML
na imatinib byl protein ABCB1 (P-glykoprotein, P;gmpultidrug resistance protein,
MDR1), produkt gentABCB1 Vzhledem k tomu, ze o vlivu ABCB1 na rezistenci
leukemickych bu&k budou pojednavat kapitoly nize, nasledujfalky budou
vénovany dalSim Iékovym transporiién

Dalsim moznym ABC transportérem podilejicim sevmaiku rezistence na
imatinib u pacient s CML je ABCG2. Nutno ale podotknout, Zegmvek ABCG2
je zn&né kontroverzni a nepanuje v této otazce shoda. Rexie na imatinib byla
pozorovana u butk se zvysenou expresi ABCG2 (Dohse et al., 2010g&uet al.,
2004; Brendel et al., 2007). V dalSich pracech w&m vyskytla opma tvrzeni.
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ZvySend exprese ABCG2 nevedla ke snizené citlivmstk na imatinib (Houghton
et al., 2004). Zvysena exprese ABCG2 byla pozorauabuk CD34 ziskanych
z pacieni s CML v chronické fazi. Inhibice ABCG2 ale nevedke zvySeni
intracelularni akumulace imatinibu &chto burk (Jordanides et al., 2006).

Imatinib je transportovan do bky aktivné pomoci organického kationtového
transportéru OCT-1 (Thomas et al., 2004; White let 2006). SniZeny transport
imatinibu do buky byl proto navrzen jako dalSi mechanismus vzmigzistence u
CML pacienti. Byl pozorovan vztah mezi expresi OCT-1 a odjgd\pacieni na
imatinib. Pacienti s nizSi expresi OCT-Zlimsuboptimalni odposd’, kterou bylo
mozné pekonat vysSi davkou imatinibu (White et al.,, 200Pgrcienti s niZSi
aktivitou OCT-1 navic vykazovali vySSi miru mutaBer-Abl a rychlejSi vyvoj
nemoci. Naopak vysSi aktivita OCT-1 korelovala sleodpo¥di a celko¢ delSi
dobou peziti (White et al., 2010a). Na druhou stranu btgké publikovano, Ze
transport imatinibu do biky je nezavisly na OCT-1 (Nies et al., 2014). Protohli
I pacienti s nizsi hladinou OCT-1 dosahovat optimhadpowdi (Razga et al., 2011).

DalSim faktorem, ktery fize mit vliv na vysledek &by, je geneticka
variabilita OCT-1 (tzv. polymorfismy). Nicméri toto téma je znaé kontroverzni.
Byly publikovdny prace ukazujici vztah mezi polyfigmy a selhanim tby
(Giannoudis et al., 2013; Bazeos et al., 2010).l1&/@¢dho jsou prace, ve kterych
k podobnym z&kram nedosli (White et al., 2010b).

2.4.1.2.Druha generace TKI

Pochopeni mechanismu rezistence vedlo k vyvogidalinhibitofi Bcr-Abl,
které byly vin vitro i in vivo experimentech schopny inhibovatist burgk
s nemutovanou i mutovanou formou Bcr-Abl. Dz tchto slodenin — nilotinib
a dasatinib — jsou v séasné dobjiz schvaleny pro kbu pacieni s CML v riznych

fazich. Tito pacienti jsou rezistentni na imatingbo imatinib netolerujici.

2.4.1.2.1Nilotinib
Nilotinib (Tasigna, AMN107, Novartis PharmaceuligaBasilej, Svycarsko)

je derivatem 2-fenylaminopyrimidinu, struktérpodobny imatinibu a vyvinuty na

zaklad krystalové struktury komplexu imatinib-Abl. Cherkycjde o 4-methyl-N-[3-

-23 -



(4-methyl-1H-imidazol-1-yl)-5-(triflouromethyl)fer}3-[(4-pyridin-3-ylpyrimidin-
2-yl)aminolbenzamid (obr. 9). Nilotinib na rozdildoimatinibu postrada
methylpiperazinovy motiv. a je obohacen o triflousthylovou a
methylimidazolovou skupinu.

Nilotinib predstavuje specificky ATP-kompetitivni inhibitor kis Bcr-Abl,
c-Kit a PDGFR (Weisberg et al., 2005). Stejako imatinib se i nilotinib vaZze na
Abl v inaktivni konformaci. Rozdily ve strukt nilotinibu a imatinibu vedou ke
zmeénam Vv interakci nilotinibu se specifickymi aminokjisami ve vazebném mést
Abl, coz mé za nasledek zvySentininosti nilotinibu v porovnani s imatinibem
(Weisberg et al., 2005).

CH,

%N ) Q/MH/\/EY "
N~

Obr. 9: Chemicka struktura nilotinibu.

Nilotinib G¢inné inhibuje kinasovou aktivitu Bcr-Abl jak nemutovdiee
proteinu citlivého na imatibinib, tak také¢tginy mutantnich na imatinib
rezistentnich forem. Jedinou vyjimku tvanutace T315l, kteraastava rezistentni
také wici nilotinibu (Weisberg et al., 2005). Nilotinib défievné inhibuje proliferaci
jak Bcr-Abl exprimujicich na imatinib citlivych bgh, tak také bugk s mutovanou
na imatinib rezistentni formou Bcr-Abl, krénT3151 mutace (O"Hare et al., 2005).
Podobri jako imatinib ani nilotinib nevykazoval vyznamnghibi¢ni efekt wici
normalnim myeloidnim progenitim v koncentracich pouzitych u Bcr-Abl
exprimujicich buak (Weisberg et al., 2005).

Vedle mutace T3151 mohou krezistenci na nilotindispivat dalSi
mechanismy, jako je zvySena exprese ABC transpprigemért ani v této oblasti
nejsou publikovand data konzistentni. Bylo ukaz&ede nilotinib transportovan jak
P-gp, tak také ABCG2, a zvySena expresshto transportér mize tedy snizovat

-24 -



intracelularni koncentraci nilotinibu v Bkiach, a pispivat tak ke vzniku rezistence
(Mahon et al., 2008; Brendel et al., 2007). NicgherdalSi praci bylo ukadzano, ze
zvySena exprese P-gp rtpiva k rezistenci na nilotinib (Davies et al. 02

Nilotinib je metabolizovan ievazri CYP3A4. Sodasné podavani silnych
inhibitori nebo aktivatar CYP3A4 miZze zvysit nebo snizit koncentraci nilotinibu.
Nilotinib navic pisobi také jako kompetitivni inhibitor nejen CYP3Adle také
CYP2C8, CYP2C9 a CYP2D6 (Hazarika et al., 2008).

Po slibnych vysledcich ziskanychinv vitro experimentech byl nilotinib
zarazen do klinickych zkouSek natl CML u pacient v riznych fazich, ktg byli
rezistentni na imatinib, a Phpacient s ALL. Hematologické/cytogenetické
odpowdi bylo dosazeno u paciéntv chronické, akcelerované a blastické fazi
v 92/53 %, 72/48 % a 39/27 %. Odgdv bylo dosazeno u vSech paciemagic
raiznymi fenotypy Bcr-Abl, krord mutace T315I. Nilotinib byl obeénvelice dolse
tolerovan (Kantarjian et al., 2006).

Ve fazi 2 klinickych zkousek byl nilotinib testavanejdive na pacientech
s CML v chronické fazi rezistentnich na imatinitbaematinib netolerujicich. Byl
podavan dvakrat detnpo 400 mg. Kompletni hematologickou odpdvmélo
74 % pacient, kompletni cytogenetickou 34 % (Kantarjian et 2D07). V dalSich
fazich byli testovani pacienti s CML rezistentni maatinib nebo imatinib
netolerujici v akcelerované fazi. Pacient bylo podavano 400 mg dvakrat dénn
s moznosti navySeni davky na 600 mg dvakrat gepakud nedoSlo k adekvatni
lécebné odpogdi. Kompletni hematologickd odp&i byla dosazena u
26 % pacient a kompletni cytogenetickd u 16 %. Vazné vedlejidktyg se
vyskytovaly pouzeizdka. NegastjSi nehematologické nezadoucinky byly kozni
alergické reakce nebo nevolnost (le Coutre e2@0D8).

Na zaklad klinickych zkouSek byl nilotinib v roce 2007 sched FDA na
|é¢bu pacieni s CML.

2.4.1.2.2Dasatinib

Dasatinib (Sprycel, BMS-354825, Bristol-Myers Sduiblew York, USA) je
derivatem thiazolkarboxamidu (obr. 10). Chemicky jséna o N-(2-chloro-6-
methylfenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazifjy2-methyl-4-pyrimidinyllami-
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nol-5-thiazolkarboxamid. Struktugnje odliSny od imatinibu i nilotinibu, gehoz
vyplyvaji rékteré jeho odliSné vlastnosti.

CH, NHT([%\NHJ%)\N/\
@i o) k/N\/\OH

Obr. 10: Chemicka struktura dasatinibu.

Dasatinib fisobi jako ATP-kompetitivni inhibitor kinas Abl, Bél, c-Kit,
PDGFRe a kinas rodiny Src. VaZze se do ATP-vazebného rkistesy Abl a to jak
v inaktivni, tak také v aktivni konformaci. Na rokzdd imatinibu vytvédi dasatinib
ve svém vazebném midsinére interakci a ma vyssi afinitu k Abl. Je schopémie
inhibovat Bcr-Abl jak v nemutovane, tak mutovanéni®. JelikoZz threonin 315
predstavuje dlezitou kontaktni aminokyselinu, je T315l jedinou 18 Kklinicky
vyznamnych mutantnich forem Bcr-Abl, kterou nengataib schopen inhibovat
(Tokarski et al., 2006). Dasatinib inhibuje Bcr-Aldxprimujici buiky jak
s nemutovanou, tak také s mutovanou formou Bcr-Abkoncentracich
negevysujicich 2 nmol/l. \in vitro experimentech inhiboval ast Bcr-Abl
exprimujicich busk s nemutovanou formou Bcr-Abl 325kratiingji nez imatinib a
16krat @&inngji nez nilotinib. Také v inhibici dstu burk s mutovanou formou
Ber-Abl (kromé mutace T3151) byl dasatinib mnohertinn¢jSi nez imatinib nebo
nilotinib (O Hare et al., 2005).

Dasatinib je ve velké @ metabolizovdn cytochromem P45Qeyazré
CYP3A4 na ®kolik farmakologicky aktivnich metabalit Mezi dilezité
metabolické cesty pit N-oxidace piperazinového kruhu, oxidace alkohokbo
hydroxylace chloromethylfenylové skupiny (Christeplet al., 2008).

Ve fazi 1 klinickych zkousek byl dasatinib testow@a pacientech s PIEML
v riznych fazich, kg byli rezistentni na imatinib nebo imatinib netoligci, a Ph
ALL. Bez ohledu na fazi, ve které se pacienti naefia dosahlo kompletni
hematologickou odpad’ 68 % a kompletni cytogenetickou odpdv30 % pacierit
(Talpaz et al., 2006). V dalsi fazi klinickych zl&ak byly porovnavany vysledky
pacientt v chronické fazi CML rezistentnich na imatinib thajici 70 mg
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dasatinibu dvakrat dears pacienty dostavajicimi vysoké davky imatinibQQ400
mg imatinibu den&). Po 2 letech sledovani dosahlo kompletni hemgicié
odpowdi 93 % pacient dostavajicich dasatinibb vs 82 % pacient
dostavajici imatinib a kompletni hematologické odplb 44 % pacieni
dostavajici dasatinib vs 19 % paciedbstavajici imatinib (Kantarjian et al., 2009).
Na z&klad klinickych zkouSek byl dasatinib schvalen FDA aél pacient

s CML v chronické, akcelerované i blastické fazi.

2.4.1.3.Treti generace TKI

Ackoliv druha generace TKIimesla zlepSeni v&bé CML, stile se mezi
pacienty vyskytoval&ast, ktera neodpovida na tyto nové TKI, jelikoZzaweformu
Ber-Abl s mutaci T3151, kter4 #Apobuje rezistenci jak na prvni, tak na druhou
generaci TKI. Bylo proto nutné vyvinout dalSi gea@rTKI schopnych fekonat tuto
mutaci. V sodasné dob je fada takovych TKI jak v klinickych zkouSkach, takéa
schvélenych pro tébu CML.

Jednim znovych TKI je ponatinib (AP24534, IclysigARIAD
Pharmaceuticals, Cambridge, USA), ktery byl vyvinmubdifikaci purinové kostry
(Huang et al.,, 2010). Chemicky se jedna o 3-[2dBumD[1,2-b]pyridazin-3-
yh)ethynyl]-4-methyl-N-{4-[(4-methylpiperazin-1-yinethyl]-3-(trifluoromethyl)
fenyl}benzamid (obr. 11). Vzhledem k tomu, ze ohgahrojnou vazbu, je schopen
se vyhnout stérickéfpkazce u T3151 mutanta Ber-Abl (Huang et al., 2010)

H3C

NH CH
//\N/ 3
o) N\)

Obr. 11: Chemicka struktura ponatinibu.
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Ponatinib fsobi jako selektivni inhibitor jak nemutované foriBgr-Abl, tak
Bcr-Abl nesouci #izné mutace. Vedle toho inhibuje také kinasy Sray, Lg-Kit,
PDGFR, VEGFR (vascular endothelial growth factorcemor) nebo FGFR
(fibroblast growth factor receptor). Vzhledem ktiakZze rkteré z inhibovanych
kinas pedstavuji potencialni cile wiznych malignit, nize byt ponatinib testovan
jako I&ivo proti Sirokému spektru nadorovych onemédn(O Hare et al., 2009).

Ponatinib byl rychle zahrnut do klinickych zkouS&ke fazi 1 byl testovan
u paciend s tiznymi mutacemi, u kterychipdesla l&ba selhala, u paciens mutaci
T315I a pacierit se Zadnou mutaci, u kterych ale selhatbdékolika TKI. VétSina
pacienti v chronické fazi bez mutace dosdhla kompletni helogické a hlavni
cytogenetické odpadi. Také u skupiny pacieints detekovanou mutaci dosahla
vétSina z nich kompletni hematologické i cytogenetickdpoedi (Cortes et al.,
2012).

V prosinci 2012 byl ponatinib schvalen FDA prélda pacieni s rezistentni
formou CML nebo PhALL.
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3. Mnohoéetna lékova rezistence

Nadorova bitka ma vlastnost fzpisobovat se neustdle seémtim
podminkdm a fgkonavat cytotoxickéysobeni protinadorovych d& diky zvySené
frekvenci mutaci, nestabiitgenomu a modulaci signalnich a biochemickych drah.
K piekonani toxického efektu chemoterapie upravuje mebsiuje nadorova hika
normalni fyziologické funkce nebo vyviji nové mestsany rezistence. Rezistence
muze vzniknout pouze na pouZit&iMo, ale k dalSim l&vam s odliSnou strukturou
a mechanismemagobeni astava biika citliva. V extrémnim fipact vyvine buika
rezistenci proti celéad I&Civ, ktera se obvykle zraé lisi jak ve struktie, tak i
mechanismu {sobeni. Tento fenomén je nazyvan mna@hoa |ékova rezistence
nadorovych onemoe¢ni. Poprvé byl pojem mnokietna Iékova rezistence pouzii p

rezistenci bakterii na antibiotika, brzy byl alegben i na nadorové lsky.

3.1. Mechanismy vzniku MDR

Ke vzniku MDR pispiva celdfada mechanistn které jsou vysledkem
postupného, mnohakrokového procesu genetickycgepptickych a biochemickych
zmeén. Tyto mechanismy mohou byt rateny na Uroveé buiky a organismu.
Mechanismy na urovni biky zahrnuiji:

a) deregulace signalnich drah B&mé smrti

b) deregulace signalnich drah proliferace

c) deregulace bwiného cyklu

d) mutace nebo z#¢na exprese cilového proteinu
e) snizeny transportdi&a do buiky

f) zvySeny transport téva z buiky

g) lokalizace léiva uvnitt buiky
Mechanismy na urovni organismu zahrnuiji:

a) metabolismus &éva a detoxikace

b) mikroprostedi nadoru
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Vzhledem k tomu, Ze v dalSi kapitole budou podéopopsany mechanismy
zvySeného transportudi@a z buiky diky expresi ABC transporti&rna nasledujicich

fadcich budou shrnuty ostatni mechanismy.

Jednim z vyznamnych mechanismjak rezistentni nadorové tky
piekondvaji cytotoxickégsobeni protinadorovychd#, je blok apoptdzy zvySenim
exprese anti-apoptotickych protéinnebo snizenim exprese nebo mutaci
pro-apoptotickych protein

Zmeény ovliviujici apoptézu se mohou tykat jak&si receptorové drahy, tak
i vnitini mitochondrialni drahy. Poruchy receptorovych hdzahrnuji snizenou
expresi receptdr smrti, mutace naruSujici spravnou funkci nebo esipdecoy
receptod, které vazou ligand, a brani tak vaata spravny receptor nebo aktivuji
drahy, které nevedou k apoptéze, ale k aktivaaBl& geziti.

Zmény ve vnitni mitochondrialni drdze zahrnuji zvySenou expresi
anti-apoptotickych proteinz rodiny Bcl-2, jako jsou Bcl-2, Bcl-X Mcl-1 nebo Al,
nebo inaktivujici mutace pro-apoptotickych proteinag. Bax (Bcl-2-associated X
protein).

Defekty v mitochondrialni draze se mohou vyskytowaké na post-
mitochondrialni Grovni. U &kterych nadar byla pozorovana snizena exprese
proteinu Apaf-1 (apoptotic protease activating @it 1), coz branilo vzniku
apoptozomu.

Apoptéza niZze byt deregulovdna také inhibici kaspaz. Neni tedy
piekvapujici, Ze je urady nadolt detekovana zvySena exprese prateil\P
(inhibitors of apoptosis), n&pXIAP nebo survivin (Fulda, 2009).

Vedle bloku apoptézy fizeme z#adit znmeny pro-prolifer&nich drah nebo
drah podporujici f&ziti, které jsou regulovany velkym mnoZzstvim jakaptorovych,
tak nereceptorovych TK.Wezitymi signalnimi drahami, kter&ippivaji k rezistenci
a byvaji v rezistentnich lilkach deregulovany, jsou PI-3K/Akt a Ras/Raf/MEK/ERK
(Page et al., 2000; Normanno et al., 2006). Sidrdittha PI-3K/Akt vede mimo jiné
také k aktivaci NkB, ktery je spojen sregulaci apoptdézy a ddmého cyklu
(Baldwin, 2001).
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Celatrada protinadorovych & poSkozuje DNA pimo nebo nefimo, coz
nasledg vede podle stugnposkozeni k zastavbuns¢éného cyklu nebo apoptoze.
Schopnost nadorovych beknopravit toto posSkozeni prototibe vyznama ovlivnit
acinnost 1&€by. Aktivace drah vedoucich k zastabure¢ného cyklu a opravDNA
tak predstavuje mechanismugigpivajici ke vzniku rezistence. Naizné typy
posSkozeni si hiky vyvinuly specifické opravné mechanismy zahrriupigravu bazi
a nukleotidi, opravu chybného parovani nebo opravu dvouvlakciowzyonu a dalsi.
(Schmitt et al., 2007).

Mutace nebo z#ma exprese cilového proteinu mohou mit dramatidikyna
acinnost I&€by a mohou tak vyznamsmrispivat k rezistenci nadorovych hkika Jak
jiz bylo popsano v ifedchazejictasti, mutace genBCR-ABL1vedouci k substituci
aminokyselin viiznych ¢astech proteinu maji negativni vliv na vazbu imhtina
maji za nasledek selhanichtd pacieni s CML (von Bubnoff et al., 2002).
U rezistentnich butk CML byla také pozorovana amplifikace geBCR-ABL1
a zvysena exprese proteinu (Mahon et al., 2000).

Zména lokalizace l&va predstavuje mechanismus, jak mohou nadorové
buiky zabranit |éivu dosazeni cilového mista digmt tak ke vzniku rezistence.
Vyznamnou organelou, ktera se podili na abnormakimulaci Iéiva, jsou
lysozomy. Bylo ukazano, Zze wkterych rezistentnich nadorovych linii dochazi
k akumulaci mira bazickych I€iv uvnité lysozomi na rozdil od citlivych linii (Gong
et al., 2003; Hurwitz et al., 1997). Vydlenim tohoto jevu rize byt nizSi pH
v lumen lysozom a tedy ¥tSi pH gradient mezi cytosolem a lysozomy v porowvna
s citlivou linii (Belhoussine et al., 1999) neboyZena exprese P-glykoproteinu na
povrchu lysozor (Meschini et al., 2000; Shapiro et al., 1998).

Metabolizace a inaktivaced&a mize vyraznym zfisobem snizit mnoZzstvi,
které je schopno zasahnout cil, a timisgt ke vzniku rezistence. Jednim
z nejvyznamgjSich enzyni podilejicich se na prvni fazi metabolizace jak
protinadorovych l&v, tak takéfady endogennich substige komplex cytochromu

P450. Je exprimovan jak v jatrech, tak také v dal§iormalnich i nadorovych

-31-



Mrivriw s

zejména CYP3A4, CYP2C9, CYP1A2 a CYP2D6 (Wrightbale 1996).

DalSi fazi inaktivace tdva je vazba na gluthation (GSH), glukuronovou
kyselinu nebo sulfat. Vifpadt I&Civ, jejichz zakladem je platinajf@dstavuje vazba
na GSH kléovy krok jejich inaktivace. Proces vzniku vazby SKsje katalyzovan
gluthation-S-transferasou, jejiz mnozZstvi bylo an& u nadorovych bek

karcinomu vajéniku, které byly rezistentni na cisplatinu (Green et¥993).

Specifické prosedi nddoru riize mit vyznamny vliv nadinnost |€by a cela
fada faktoiih miaZze (rispivat ke vzniku rezistence. Nadorové nky mivaji
pozmenény metabolismus. Dokonce itfipaerobnich podminkach texnostuji
glykolyzu jako primarni zdroj ATP ied oxidativni fosforylaci (Warburg, 1956).
Vzhledem k tomu, Ze glykolyza je meefektivni @i tvorbé energie, maji nadorové
buiky pottebu zvySeného ffmu glukdzy, coz je zaji8ho zvySenou expresi
transportéru pro glukézu (Smith, 1999) a&liych enzyni glykolyzy (DeBerardinis
et al.,, 2008). Intenzivni glykolyza vede k produketlkého mnozstvi laktatu
(Warburdiv efekt; Warburg, 1956), codini prostedi nadoi kyselé. Vzhledem ke
snizenému pH extracelularnino presi jsou mird bazicka léiva (wtSina
protinadorovych I&v) protonovana a jejich transport dorty je snizen (Mahoney
et al., 2003).

Prostedi nadoru je zrimé heterogenni a obsahuje krémadorovych bugk
také buiky stromalni (fibroblasty, hiky imunitniho systému), extracelularni matrix
a cévy. K rezistenci fZe gispivat jak interakce nadorovych hkitins extracelularni
matrix a stromalnimi khikami, tak i interakce iznymi cytokiny ¢i rustovymi
faktory uvohovanymi stromalnimi kitkami.

Hypoxie, charakteristicka pro nadorové nky, snizuje efektivitu |&v,
jejichz aktivita je zprosedkovana reaktivnimi kyslikovymi radikaly. Vedlehto
vede hypoxie k aktivaci transktipich faktofi HIF (hypoxia-inducible factor),
které indukuji expresigkterych ABC transportér(Trédan et al., 2007).

3.1.1. ABC transportéry
ABC (ATP-binding cassette) transportéfgg@stavuji jednu z nejiSich rodin

transmembranovych transportnich prolemachazejicich se jak v prokaryotickych,
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tak i eukaryotickcych hikach, pdinaje bakteriemi a kae clovekem. Hraji
dulezitou roli v mnoha fyziologickych procesech zaljfoich detoxifikaci, absormi

a sekréni procesy nebo prezentaci antigenu. U bakteriii mggnamnou roli fi
transportu esencialnich skmnin, jako jsou ionty, cukry nebo aminokyseliny,
dovnitt buiky, na druhou stranu transportuji ziky ven odpadni latky nebo
antibiotika,cimz pispivaji k rezistenci (Higgins, 2001).

V lidském genomu bylo na zakkdsekvewni analyzy a organizace
ATP-vazajici domény identifikovano 4&lend rozdlenych do 7 skupin
(ABCA-ABCG). Nachéazeji se jak v cytoplazmatické nbedare, tak také
membranach tznych organel, jako jsou mitochondrie, Golgiho apanebo
endoplazmatické retikulum. &&inou funguji jako jednosémé transportéry
pumpujici své substratyigs fosfolipidovou membranu. Nejsgji jde o transport
z intracelularniho prosdi buiky do extracelularniho, méncasto pak z organel
do cytoplazmy nebo z cytoplazmy do organel (Deaal.e2001).

Cela molekula ABC transportéru obsahuje 4 domérytransmembranové
domény (TMD) a 2 ATP nebo nukleotid-vazajici doméMBD). Tyto 4 domény
mohou byt kddovany v jednom polypeptidovéettzci (kompletni transportér) nebo
mohou byt rozéleny do 2 polypeptidovycketézci (polovicni transportér), ix¢emz
je kazdy slozen z jedné TMD a jedné NBD (obr. 32)lruném pipact musi dojit ke

specifické homodimerizaci, aby se vyivdunkeni transportér (Hyde et al., 1990).

Obr. 12: Celd molekula ABC transportéru obsahujdofnény, 2 TMD a 2 NBD. A) VSechny 4
domény jsou kodévany vjednom polypeptidovéekzci. B) Cely transportér je slozen ze 2
polypeptidovychrettzci (pievzato a upraveno z Sharom, 2008).

NBD miaZze byt povazovana za motoriigojeny kiiznym TMD. Je
zodpov¥dna za vazbu a hydrolyzu ATP, kterou je genero@mexgie k transportu.
JelikozZ je ATP univerzalni zdroj energie vyuzZivékBC transportéry, jsou pro NBD
charakteristické @ité vysoce konzervované motivy spéié Wtsine ¢leni rodiny.

NBD je tvarena d¥ma subdoménami. &8i subdoména je podobna RecA
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(rekombinasa A) proteirm (RecA-like subdoména). Mensi subdoména je
pojmenovana jako helikalni subdoména. N&dit¢jSi casti domény zahrnuji
Walker A (P-smyka), Walker B motiv a region lezici mezntito motivy, C region
neboli LSSGQ motiv. V kompletnim transportéru dadhke spojeni dvou NBD

a vytvaeni dimeru, ve kterém Walker A jedné NBD a LSSGQiwmdruhé NBD
vytvari dvé vazebna mista pro ATP (Chen et al., 2003).

TMD je sekvetiné mnohem rozmanijSi nez NBD vzhledem k rozdilnosti
substral, které transportuje. Jetéinou sloZzena z G-helixa (vyskytuji se ale také
vyjimky s mért nebo vice helixy) prochazejicimi membranéimz vytv&i cestu pro
transportované substraty. TMD navicuwje specifitu transportéru. Podabiako
NDB také TMD vytvdi dimer, ktery je sloZen ze 12 halixLinton, 2007).

Rodina ABC transportérpredstavuje rozmanitou skupinu protiikteré pini
pievazré funkci transporté&. ABC transportéry transportuji Siroké spektrum
slowenin zahrnujici jak nizkomolekularni, tak vysokostallarni latky, nap ionty,
cukry, aminokyseliny, peptidy nebo lipidy (Higgin001). GileZitou funkci je
ochrana tkani ied cytotoxickym fsobenim #znych |€Ki, toxina ¢i metabolifi.

V souvislosti s transportem lekje vyznamna zvySena expreseékterych ABC
transportéi (klinicky nejdilezitejSi jsou ABCB1, ABCC1 a ABCG2) na povrchu
nadorovych bugk, které se vyznalji fenotypem MDR. U dhto burkk ABC
transportéry transportuji celdadu protinadorovych & ven z buiky, a snizuji tak
jejich intracelularni akumulaci (Sharom, 2008).

ABCA podrodinu tvei 12 transportér, které jsou dale rozteny do dvou
skupin podle fylogenetické analyzy a struktury ontr. Intenzivré studovany byly
zejména dva transportéry — ABCA1 a ABCA4. ABCAlnsportuje cholesterol a
fosfolipidy (zvlas¢ fosfatidylcholin) ges membranu do vysokodenzitnich
lipoproteinovych¢astic (Oram a Heinecke, 2005). ABCA4 je exprimovduikach
fotoreceptoil, kde pravdpodobr transportuje derivaty vitaminu A (Beharry et al.,
2004).

ABCB podrodinu tvéi 11 c¢lend a jedna se iejm€ o nejrozmanifjSi
podrodinu ABC transportér kterd zahrnuje jak polosmi, tak kompletni
transportéry transportujici dé&a, specifické peptidy, lipidy nebo ionty. Jsou
exprimovany v cytoplazmatické membé&ama povrchu endoplazmatického retikula
i mitochondrii. ABCB1 byl prvni identifikovany traportér, u kterého bylo ukazano,

Ze transportuje celou Skaluc¢ié ven z bulky a pgispiva ke vzniku mnoh@tné
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lékové rezistence u nadorovych bkn(Juliano a Ling, 1976). ABCB2 a ABCB3
jsou polovéni transportéry lokalizované v membéadandoplazmatického retikula,
které transportuji cytoplazmatické peptidy do lumemdoplazmatického retikula
(Abele a Tampeé, 1999).

ABCC podrodina zahrnuje kompletni transportéryiclg funkce se mezi
jednotlivymi ¢leny vyrazg liSi. ABCC1 je jednim z transportérkteré pgispivaji
ke vzniku rezistence u nadorovych Bkin Transportuje endogenni i exogenni
substraty konjugované s GSH, kyselinou glukuronovaibo sulfatem (Sharom,
2008). ABCC7 funguje jako chloridovy kanal hrajidilezitou roli v exokrinni
sekreci (Aleksandrov et al., 2000). ABCC8 regulejepresi a funkci draselnych
kanah slinivky briSni a tim ovliviuje sekreci insulinu (Aguilar-Bryan et al., 1995).

ABCD podrodina zahrnuje 4 polavii transportéry, které jsou exprimovany
v membras peroxizoni, kde funguji jako homo- nebo heterodimery regualuji
transport velmi dlouhych mastnych kyselin (Shakiadle, 1998).

ABCE a ABCF podrodiny i@dstavuji atypické transportéry, které maji NBD
podobné ostatnim ABC transpofiér, ale postradaji TMD. Tyto proteiny
netransportuji substratyrgs membranu. ABCE1 se vaze na specificky protein
aktivovany hem infekce a tim jej inhibuje (Martinand et ab99). ABCF1 se vaze
na ribozomy a hraje pozitivni roliigniciaci translace (Tyzack et al., 2000).

ABCG podrodinu tvéi polovicni transportéry s unikatnim ugdanim
domén. NBD se nach&zi na N-terminalnim konci a TREDC-terminalnim konci
transportéru. ABCG2 je jednim z Klinicky vyznamnytchnsportél, které gispivaji
ke vzniku mnohoetné Iékové rezistence u nadorovych dsutim, Ze transportuje
protinadorova léva ven z biiky (Doyle et al., 1998). ABCG5 a ABCGS8 hraji
dulezitou roli @i exkreci cholesterolu a dalSich stéraltla (Berge et al., 2000).

Jak jiz bylo zmiano vySe, gkteré z ABC transportérse nemuseji fimo
Gc¢astnit transportu, ale mohou mit spiSe regnilailohu. V tchto gipadech vede
hydrolyza ATP k pohybu proteinu samotného nebocjnyroteiri, ¢imz dochazi
k regulaci iontovych kanal nebo receptdr Vedle ABC transportér se
v eukaryotickych i prokaryotickych fikach vyskytuji tzv. ABC-proteiny, které se
funkéné 1iSi od ABC transportér Jsou to proteiny vyuzivajici energii ziskanou
hydrolyzou ATP k proceésn, které nezahrnuji transporttgs membranu. Tyto
proteiny jsou zahrnuty v opr&a\DNA nebo regulaci genové exprese (Hopfner et al.,
2000).
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Mutace gen kodujicich ABC transportéry byvafiasto spojeny siznymi
genetickymi nemocemi. Vzhledem k Sirokému spekyziologickych funkci ABC
transporték byvaji také nemoci spojené s poruchou funkce AB@ngportéir
raiznorodé. Mutace gendABCALl je picinou tzv. Tangierovy nemoci, ktera je
charakterizovdna nedostatkem nebo absenci vysokibaigro lipoproteinu (HDL)
v plazme a akumulaci cholesterolu v makrofazich a retikenaothelidlnich bitkdch
raznych tkani (Brooks-Wilson et al., 1999). DalSitikladem niize byt gerABCC7,

jehoz mutace je spojena s cystickou fibrozou (Rioet al., 1989).

3.1.1.1.ABCB1
ABCB1  (P-glykoprotein, P-gp, MDR1) je  ATP-depentidn

transmembranova pumpa. Tento 170 kDa velky prdbginpoprvé objeven v roce
1976 v cytoplazmatické membrarrezistentnich ovarialnich nadorovych Bkin
¢inského kecka selektovanych kolchicinem, které ale vykazovedyistenci na
nekolik dalSich strukturé odliSnych slogenin (Juliano a Ling, 1976). Tento
fenomén byl popsédn jako MDR. Paijd bylo v celé fad studii potvrzeno,
Ze zvySena exprese P-gpgispiva krezistenci nadorovych hikn na spektrum
protinadorovych |&v tim, Ze snizuje jejich intracelularni koncenirae-gp se stal
jednim z nejvice studovanych proteiprispivajicich k fenotypu MDR.

P-gp jec¢lenem ABCB podskupiny, kterd ma tleni. Je kdédovany genem
ABCB]J ktery se nachazi na chromozomu 7qg21. Je to typ&RC transportér
slozeny z 1280 aminokyselin ttfoich d¥ homologni poloviny, které vznikly
duplikaci genu. Kazda polovina obsahuje TMD, kterfe tvorena
6 transmembranovymi a-helixovymi  Sroubovicemi oddenymi hydrofilnimi
smyckami, a hydrofilni NBD, ktera se nachazi na cytosél strad membrany
(obr. 13; Rosenberg et al., 2005). Spojeni mezmabhomolognimi polovinami je
zprostedkovano pomoci spojovaciho regionu (75 aminokykekitery je nezbytny

pro spravnou funkci transportéru (Hrycyna et 898).
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Obr. 13: Struktura P-glykoproteinu. A) Schematiakpdel P-gp, ktery je tden 2 homolognimi
polovinami, kazda sloZzena ze 6 transmembranovydmerfi a jedné NBD. B) Organizace
transmembranovych segmém cytoplazmatické membrérfpievzato z Sharom, 2014).

Vyuzitim cilenych mutaci bylo odhaleno, Ze intemkse substraty tvio
piedevsim helixy 4, 5 a 6 v N-terminalni a 9, 10,8112 v C-terminalni polovin
domeény (Loo a Clarke, 2000). Substraty se mohoMidvazat naiizna vazebna
mista (Pascaud et al., 1998; Shapiro a Ling, 198@piro et al. 1999; Martin et al.,
2000). Bylo ukazano, Ze jeden substrat je schopegatvse na vice vazebnych mist
(Chufan et al., 2013) ailwe byt transportovan vice cestami (Parveen e2@L]).

NBD P-gp vykazuje vysokou sekvwemn homologii s NBD vSech ABC
transportéi. Pro NBD nejen P-gp jsou charakteristickéitér konzervované motivy
zahrnujici Walker A, Walker B, C motiv (LSGGQ matapojovaci peptid) a sniky
A, D, H a Q. Motivy Walker A a B a motiv C jsou kdky dalezité pro hydrolyzu
ATP a komunikaci mezi NBD a TMD (Vandevuer et aD06).

Ackoliv je P-gp intenzivl studovan jiz #kolik desetileti, astavaji
posttranslani modifikace relativé neprobadanou oblasti. Posttratislamodifikace
P-gp zahrnuji N-glykosylaci a fosforylaci. Priméarsfruktura P-gp naztaje

10 moznych mist pro N-glykosylaci. Ve skétesti se jedna pouze o 3 mista
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nachazejici se na prvni extracelularni &oey spojujici prvni a druhy
transmembranovy helix (Asn91, Asn94 a Asn99; ol®). Mutace P-gp branici
N-glykosylaci nendly vliv na transportni funkci proteinu. Byla ale zmyovana
snizena hladina P-gp na povrchu 8urProto se fedpoklada, Zze N-glykosylace jsou
nezbytné pro spravné sloZeni proteinu, stabilizagho transport na povrch iy
(Schinkel et al., 1993; Gribar et al., 2000).

Fosforylace pedstavuje jednu z nigsgjSich posttranstaich modifikaci,
kterou je regulovana aktivita celady proteiri. P-gp je fosforylovan protein kinasou
A (PKA) a protein kinasou C (PKC). Mista, kde kffrylaci dochazi, se nachazeji
na spojovacim regionu mezi &@ba polovinami proteinu a zahrnuji 4 serinova
rezidua (Ser661, Ser667, Ser671 a Ser683; Charabals 1994). Fyziologicka role
fosforylace ovSem tstava znéné nejasna vzhledem k mnozstvi rozchazejicich se
vysledii. Substituce fosforylovatelnych sefkirza alanin, ktery neni fosforylovan
PKC ani PKA, nevedla ke zin¢ aktivity proteini. Fosforylaceti defosforylace neni
tedy mechanismus vzniku rezistence (Germann €1996; Goodfellow et al., 1996).
Na druhé strahjsou ale publikovany prace, ve kterych defosfarglatla negativni
vliv na funkci P-gp. Inhibici PKC doslo k inhibiébsforylace P-gp, sniZzeni aktivity
P-gp a zvySeni akumulaceciéa (Gupta et al., 1996). Inhibitory PKC mohou ale
piimo interagovat s P-gp. Jejicliiek mize byt tedy¢ast&né pripisovan kompetici
s transportovanym é&/em (Castro et al., 1999).

Gen ABCB1 ma velikost pes 120 kb a je twen 29 exony a 28 introny.
Kddujici oblast zaujima mémez 5 % celkové velikosti genu (Chen et al., 1990)
V genu bylo identifikovano velké mnoZzstvi jednoredtidovych polymorfismi, coz
jsou zandny jedné baze na specifickém ndist sekvenci DNA za jinou (single
nucleotide polymorphism, SNP). Polymorfismy mohoulivmit miru exprese,
konformaci nebo funkci P-gp. ddteré SNP se mohou projevit Zmou v sekvenci
aminokyselin (nesynonymni), zatimco jiné nikoliyrienymni).

V kodujici oblasti bylo objeveno vice nez 50 SHmjchZ tSina se nachazi
v intracelularnich regionech, pouze malast v prvni extracelularni srige a
transmembranovych helixech. Me&sto se vyskytujici polymorfismy gatA61G,
T307C, G1199A, G2677T a G2995A (Fung a Gottesm@A9p Studie zkoumajici
vliv riaznych polymorfisni na expresi P-gp a schopnost transportu P-gp j#®ou a
casto proticlidné. Byla hodnocena spojitost mezi C3435T na ekfegp. Byla
pozorovana jak zvySena exprese (Nakamura et @2)2@ak také snizena exprese
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(Fellay et al., 2002). Data tykajici se vliviitsého polymorfismu na transportcig
pomoci P-gp se tak&&sto liSi (Woodahl et al., 2004; Crouthamel et2006). Navic
bylo ukazano, Ze aitd mutace mize mit rozdilny vliv na transportiznych I&€iv.
Substituce Phe335 za Ala vede ke zvySeni resistdng@&k na kolchicin
a adriamycin a sniZeni rezistence na vinblastinkén@nycin D v porovnani
s bznou variantou (Loo a Clarke, 1993).

P-gp je ve wtSing tkani exprimovan na velmi nizké drovni, proto jaivnée
protein detekovat. Vzhledem k tomu, Ze hraféeditou roli v ochraa tkani proti
vstupu xenobiotik a ip jejich vylu¢ovani, je exprimovan ve &8im mnozstvi
na povrchu bukk hematoencefalické, testikularni a placentarniébgr ale také
v tkanich s exkri funkci, jako jsou ledviny nebo jatra (Thiebawtad, 1987).
Kromé xenobiotik transportuje P-gp také endogennidainy. Je silt exprimovan
v kife nadledvinek, kde transportuje kortikosteroidni rnfmny  kortisol,
kortikosteron a aldosteron (Ueda et al., 1992).res@ P-gp je také detekovana
u hematopoetickych progenitorovych BnCD34', kde slouzi jako ochrana proti
vstupu xenobiotik do hiky a genetickému poskozeni. Diferenciace progemvigrh
burgk vede ke snizeni exprese P-gp (Chaudhary a Ranid®81). ZvySena exprese
P-gp je pozorovana na povrchu nadorovych ¢kusa fenotypem MDR (Sharom,
2008).

3.1.1.1.1. Mechanismus transportu

Ackoliv je P-gp studovan jizadu let, stale neni detallnznam pesny
mechanismus transportu. Byly vSak navrzeny 3 moplepisujici transport substéat
pies cytoplazmatickou membranu (obr. 14). Prvnim jedeh klasické pumpy
(obr. 14), podle které vytva P-gp v membrah transportni drahu, kterou jsou
substratycerpany z cytoplazmy do extracelularniho prostoritef#erg et al., 1994).

Vzhledem k faktu, Zze velk&ast slodenin interagujicich s P-gp jsou relativn
nepolarni, hydrofébni a maji schopnost interkalogat lipidové membrany, byly
navrzeny dalSi dva modely transportu sub&tPagp — model vakuového vysaeaa
model tzv. flipasy. Oba modelygdpokladaji, Ze transportované sleainy vstupuji
do P-gp z lipidové membrany. Podle modelu vakuovehsavae jsou substraty
P-gp pumpovany z cytoplazmatické membramiynp do extracelularniho prostoru

(Higgins a Gottesman, 1992). Substraty vstupujioi lliky z extraceularniho
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prostedi jsou zadrzeny v cytoplazmatické membrandkud se dostavaji do
vazebného mista P-gp skrz ,branu“, kterd se wtwadezi transmembranovymi
helixy 5-8 a 2-11 (Loo a Clarke, 2005). Model byldpden daty ukazujicimi, ze
fluorescekini sondy, Hoechst33342 a LDS-751, jsou transponpvA membrany
piimo do extracelularniho prdstli (Shapiro a Ling, 1997; Shapiro a Ling, 1998).

Treti model pedpoklada, ze P-gp pracuje jako tzv. flipasa, kterasportuje
hydrofobni slodeniny z vnitniho listu membrany do ¥$iho, odkud difunduji
do extracelularniho pragdi (Higgins a Gottesman, 1992). Tento model vychéaz
schopnosti P-gp transportovat flouresgdn lipidy (nag. fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin nebo sfingomyelin) z ¥nitho listu membrany do ¥j$iho
listu (Romsicki a Sharom, 2001).

A B C
Vné

0000000 000000000000 OOOOOOCéO 0000
0000000 Q0! OOOOOOT'CIi Q00
Klasicka pumpa Vakuovy vysavaé Flipasa

Obr. 14: NavrZzené modely popisujici mechanismusspartu substrat P-gp. A) Model klasické
pumpy, ktera transportuje polarni steainy z cytoplazmy fimo do extracelularniho prostoru. B)
Model vakuového vysava, ktery transportuje hydrofébni sk@mniny z membrany do
extracelularniho prostoru. C) Model flipasy, kté@nsportuje hydrofébni sléaniny z vnitniho listu
membrany do wSiho listu (Ffevzato a upraveno z Sharom, 2008).

Presny mechanismus, jakym probiha transportni cyRkgp, jest neni do
detailu znam. Je mozné jej ale shrnoutkatika bodech:
a) iniciace transportu vazbou substratu a ATP
b) konformani zmeéna v NBD nésledkem vazby/hydrolyzy ATP
c) konformani zmgna TMD, ktera se projevi ztnou vazebného mista pro
substrat z vysoké afinity na nizkou

d) obnoveni fvodniho stavu
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Byly navrZzeny dva modely popisujici sled udalostieré g transportu
substratu probihaji. Prvnim modelem je tzv. ATPtalwimodel (Higgins a Linton,
2004) a druhym je model pumpy pokiéé hydrolyzou ATP (ATP hydrolysis-driven
efflux pump; Sauna a Ambudkar, 2001).

ATP switch model popisuje transport substratu jakeoestugiovy proces
zahrnujici komunikaci TMD a NBDips sérii konforméich znén. Transport je
zahajen vazbou substratu do substrat-vazajici dpnkéera ma k substratu vysokou
afinitu. Poté nasleduje vazba dvou molekul ATP douwlvazebnych mist, ktera jsou
vytvoiena na rozhrani dvou NBD tkioi dimer. Vazbou ATP dojde Kechodu
dimeru NBD z otefeného stavu do uz#geného. Vznik uzaeného dimeru NBD
indukuje konformani zmeny v TMD, které vedou ke zén¢ afinity k substratu, jeho
vystaveni extracelularnimu préstli a naslednému uveimi. Postupna hydrolyza
obou molekul ATP destabilizuje uzany dimer NBD a zap®na obnoveni
puvodniho stavu, ktery je dosazen po uvainfosfatu a nasle@nADP (obr. 15;
Higgins a Linton, 2004).
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Obr. 15: ATP switch model transportniho cyklu P-Ggklus je zah4jen vazbou substratu do TMD a 2
molekul ATP do NBD, po které dojde k uzami dimeru NBD a konforng@im znénadm v TMD
vedouci k uvol#ini substratu. Po hydrolyze obou molekul ATP, u¥ninfosfatu a ADP se obnovi
pavodni stav P-gp (evzato z Higgins a Linton, 2004).

Druhy model navrzeny Ambudkarem (ATP hydrolysis~gin efflux pump) je
podobny prvnimu modelu, liSi se tim, kdy dochaziy#lrolyze ATP acim je

pohargn transport substratu. Transportni cyklugiza vazbou substratu do TMD
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s vysokou afinitou a ATP do dimeru NBD. Poté je Amfdrolyzovan, coz vede
ke konformani zmené v TMD, sniZeni afinity k substratu a jeho uvsin Uvolréni
fosfatu a ADP je nasledovano vazbou druhé moleldi? do druhého vazebného
mista v dimeru NBD. Po hydrolyze ATP a uvaiin fosfatu a ADP se P-gp vraci
do pivodniho stavu (obr. 16; Sauna a Ambudkar, 2001).
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Obr. 16: Model transportniho cyklu navrzeny Ambugka. Po vazbé substratu do TMD s vysokou
afinitou a ATP do NBD nasleduje hydrolyza ATP, kemhani zmeny TMD a snizeni afinity pro
substrat, uvoléni substratu, fosfatu a ADP. Nasleduje vazba drof@ekuly ATP do NBD,
hydrolyza, uvolgni fosfatu a ADP a navrat P-gp dovedniho stavu (fevzato z Sauna a Ambudkar,
2001).

3.1.1.1.2Substraty ABCB1

P-gp transportuje Siroké spektrum latek, kter@rs®né liSi svoji strukturou.
Jejich molekulova hmotnost se pohybuje v rozmez2@@ Da aZ po 1900 Da. Jedna
se o organické molekuly obsahujici aromatické ja(e jsou transportovany i
nearomaticke, linearni nebo cyklické molekuly), rigtejsou slabymi bazemi
s kladnym nabojem (ménicinné jsou transportovany i zaparmabité molekuly).
Vzhledem ke schopnosti substrd-gp interkalovat do cytoplazmatické membrany,
odkud jsou nasledntransportovany, je jejichidezitou charakteristikou hydrofobni
nebo amfipatickych charakter. Transportované satysteahrnuji jak endogenni
latky, kam ntizeme z#adit fosfolipidy (fosfatidylcholin, fosfatidylser)n steroidy,
glykosfingolipidy, tak exogenni latky, kam patptirodni latky, fluorescemi
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barviva, antibiotika, imunosupresiva, cyklické pdptnebo protinaddorova téva
(tab. 2; Sharom, 2008).

V poslednich letech se postwhostavaji do klinické praxe nizkomolekularni
inhibitory tyrosinovych kinas jakodinna a specificka téva protifac® nadorovych
onemocgni (Arora a Scholar, 2005). Vzhledem k Siroké stdtevé specifit P-gp
neni ekvapujici, Ze takérada &chto inhibitofi pati mezi substraty P-gp
(Ozvegy-Laczka et al., 2005). P-gp takize gispivat ke vzniku rezistenceid
témto inhibitoim snizenim jejich intracelularni koncentrace.

Mnohdy jsou ale publikovand data rozporuplna. Bwkézano, Zerada
inhibitora Ber-Abl pouzivanych k k&¢ pacientt s CML jsou transportovany P-gp.
Zvysena exprese P-gpigpiva k rezistenci leukemickych btknna imatinib (Mahon
el al., 2003; Peng et al., 2012; llimer et al., 20ilotinib (Mahon et al., 2008;
Dohse et al., 2010) nebo dasatinib (Hegedus e2@09). Krong inhibitord Bcr-Abl
je takérada dalSich TKI transportovano P-gp, hagrlotinib, gefitinib, lapatinib
a mnoho dalSich (Mandery et al., 2011).

Na druhou stranu se objevilgktera proticlidna data. ZvySena exprese P-gp
nevedla k rezistenci leukemickych Rknna imatinib (Ferrao et al., 2003). V dalSi
studii nedoSlo po utlumeni exprese P-gp ke zvy&éiiosti na imatinib (Zong et al.,
2005). Podobné vysledky byly publikovany také prtotmib. Bylo ukazano,
Ze nilotinib neni transportovany P-gp (Davies et 2009). ZvySena exprese P-gp

nevedla k rezistenci na nilotinib (Hegedus et20Q9).

Tab. 2: Substraty p-glykoproteinur§vzato ze Sharom, 2008)

Protinadorova IéCiva | Vinca alkaloidy: vincristin, vinblastin
Anthracykliny: daunorubicin
Taxany: paclitaxel
Tyrosin kinasové inhibitory
Antibiotika Erythromycin
Valinomycin
Steroidy Aldosteron
Fluorescenéni Calcein AM (calcein acetoxymethylester)
barviva Rhodamin 123
Imunosupresiva Cyklosporin A
PFirodni produkty Kolchicin
Flavonoidy
Fosfolipolidy Fosfatidylcholin, fosfatidylserin
Glykosfingolipidy Glukosylceramid
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3.1.1.1.3. Inhibitory ABCB1

Zjisteni, Ze zvySend exprese P-gp u nadorovychelouyaispiva ke vzniku
MDR fenotypu vedlo k objevu nizkomolekularnich slenin schopnych blokovat
transportni aktivitu P-gp a zvySit tak intraceluliarakumulaci protinadorového
léciva. Takoveé sloteniny, které jsou schopné obnovit citlivost rezstéch
nadorovych bukk, nazyvdme inhibitory nebo modulatory P-gp. Zpriyly
testovany latky, které se jiz v klinické praxi hdowyuzivaly pro jiné farmakologickeé
vlastnosti. Zjistilo se, Zéada z nich ma schopnost inhibovat aktivitu P-gp vitro
inhibitory P-gp syntetizovany a také se po rychlémvitro testovani dostaly
do klinickych zkouSek. Nane&ti nebyl doposud nalezen Zadny inhibitor, ktery by
aspsre prosSel vSemi fazemi klinickych zkouSek a byl dmemizivan v klinické
praxi. Pro tento neusph mize byt nalezeno mnozstviiebdi. MDR fenotyp je
komplexni fenomén, na kterém se podéfia mechanistna inhibice pouze P-gp
neni dostata k obnoveni citlivosti. Vedle P-gp se na snizakémulaci Iéiva
v buice podili dalSi faktory, jako je komplexnost tkaApH nebo intersticialni tlak
(Yang et al., 2008; Amiri-Kordestani, 2012). Pntastované inhibitory byly malo
acinné a znan¢ toxické, coz branilo jejich aplikaci v koncentradostaténée
k efektivni inhibici P-gp. Navic byly mélo specii& a inhibovaly také dalSi
proteiny. Ani pozdji testované inhibitory, & u¢inn¢jSi a speciite]si,
ale v klinickych zkouskach neudp. Do klinickych zkouSek vybirani pacienti nebyli
testovani, zda je u nich fenotyp MDRigpben zvySenou expresi P-gp, coZ ovSsem
vyZzaduje spolehlivy test na stanovovani miry exprea funkce P-gp
(Amiri-Kordestani et al., 2012).

Po selhani vSech dosavadnich klinickych zkouSekabézi otazka, zda ABC
transportéry a P-gp hraji roltiprzniku MDR fenotypu vin vivo podminkach nebo
nejsme jen schopni P-gp efektévinhibovat. Aby bylo mozné klinické zkousky
testujici inhibitory P-gp objektivhhodnotit, je patba vybirat pacienty, u kterych je
detekovana zvySena exprese P-gp. K tomu je nutdenowyvinout kvalitni testy
detekujici miru exprese P-gp (Amiri-Kordestanilet2012).

3 generace doposud identifikovanych nizkomolekuitdr inhibitofi P-gp
muZzeme podle inhidniho mechanismu klasifikovat jako kompetitivni nebo

nekompetitivni. Kompetitivni inhibitory (prvni a whlma generace) saui
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s cytotoxickym l€ivem o vazebné misto v molekule P-gp stejako substréty.
Nekompetitivni inhibitory (teti generace) na rozdil od kompetitivnich nesgut
o aktivni vazebné misto P-gp se substratem, aliesedida jina mista P-gp a indukuji
konformani zmeny, coz brani transportu substratu a hydrolyze AVPhledem
k faktu, Ze klinické zkouSkyit generaci nizkomolekularnich inhibitoP-gp selhaly,
jsou vymysleny dalSi mechanismy, jak obnovit ctfiv rezistentnich nadorovych
burgk exprimujicich P-gp. Jednim z moznychésinje ovlivnéni mRNA pouZzitim
antisense oligonukleotig hammerhead ribozyimnebo siRNA. Dalsi moznosti je
aplikace specifickych peptidnebo protilatek inhibujicich funkci P-g§i vyvoj
protinadorovych |&v, ktera nejsou transportovana P-gp, nebo dokaretsijeji
rezistentni nadorové hky (Wu et al., 2008). DalSi skupinou stemin, ktera
inhibuje P-gp a je v poslednich letech intenziakoumana, jsou nizkomolekularni
TKI (Hegedus et al., 2009).

3.1.1.1.3.1. Prvni generace inhibitoni ABCB1

Prvni generace inhibitdr P-gp zahrnuje t@va, kter4d se pouzivala jiz
v klinické praxi pro jiné farmakologické vlastnasiMezi zastupce prvni generace
miZeme zadit blokator C& kanah verapamil, imunosupresivum cyklosporin A
nebo antagonistu estrogenovych recaptamoxifen (obr. 17). VSechny tyto latky
jsou zérove substraty P-gp a k inhibici funkce P-gp dochéaiyt&ompetitivnim
zpasobem (Robert a Jarry, 2003).

Rada inhibitofi prvni generace vykazovala uspokojivé vysledkin witro
experimentech. Verapamil byl schopen obnovit @ity rezistentnich nadorovych
burgk na fizna protinddorova &iva (Tsuruo et al., 1982; Durie a Dalton, 1988).
Také cyklosporin A byl schopen in vitro experimentech zvratit rezistenci
nadorovych bugk se zvySenou expresi P-gp (Twentyman et al., 1987)

Klinické zkousky neukéazaly veét8ing pripadi zadny pozitivni vliv jak
cyklosporinu A, tak i verapamilu nagiti pacieni s hematologickyméi solidnimi
malignitami (Verwelij et al., 1991; Sonnenveld et 2001; Dalton et al., 1995; Mross
et al., 1993). Na druhou stranu se objevily stwdi@zujici pozitivni vliv &chto dvou
inhibitora na @eziti pacieni. Verapamil byl schopen prodlouzit celkovou dobu
preziti u pacient s karcinomem prsu rezistentnich na antracykling@&ame et al.,
2000). Také aplikace cyklosporinu A¢ka pozitivni vliv na celkoveé f@Ziti pacieni
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s akutni myeloidni leukemii rezistentnich na daubimin (List et al., 2001) nebo
pacienti s retinoblastomem (Chan et al., 1996).

Vzhledem k faktu, Ze jde o kompetitivni inhibitpdyylo nutné v klinickych
zkouskach dosahnout vysoké sérové koncentragenkélinhibici P-gp a dosazeni
dostaténé intracelularni koncentrace protinadorovyckivié To vedlo k vysoké
toxicité téchto inhibitof a vaznym vedlejSiméinkam.

Inhibitory prvni generace navic interagujtasiou proteii. Krom¢ P-gp
inhibuje cyklosporin A také dalSi Iékoveé transpoyriéhag. ABCC1l nebo ABCG2
(Qadir et al., 2005). Verapamil navic inteagujenayeny cytochromu P450,
coZz miZe vést ke zpomaleni biotransformac&uéa k negedvidatelnému zvySeni
toxicity téchto I&€iv (Ma et al., 2000).
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Obr. 17: Strukturni vzorce cyklosporinu A, veraplana tamoxifenu.

3.1.1.1.3.2. Druha generace inhibitori ABCB1

Druh& generace inhibitbrP-gp zahrnuje derivaty inhibitdmprvni generace,
jako jsou valspodar (analog cyklosporinu A) neboweeapamil (R-enantiomer
verapamilu), a slateniny s novou strukturou, jako biricodar. V poronh& prvni
generaci je druh& generace inhihitaéinngjSi a még toxicka.

NejstudovanjSim zastupcem byl valspodar (PSC833), kterin witro
experimentech vykazoval 10-20krat vys&infiost nez cyklosporin A (Boesch et al.,
1991; te Boekhorst et al., 1992). V klinickych zEkach byl valspodar testovan
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v kombinaci gadou protinadorovych & u pacient jak se solidnimi, tak
hematologickymi malignitami. Nedosahoval nicraémuspokojivych vysledk,
ackoliv byl pro pacienty méhtoxicky a nebyl imunosupresivni ani nefrotoxicky.
Vyzadoval ale snizeni davek protinadorovych¢ivié Aplikace valspodaru
v kombinaci s protinddorovym d&em nengla ovSem pozitivni vliv na prodlouzeni
délky peeziti pacieni (Friedenberg et al., 2006; Lhommé et al., 2008ijtKet al.,
2010).

Inhibitory druhé generace interaguji krdnP-gp také $adou dalSich
proteini. Biricodar fedstavuje nejen inhibitor P-gp, ale také MRP1 (Gammet al.,
1997). Nekteré z inhibitofi druhé generace, jako rfapalspodar nebo biricodar, jsou
substraty cytochromu P450. Kompetice mezi inhileitorP-gp a protinadorovym
lé¢ivem o vazebné misto cytochromu P450 takizen mit nepedvidatelné
farmakokinetické interakce. Valspodar inhibuje wkti cytochromu P450 3A4,
coZz ma za nasledek zvySeni sérové koncentraceogigkého I€iva. To mize
V Klinickych zkouSkach proto bylo nutné snizit dguJkciva (Advani et al., 2001;
Minami et al., 2001).

3.1.1.1.3.3. Treti generace inhibitoti ABCB1

Vzhledem k nevyhodam prvni a druhé generace itdnibP-gp, jako je nizka
selektivita, nezadouci toxicita nebo farmakokingdicinterakce, byla ptgba
vyvinout dalSi inhibitory, které budou specifickyhibovat P-gp. Specifické techniky
pacitatové chemie, chemoinformatiky nebo molekularni fetatagie vedly k vyvoji
tieti generace inhibitérP-gp, kam miZzeme z#adit zosuquidar, elacridar, tariquidar
nebo laniquidar (obr. 18).
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Obr. 18: Strukturni vzorce zosuquidaru, laniquidartariquidaru.

Zosuquidar je vysocecinny nekompetitivni inhibitor P-gp, kterin vitro
obnovuije citlivost rezistentnich nadorovych Bkirkteré exprimuji zvysené mnozstvi
P-gp (Danztig et al., 1996). Na rozdil od prvnirah& generace inhibitbrP-gp
zosuquidar neinhibuje transportni funkci dalSilgnia rodiny ABC transportér, jako
jsou ABCC1 nebo ABCG2 (Shepard et al., 2003). Zagiay neinteraguje ani se
ttemi ¢leny rodiny cytochromu P450 (CYP3A, CYP2C9 a CYPRD@&eré jsou
zodpo¥dné za metabolismus ¢ig, a v koncentracich nutnych k inhibici P-gp
neovliviwuje jejich katalytickou aktivitu (Dantzig et al.999).

V prvnich fazich klinickych zkouSek vykazoval zosidar slibné vysledky.
Zosuquidar byl testovan v kombinactaglou protinadorovych & proti solidnim
i hematologickym malignitdm.Plécbé solidnich nadar byl zosuquidar bezgay,
dohe snaSeny a neoviioval farmakokinetiku daunorubicinu, doxorubicinui an
paclitaxelu (Rubin et al., 2002; Sandler et alQ£20Ruff et al., 2009). Aniipléché
hematologickych malignit, jako napakutni myeloidni leukemie nebo nehodgkinova
lymfomu, nebylo zaznamenano ovlém farmakokinetiky doxorubicinu
a daunorubicinu a jen mirné ovliam fakrmakokinetiky vincristinu (Lancet et al.,
2009; Morschhauser et al., 2007fefi faze klinickych zkousek ovSem nepotvrdila,
Ze by podavani zosuquidaru gasré se standardnimi chemoterapeutiky zlepSilo

preziti pacieni s akutni myeloidni leukémii (Cripe et al., 2010).
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3.1.1.1.3.4. Inhibitory tyrosinovych kinas inhibujici ABCB1

Nizkomolekularni inhibitory tyrosinovych kinas reglstavuji skupinu
slowenin, jejichz mnoho zéstupana schopnost interagovat s P-gp. V poslednich
letech vychazi najevo, Ze mohou plnit i funkci itori P-gp (Shukla et al., 2012).
Imatinib je schopenipvyssSich koncentraci inhibovat funkci P-pg, cotobykazano
na narustu akumulace calceinu a rhodaminu 123 iubnittk se zvySenou expresi
P-gp (Hamada et al., 2003). Aplikace imatinibu dmacaste&ne zvratit rezistenci
na etoposid, vincristin nebo actinomycin D u epidgi@niho karcinomu se zvySenou
expresi P-gp (Mukai et al., 2003). Takeé dalsi iitbibBcr-Abl, nilotinib, mize g
vysSich koncentraci inhibovat transportni funkog@P{Tiwari et al., 2009). Bylo
ukadzano, Ze o tom, jestli imatiniti nilotinib budou schopny inhibovat P-gp,
rozhoduje jejich pouzita koncentracefi RySSich koncentracich maji imatinib
a nilotinib schopnost inhibovat transportni funkegp a plni tak roli inhibitar, pri
nizkych se chovaji jako substraty P-gp (Dohse.eR@ll0; Hegedus et al., 2009).

DalSi tyrosin kinasové inhibitory, erlotinib a gé&fib, inhibitory receptoru
pro epidermalni ustovy faktor (EGFR), pouzivané na ¢lé pacieni
s nemalobu&nym karcinomem plic, také interaguji s P-gp. Geifitii erlotinib byly
schopny inhibovat funkci P-gp a obnovit tak citltorezistentnich bk
exprimujicich zvySené mnoZstvi P-gp (Yang et Q% Shi et al., 2007).

3.1.1.2. ABCG2

ABCG2 transportér jélenem podrodiny ABCG. Jehaiidaek u nadorovych
burgk byl objeven v 90. letech 20. stoleti, kdy bylaburgk karcinomu prsu
selektovanych mitoxantronem (MTX) pozorovana rexise jak na MTX, tak také
adriamycin a etoposid. Tyto Bky ovSem nevykazovaly zvySenou expresi P-gp
(Nakagawa et al., 1992). Pa@&jdbyl objeven i samotny protein, jehoZz gen byl
naklonovan nezavisléegmi skupinami, proto se v literd&imohou objevovat jehdit
jména. Prvni skupina ziskala rezistentni linii &urkarcinomu prsu sel€kim
pasobenim adriamycinu a pojmenovala protein BCRP [®ey al., 1998). Druh&
skupina objevila identicky protein, ktery je vysoexprimovany v place#t a
pojmenovali jej ABCP (placenta-specific ATP bindicgssette; Allikmets et al.,

1998). Treti skupina vyselektovala rezistentni linii z Bktlustého dieva gisobenim
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MTX, proto protein pojmenovali MXR (mitoxantronesistance protein; Miyake et
al., 1999).

GenABCG2je vysoce konzervovany a nachazi se u vSech olscat{Annilo
et al., 2006). Lidsky geABCG2o0 velikosti 66 kb se nachazi na chromosomu 422,
obsahuje 16 exdn 15 introi a koduje 72 kDa veliky protein sloZeny
z 655 aminokyselin. Je tien jednou N-terminalni NBD a jednou C-terminalni DM
slozenou z 6 transmembranovych segringobr. 19). ABCG2 protein ipdstavuje

tzv. polovEni transportér, ktery musi vytiib dimer nebo tetramer, aby vznikl

funkeni transportér (Xu et al., 2004).

Obr. 19: Struktura transportéru ABCG2. Proteinjerén jednou ATP-vazajici doménou a jednou
transmembranovou doménoudpzato a upraveno z Sharom, 2008).

Zvysena exprese ABCG2 byla detekovana v tadé tkani, nap. v placeng,
jatrech, prostat varlatech, vajnicich, hematoencefalické bagé nebo
hematopoetickych kmenovych fkach. NiZSi exprese pak byla nalezena fdach
centrélni nervové soustavy, ledvinach, plicich nsboivce &isni (Fetsch et al.,
2006).

ABCG?2 transportuje spektruniznych substrat zahrnujicich jak endogenni
latky (riboflavin, folat, porfiriny), tak exogenniatky jako jsou antibiotika,
antivirotika ¢i protinddorové léiva. Jednu z nejvyznamySich studovanych skupin
latek interagujicich s ABCG2 t¥io TKI, jako nag. imatinib, nilotinib, dasatinib,
gefitinib nebo erlotinib (Robey et al., 2009). lindh, nilotinib a dasatinib byly
ukazany jako substraty ABCG2 (Burger at al., 2@ndel et al., 2007; Hiwase et
al., 2008). Navic mohou imatinib a nilotinibagobit jako inhibitory ABCG2
(Ozvegy-Laczka et al., 2004; Tiwari et al., 2009)pripact substituce R482T nebo
R482G je transport MTX mnohem efektéyi a ABCG2 je navic schopen
transportovat i rhodamin 123 nebo doxorubicin (Rodieal., 2003).
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Zvysena exprese ABCG2 byla nalezena u velkého stwioburécnych linii
ziskanych selekci naiznych protinadorovych &vech, u kterych byl pozorovan
fenotyp MDR (Doyle et al., 1998; Miyake et al., 899U klinickych vzork je
situace komplikova¥)Si. Byla pozorovana zvysena exprese ABCG2 v ldgtih
bunkach ucésti pacient s akutni leukémii (Ross et al., 2000). Na druhtcans byly
publikovany prace, ve kterych zvySena exprese ABC@G2pacient s AML
pozorovana nebyla (Abbott et al., 2002). U klinickywzorki solidnich nadar byla
pozorovana jak nizk4 exprese ABCG2 (karcinom prdak zvySena exprese

(karcinom vajéniku nebo endometria; Diestra et al., 2002).

3.1.1.3. ABCC1
ABCC1 (multidrug resistance protein 1, MRP1) tgaorser pati do ABCC

podrodiny, kam byl Zazen na zaklad primarni sekvence. Byl objeven
na paatku 90. let 20. stoleti, kdy bkly malobugcného karcinomu plic selektované
doxorubicinem vykazovaly fenotyp MDR, ale neexprimly P-gp, ale jiny
ATP-zavisly transportér, ktery byl posléze idektiffdn jako ABCC1 (Cole et al.,
1992; Cole et al., 1994).

GenABCC1lse nachazi na chromozomu 16p13.1 a koduje glykadostein
o velikosti 190 kDa tvieny 1531 aminokyselinami (Almquist et al., 1995)0tBin
ABCC1 mé v porovnani s P-gp mérrodliSnou strukturu. Je slozen zé TMD
advou NBD. TMD je tvarena @ti transmembranovymi helixy spojenymi s TMD
smykou L. TMD; a TMD, jsou tvaeny kazda Sesti transmembranovymi helixy
(obr. 20). Zda se, ze TMDe pro funkci transportéru postradatelndkBzem je, ze
ABCC1 s deletovanou TMPbyl spravié sloZzen, dopraven do membrany aépin
funkéni (Bakos et al., 1998).
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NBD NED,

Obr. 20: Struktura transportéru ABCC1. Proteislggen zeif TMD oznaenych TMD,, TMD; a
TMD,, spojovaci smiky Lo a dvou NBD (pevzato a upraveno z Sharom, 2008).

ABCC1 transportuje celé spektrum jak endogennitdk exogennich
substrai, které maji hydrofobni nebo amfipaticky charaktdvlohou byt
konjugovany s GSH, glukuronovou kyselinou nebo&alh. Nkteré ze substréat
mohou byt ko-transportovany s volnym GSH. Mezi sw@tg ABCCLl ntizeme
zaradit prostaglandiny nebo leukotriens Gako zastupce endogennich substrat
a peptidy, pesticidy, antibiotika, fluores¢ei sondy, inhibitory HIV proteas, toxiny
nebo protinadorova déva jako zastupce exogennich subst{&harom, 2008).

ABCCL1 je exprimovan vac tkani. NejvySSi exprese se nachazi v plicich,
srdci, placent, zatimco nizsi v tenkém a tlusténiest nebo mozku (Flens et al.,
1996). Vedle exprese v normélnich tkanich byl pnottBCC1l detekovan také
u niznych hematologickych malignit a solidnich nddokde fispiva ke vzniku
MDR fenotypu. ZvySena exprese byla nalezena j&kd¥ rezistentnich nadorovych
linii ziskanych selekcituznymi protinadorovymi l&vy (Cole et al., 1992), tak
i v klinickych vzorcich, nap v buikach chronické lymfoblastické leukémie nebo
nemalobutcného karcinomu plic (Juszczynski et al., 2002; Céieal., 2011). Bylo
také pozorovano spojeni mezi expresi ABCC1 a soifelobou peziti u pacient
s nemalobu&nym karcinomem plic (Chen et al., 2011) nebo kamgiam prsu
(Filipitz et al., 2005).
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4. Cile dizerta¢ni prace

Pripravit buiky chronické myeloidni leukemie exprimujici Bcr-Al8 tiznou
expresiABCB1

Zjistit kvantitativni vztah mezi expresiABCB1 a pozorovanou rezistenci
leukemickych buik.

Zjistit, do jaké miry Ize pouzit imatinib a nilotinjako inhibitory ABCBL1.

Zjistit, jak expreseABCB1 stanovovend rutirtnpouzivanymi metodami odpovida

funkci transportéru.
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5. Metodické postupy

Buné¢né kultury

V experimentech dizertai prace byla pouzita ba&na linie K562 (odvozena
od chronické myeloidni leukemie) charakteristickdtgmnosti Ph chromozomu,
ktery zpisobuje expresi fizniho onkoproteinu p?L6°. Buiky byly zakoupeny od
ECACC (European Collection of Cell Cultures).

Bunééna linie K562/Dox (laskav poskytnuta prof. J.P. Marie, University of
Paris 6, Francie) je charakteristicka fenotypem MOIRy zvySené expresi P-gp.
Bunky K562/Dox byly ziskany dlouhodobou kultivaci BUnK562 v médiu se
zvysujici se koncentraci doxorubicinu (detgién charakteristika v Tang et al.,
2008).

Bunééna linie K562/HHT (laskay poskytnuta prof. J.P. Marie, University of
Paris 6, Francie) je charakteristicka fenotypem MOIRy zvySené expresi P-gp.
Bunécnd linie K562/HHT byla ziskana dlouhodobou kultivdmurek K565 g
zvysujici se koncentraci homoharringtoninu (HHTpdlet al., 1996).

Bunky K562, K562/Dox a K562/HHT byly kultivovany v méd DMEM
v poneru 1:1 obsahujici 10% fetalni heri sérum (FBS) a antibiotika (penicilin —
100 U/ml, streptomycin — 10Qg/ml) v atmosfée obsahujici 5% COpii teplot
37°C.

Bunééné linie U937 (odvozené od histiocytického lymfoma) HL-60
(odvozené od promyelocytarni leukemie) byly poufitko negativni kontrola bez
piitomnosti Ph chromozomu a MDR fenotypu.

Bunky U937 a HL-60 byly kultivovany v médiu RPMI-1640bsahujici
10% fetalni hovzi sérum (FBS) a antibiotika (penicilin — 100 U/millteptomycin —
100ug/ml) v atmosfée obsahujici 5% C£pii teplot 37°C.

Stanoveni pdtu a viability bun ék

Stanoveni p&u burék a monitorovani jejich viability bylo provédo pomoci
piistroje Vi-CELL™XR (Beckman Coulter, USA) za vyuZiti trypanové rfigako
indikatoru permeability cytoplazmatické membranji ptanovovani zastoupeni

Zivych a mrtvych bugk v kulture.
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Analyza exprese ABCBL1 piitokovym cytometrem

Ke stanoveni miry exprese P-gp v pouzivanychkéch bylo vyuZito mysi
monoklonalni protilatky UIC2 (Beckman Coulter, USAkonjugované s
fykoerythrinem (UIC2-PE). Postup probihal dle navagrobce. Fluorescence byla
zmeéiena na pitokovém cytometru (Cytomics FC500, Beckman Coultis8A). Jako
isotypova kontrola byl pouzit IgG2a konjugovany &.PExprese P-gp byla
kvantifikovana jako powr stedni hodnoty intenzity fluorescence UIC2-PEgiv
isotypové kontrole (UIC2-PE/IgG2-PE). Pro kazdy neto bylo paitano
10000 busk.

Analyza exprese ABCB1 pomoci SDS-PAGE a Western bilimgu

5x10 bursk bylo promyto vychlazenym roztokem PBS a lyzov&f® L
lyzaéniho pufru (50 mM Tris/HCI pufr pH 8,1, 1% NP-4GQAmM NaCl, 50 mM
NaF, 5 mM EDTA a 5 mM difosfat sodny) dopih€ho o inhibitory proteas (Roche,
Némecko) a fosfatas (Sigma Aldrich, USA)) po dolili lpodiny na ledu. Extrakt byl
preciStén centrifugaci (12000 rpm, 10min., 4°C) a nastedoyla zn€tena
koncentrace proteinmetodou Bradfordové (Bradford, 1976). Extrakt bgedin
vodou na koncentraci proteiré ug/ul, byl pridan 5x vzorkovaci pufr (0,3 M Tris-
HCI (pH 6,8), 0,5 M dithiothreitol, 10% SDS, 50%ygérol, 0,05% bromphenolova
mod) a proteinovy extrakt byl denaturovan po dobu Buhgi teplog 95°C.

Vzorek obsahujici 3Qg proteinu byl roz8len elektroforézou, ktera probihala
v 10% SDS-polyakrylamidovém  ¢&licim gelu (pH 8,8) a
5% SDS-polyakrylamidovém zaogvacim gelu (pH 6,8). Poté byly proteiny
pieneseny na nitrocelulosovou membranu metodou westiet. Membrany byly
blokovany v 5% nizkotném mléce v PBS s 0,1% Tween. MnoZstvi P-gp bylo
detekovano pomoci primarni mySi monoklonalni patity anti-P-glycoprotein, klon
F4 (Sigma Aldrich, USA), ktera byléectna 1:1000. Jako referémi protein byl
pouzit B-aktin (mySi monoklonalni protilatka arfitaktin fedéna 1:1000, Cell
Signaling Technology, USA). Signal byl detekovamrmpei sekundarni protilatky
zna&ené Kenovou peroxidasourddini 1:10000, Dako, Dansko). Vizualizace byla
provedena pomoci chemiluminis¢éaiho kitu ECL (enhanced chmiluminesence;

Amersham, Velka Britanie).
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M éreni funkce ABCBL1

Calcein acetoxymethylester (calcein AM) byl pouft owieni funkce P-gp
(Holl6 et al., 1994). Calcein AM je substrat P-ggery je pumpovan ven z hky.
Calcein AM, ktery vstoupi do liky je esterasami rychle deesterifikovan na
fluorescewni calcein, ktery jiz ale neni substratem P-gp. RAkiace calceinu tak
negimo odraZi aktivitu P-gp. Bétina suspenze o hustotx1@ byla inkubovéna
v rastovém meédiu po dobu 20 minii 87°C s 0,25uM calceinem AM (Molecular
Probes, USA). Obsah calceinu byl kvantifikovan ngitgkovém cytometru
(Cytomics FC500, Beckman Coulter, USA) &enim flourescence (podminky:
hex 488 nM,Aem 525 nm). Akumulace calceinu je vyjaétha jako sedni hodnota

fluorescence.

Stanoveni burééné proliferace a viability
Proliferace a viabilita butk byla stanovena MTT testem jiZzide popsanym

Mosmannem (Mosmann, 1983).

Priprava bunék se snizenou expresi ABCB1

Bunky K562/Dox a K562/HHT se vyziaji extrémri vysokou hladinou
P-gp. Aby bylo moZné studovat vztah mezi expregpRx rezistenci, bylo pi@ba u
téchto burk snizit hladinu P-gp. K tomu byla vyuZita techniR&A interference.
Pomoci komemé dostupného kitu byla po stabilni transfekci selakt inhibovana
exprese genABCBL1 Tim byly ziskany biiky se sniZujici se expresi P-gp.

Transfekce bugk byla provedena metodou elektroporace. 3xbirsk
(K562/Dox a K562/HHT) v exponencialnigtové fazi bylo centrifugovano (5 min.,
1500 rpm, laboratorni teplota) a sedimentdiuoyl rozsuspendovan v 2Q@. média
RPMI-1640 obsahujici 10% pluronic, naslédhylo pridano 10 pg kometné
dostupného plazmidového vektoru pGeneClip (SABasmes, USA) exprimujiciho
shRNA proti gentABCB1 Po 10 min. inkubace bgk pii 0°C v elektroporénich
kyvetach (velikost gtbiny 4 mm) byla provedena elektroporace (podmir2d0 V,
800uF, 50 ms). Po elektroporaci bylyiiky inkubovany po dobu 15 mintilB87°C a
nasledg narediny 1:20 ¢erstvym médiem bez sel@kiho antibiotika. Po 48 hod.
inkubace byl k bugtné suspenziifdan geneticin (G418) jako setak antibiotikum
na vyslednou koncentraci 0,4 mg/ml. Jako negatiaritrola byl pouzit vektor s

nesmyslnou sekvenci, ktera nebyla Zgena na Zadny lidsky gen.
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Prvni selekce pomoci G418 dala vznik nehomogenrpulpoi burk
oznaenych K562/Dox-SH a K562/HHT-SH. Tyto bitmé populace se vyzéavaly
Sirokym rozgtim miry exprese P-gp. Proto jsmaspoupili k drunému sel&kimu
kroku. Buiky byly rozklonovany ngedénim na cca 3 hiky/ml rastového média a
rozpipetovany po 20Qul do 96-jamkové desky. Nasletirbyly vyselektované
transfektanty charakterizovany (analyza exprese B-gw¥ieni funkce). Takto jsme
ziskali velké mnoZzstvi klan se sniZzenou expresi a funkci P-gp ziskanych jak
Z buré¢né populace K562/Dox-SH, tak K562/HHT-SH. V expearntech byly
pouzity buky ziskané zbuftné populace K562/Dox-SH oztené
K562/DoxDR05, K562/DoxDR1, K562/DoxDR2 a Kb562/DoxBR Z
bung¢né populace K562/HHT-SH ziskané nly pouZzité v experimentech byly
ozna&eny K562/HHT1, K562/HHT2 a K562/HHTS3.

Izolace celkové RNA
Celkovd RNA byla zbutk vyizolovdna pomoci kitu GenEIuté
Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma Aldrich, W$ podle navodu vyrobce.

Kvantitativni real-time PCR

Celkova RNA byla zbavena kontaminujici DNA pomoBinasy za
pouziti DNA-freé™ kitu (Ambion, USA). 1ug RNA byl poté vyuZit na syntézu
cDNA reverzni transkriptasou se &n nahodnych hexamiera oligo dT primek
pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesisu iRoche, Nmecko) podle
instrukci vyrobce. cDNA nasledrslouzila jako templat pro kvantitativni stanoveni
relativni exprese gerdiBCBl1pomoci real-time PCR (qPCR) s vyuzitim LightCycler
480 SYBR Green | Master kitu (Roche¢riNecko). Reakce probihala v iDreakeni
smesi podle nasledujiciho protokolu: 95°C po dobu 1i0uh) 55°C po dobu 10
sekund, 72°C po dobu 20 sekund. Nasledovalo 45ic@€°C po dobu 10 sekund,
55°C po dobu 10 sekund, 72°C po dobu 20 sekundni?dgy melting cycle byly od
55°C do 97°C. Byly pouzity nasledujici primery: ABC+ 5-GTC TGG ACA AGC
ACT GAA A-3", ABCB1- 5-AAC AAC GGT TCG GAA GTT T-3 GAPDH+
5-ACC TCA ACT ACA TGG TTT AC-3’, GAPDH- 5-GAA GATGGT GAT
GGG ATT TC-3" (primery syntetizovany firmou EastrP@ eska republika). Gen

GAPDH slouzil jako interni kontrola.
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K vypoctu relativni genové exprese geABCB1v riznych bugcnych liniich
byla pouZita metoda® “T (Livak a Schmittgen, 2001).
Stanoveni intracelularni koncentrace vybranych Iéiv

Pro stanoveni intracelularni koncentracévié byl pouzit protokol vyvinuty
Harrisem a van Damem (Harris a van Dam, 1968), ykieyl modifikovan
Andreasenem a spolupracovniky (Andreasen et al4)1%Principem metody je
centrifugace butk, které byly inkubovany v médiu stigem, gees silikonovy ole;j.
Tim dojde k odseparovani bikna média Bhem jednoho kroku. Je tak nahrazeno
nékolikakrokové promyvani, v jehoZz fdsehu miZze dojit k Uniku léiva z buiky ven.

Buns¢na suspenze o objemu 10 ml a hus#60-500x16 bursk/ml byla

inkubovana viistovém meédiu siznymi koncentracemi vybraného protinadorového
léc¢iva. Vybranymi protinadorovymi tévy byly kolchicin (Col), daunorubicin
(DNR), imatinib (STI), nilotinib (Nilo), dasatinifDas) bez nebo s inhibitorem P-gp
po dobu 5 hodin (k dosaZeni rovnovazné koncentrpiceeplot 37°C. Poté byla
buné¢nd suspenze opatrmanesena na vrstvu silikonového oleje (AR 20 (ftast
1,01 g/ml) a AP 100 (hustota 1,06 g/ml) v gom 1:1, Sigma Aldrich, USA) do
centrifug&ni zkumavky a centrifugovana (5000 rpm, 10 minbolatorni teplota).
Médium s olejem bylo odsato &sy zkumavky dkladng otfeny do sucha. Sediment
burgk byl rozsuspendovan ledovym extéakm cinidlem, jehoz slozeni se liSilo
podle podle pouzitého d&a (tab. 3), a centrifugovan (12000 rpm, 10 m#fC).
Extrakt byl nésledh ziedkn 1:10 0,2% kyselinou mravein (FA) (w/v) v 50%
methanolu (MeOH)/voda (v/v) a koncentrac€ita byla kvantifikovana pomoci
HPLC/MS/MS.

Tab. 3: SloZeni extrakichcinidel a jejich objemy pouzivanéipextrakci vybranych
léciv

Extrahovana latka Extrak €ni €inidlo Objem extrak €niho ¢€inidla
Daunorubicin 1% FA (w/v) + 50% MeOH (v/v) ve vodé 800 pl
Kolchicin 1% FA (w/v) + 50% MeOH (v/v) ve vodé 600 pl
Imatinib 4% FA (w/v) 400 pl
Nilotinib 1% FA (w/v) + 50% MeOH (v/v) ve vodé 600 pl
Dasatinib 4% FA 600 pl
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Stanoveni akumulace DNR metodou pitokové cytometrie

Oweieni miry inhibice P-gp bylo provedeno pomoci akuanal
daunorubicinu, ktery byl pouzit jako znamy fluoresmi substrat P-gp a referam
léCivo. Byla testovana schopnost vybranych inhiliityrosinovych kinas inhibovat
transportni  funkci P-gp. Zvoleny byly imatinib alatinib, jejichZz inhibgni
schopnost byla srovnavana s klasickymi inhibitorygd® (cyklosporin A a
zosuquidar). Ktestu byly vyuzity b&né linie K562/Dox, K562/DoxDR3 a
K562/DoxDR2. Jako kontrola slouzily kly K562.

Buns¢na suspenze o hustolx1® byla inkubovana viistovém médiu po
dobu 4 hodin p 37°C s 0,5 uM DNR a nebo 0,5 uM DNRagmymi koncentracemi
inhibitoru ABCB1. Poté byla na @iokovém cytometru zgtena fluorescence
(podminky:lex 488 NMAem575 NM).

Statisticka analyza

Prezentovana dataquistavuji ptmérnou hodnotu zefit nezavislych réreni
se standardni odchylkou. Statisticka vyznamnoshydé& od ptimérné hodnoty byla
Zjisténa Studentovynt-testem. Hodnoty P < 0,05 byly povaZzovany za diciig

vyznamne.
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6. Vysledky

6.1. Vztah mezi expresi ABCB1 a pozorovanou rezistenci
leukemickych bunék

Kosztyu P, Dolezel P, Mlejnek P. 2013. Can P-glycoproteiediate resistance to
nilotinib in human leukaemia cell®harmacol Re§7: 79-83.

Kosztyu P, Bukvova R, Dolezel P, Mlejnek P. 2014. Resistato daunorubicin,
imatinib, or nilotinib depends on expression levdllI&ABCB1 and ABCG2 in human
leukemia cellsChem Biol Interac219C 203-210.

Mlejnek P., Dolezel P., Faber BKosztyu P. 2011. Interactions of N-desmethyl
imatinib, an active metabolite of imatinib, withgRtcoprotein in human leukemia
cells.Ann HematoBO: 837-842.

Nizkomolekularni inhibitory tyrosinovych kinas se poslednich letech
z&inaji aplikovat jako vysoce specificka &inna I&€iva proti fad® nadorovych
onemocwgni. Zaroveé se studuji jejich interakce s Iékovymi transportér
zejména s P-gp. Vzhledem k Siroké substratové fgeBi-gp neni pekvapuijici, Ze
fada TKI pati k substrdim P-gp. V literatie ovSsem nepanuje v této otazce shoda a
publikovana data jsodasto proticidna. ZvySena exprese P-gp vedla ke snizené
intracelularni akumulaci imatinibu a k rezistenainkk na imatinib. Aplikace
inhibitoru P-gp pak obnovila citlivost (Mahon et.,aP004; Illmer et al., 2004).
Naproti tomu bylo ovSem také publikovano, ze zvgSerprese P-gp negobuje
rezistenci na imatinib (Ferrao et al., 2003; Zoh@le 2005). Podokinprotichidna
data byla publikovana i vifpact dalSiho TKI — nilotinibu. Bylo ukazano, Ze zvySena
exprese P-gp je mechanismem rezistence&kua nilotinib (Mahon et al., 2008).
DalSi publikace ovSem ukéazala, Ze P-pg neni zao#tpov za transport nilotinibu a

tim sniZeni jeho intracelularni akumulace (Davies.e 2009).

-60 -



Rozporuplné vysledky v oblasti rezistenc&ivTKI zprostedkované P-gp
nas pimely znovu tuto otdzku otéit. K pochopeni vztahu mezi expresi P-gp a
rezistenci na vybrané TKI jsme vyuZzili rezisteni@mikemické biikky K562/Dox a
K562/HHT, které se vyzrravaly fenotypem MDR diky zvySené expresi P-gp (Tang
et al., 2008; Zhou et al., 1996). kchto burk jsme cileg potlaili expresi genu
ABCB1technikou RNA interference. ®@tbureéné linie byly stabily transfekovany
plazmidovym vektorem exprimujici shRNA z&fanou proti gentABCB1 Ziskali
jsme tak nehomogenni populace &uiK562/Dox-SH a K562/HHT-SH se sniZzenou
expresi P-gp. Qb burgéné populace jsme nésledmodrobili klonalni selekci a
zalozZili tak velké mnozstvi bétnych klormi se sniZujici se expresi P-gp.
K nasledujicim experimeiin, jejichZz vysledky jsou prezentovany v této kalgito
jsme vyuZzili klony, jejichz exprese P-gp odpovidalakci. Klony odvozené z béh
K562/Dox-SH jsme ozrdi K562/DoxDR05, K562/DoxDR1, K562/DoxDR2 a
K562/DoxDR3. Klony odvozené z K562/HHT-SH byly oZeay K562/HHT1 a
K562/HHT2. Snizena exprese P-gp bylaéiewa jak analyzou na {gokovém
cytometru (obr. 21 a obr. 22), tak také metodoutevasblot (obr. 23).
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Obr. 21: Analyza exprese P-gp u bémych klomi odvozenych z K562/Dox-SH. Mira exprese P-gp
byla detekovanad pomoci protilatky UIC2-PE a nasledmalyzovana gitokovou cytometrii.
A) Typicky histogram. Isotypova kontrola (Sedy piKp62 (-), K562/DoxDRO05 (-..-), K562/DoxDR1
(-...-), K562/DoxDR2 (-.-.), K562/DoxDR3 (...) a K8/Dox (---). B) Kvantitativni analyza exprese
P-gp. Exprese P-gp byla kvantifikovana jako gostredni hodnoty intenzity fluorescence UIC2-PE
vici isotypové kontrole. Prezentovana datadstavuji pimérnou hodnotu zefit nezavislych réeni

se standardni odchylkou. * oznge signifikantni zridinu exprese P-gp mezitkami K562 a biikami

s iznou expresi P-gp (P<0,05).
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Obr. 22: Analyza exprese P-gp u Bémych kloni odvozenych z K562/HHT-SH. Mira expreseP-gp
byla detekovana pomoci protilatky UIC2 a nastednalyzovana fitokovou cytometrii. A) Typicky
histogram. Isotypova kontrola (Sedy pik), K562 kp62/HHT1 (..), K562/HHT2 ¢.-.) a K562/HHT
(---). B) Kvantitativni analyza exprese P-gp. ExpresgpPyla kvantifikovana jako po¥n stedni
hodnoty intenzity fluorescence UIC2-PHdv isotypové kontrole. Prezentovana dat&éedstavuji
pramérnou hodnotu zeft nezavislych rsteni se standardni odchylkou. * o#ope signifikantni
zmenu exprese P-gp mezitkami K562 a bitkami s fiznou expresi P-gp (P<0,05).
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Obr. 23: Analyza exprese P-gp metodou western iblbtrek odvozenych z K562/Dox-SH (A) a
z K562/HHT-SH (B). Zobrazeny typické vysledky. Refeni proteinp-aktin.

Funkce P-gp u vSech pouZzitych Bknbyla owiena na zaklagdakumulace
calceinu a néasledné analyzy naitpkovém cytometru. S postupnym zvySovanim
exprese P-gp dochazelo ke snizovani flourescerteeyanizSi akumulaci calceinu
uvnité burek. Funkce P-gp byla inhibovana inhibitorem P-gps(mpuidar (ZSQ)). U
akumulace calceinu signifikartnsnizena v porovnani s citlivou linii K562 bez

mefitelné exprese P-gp (obr. 24).
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Obr. 24: O¥ieni funkce P-gp pomoci calceinového testu uctnych kloni odvozenych z buik
K562/Dox-SH (A) a K562/HHT-SH (B). Biky inkubovany po dobu 20 minfip37°C s 0,2uM
calceinem AM (Sedé sloupce) nebo s )\ calceinem AM a 0,uM zosuquidarem (bilé sloupce).
Mnozstvi akumulovaného calceinu je wyédo jako stdni hodnota intenzity fluorescence.
Prezentovana datdqustavuji pimérnou hodnotu zett nezavislych réeni se standardni odchylkou.
* oznauje signifikantni zminu intenzity fluorescence calceinu mezinkami K562 a biikami
exprimujicimi izné mnozstvi P-gp (P<0,05).

Abychom zjistili, jak souvisi mira exprese P-gmtsacelularni akumulaci
vybranych TKI, analyzovali jsme extrakty z klnvystavenych daunorubicinu
(DNR), nilotinibu (Nilo) a imatinibu (STI). DNR p#tke znamym substnén P-gp a
byl pouzit jako referetni |&ivo. Nebylo gekvapuijici, Ze jak u linie K562/Dox, tak
K562/HHT doslo k dramatickému poklesu intraceluiéakumulace DNR. U buk
se snizenou expresi P-gp odvozenych jak z K562&txtak z K562/HHT-SH
dochézelo k narustu intracelularni koncentrace DNRmére i bunky s nejnizsi
expresi P-gp K562/DoxDR05 a K562/HHT1 vykazovalygndikantre nizsi

intracelularni koncentrace DNR v porovnani s aitlivlinii K562. Intracelularni
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akumulace STI a nilotinibu je u rezistentnich liKi562/Dox a K562/HHT také
signifikantre nizsi (obr. 25 a obr. 26). Podabjako u DNR doché&zi se snizujici se

expresi P-gp k narustu intracelularni koncentraegimavy je ovsem fakt, Ze by

s nejnizsi expresi P-gp K562/DoxDR05 akumulovalggiimé mnoZstvi nilotinibu a
STI jako citliva linie K562 (obr. 25). U transfekanych bugk odvozenych
Z buré¢né populace K562/HHT-SH se nam bohuZzel nepladayselektovat biiky

s dostatén¢ nizkou expresi P-gp, aby u nich intracelularni destrace STI a

nilotinibu byly podobné jako u citlivé linie K56Zrend je nicmé#é podobny jako u
kloni odvozenych z buik K562/Dox-SH (obr. 26).
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Obr. 25: Vliv exprese P-gp na intracelularni akueulvybranych lév u klond odvozenych
z K562/Dox-SH. Jako kontrola byly pouzity itky K562 bez nititelné exprese P-gp. Bky byly

inkubovany po dobu 5 hodin s DNR (A), STI (B) aotiihibem (C). Poté byly hiky centrifugovany
pies silikonovy olej a buitny sediment byl extrahovan. Koncentracéiié@ byla kvantifikovana
pomoci HPLC/MS/MS. Prezentovana datedstavuji pimérnou hodnotu zeft nezavislych réteni

se standardni odchylkou. *qustavuje signifikantni zénu v intracelularni koncentraci danéhoivé

v porovnani s bikami K562 (P<0,05).
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Obr. 26: Vliv exprese P-gp na intracelularni akumeul vybranych |&v u linii odvozenych
z K562/HHT-SH. Jako kontrola byly pouzity ftky K562 bez niiitelné exprese P-gp. Bly byly
inkubovany po dobu 5 hodin s DNR (A), STI (B) aotiihibem (C). Poté byly hiky centrifugovany
pies silikonovy olej a buitny sediment byl extrahovan. Koncentracéiié@ byla kvantifikovana
pomoci HPLC/MS/MS. Prezentovana datedstavuji pimérnou hodnotu zeft nezavislych rsteni
se standardni odchylkou. terstavuje signifikantni z&nu intracelularni koncentrace danéhgvé v
porovnani s bitkama K562 (P<0,05).

Vedle vlivu exprese P-gp na intracelularni akuroukiv jsme také testovali
souvislost mezi expresi P-gp a cytotoxickymsgbenim I&v. Bunééné klony
odvozené jak z K562/Dox-SH (tab. 4), tak K562/HHH-8ab. 5) se snizujici se
expresi P-gp vykazovaly sniZujici se rezistencDiR. Nicmér i bunky s nejnizsi
expresi K562/DoxDR05 a K562/HHT1 byly stale sigkaftre rezistentni
v porovnani slinii K562. Aplikace zosuquidaru ziled rezistenci u vSech

testovanych bufgnych linii, coZz naznauje, Ze rezistence byla #gobena zvySenou
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expresi P-gp. Rezistence na STI a nilotinib se te&ésniZujici se expresi P-gp

e

P-gp K562/DoxDRO5 rezistence na nilotinib a STI veiatelna s kontrolnimi
bunkami K562 (tab. 4). U butk K562/HHT1 byla rezistence na nilotinib a STI
témef srovnatelnd s hitkami K562 (tab. 5).

Tab. 4: Vliv vybranych l&v na peziti a proliferaci bugk odvozenych z buik
K562/Dox-SH. A) DNR. B) STI. C) Nilotinib.

A

Faktar DM R+L50 1250
Bunééna linie IZ50 DR (k) rezistence (il
KERZ 221131 1 210+£25
KEE2/DoxDROS 180 £308 8.1 02+£22
KEE2/Dox DR 1 475 £ 453 215 194+£25
KeE2/DoxDR2 4314 +£517 223 241+£35
kKeE2/DoxDR3 9253 +95 2 421 BE+39
KEEZ/Dox IS E+ 4366 177 2 304 +61
B

Faktor STI+ZS0 (250
Bunécna linie (G50 ST (nhk) rezistence inhd)
kER2 175 £122 1 170+£104
KeE2/DoxDROS 179 +£108 1 168 £9 9
KEE2/Dox DR 1 230185 13 1T7F+112
KeE2/DoxDR2 B +247 15 185 +13 2
KEE2/DoxDR3 E29 £ BB B 3B 196 £ 128
KEEZ/Dox 2050 + 169 M7 201+155
C

IC50 nilotinib Faktar Milotinib + ZS011C 50

Bunééna linie (nhd) rezistence (nhd)
KERZ B2+09 1 B1+11
KEE2/DoxDROS B3+04 1 BO+11
KEE2/Dox DR 1 B7+11 11 59+10
KeE2/DoxDR2 84+14 15 59+049
kKeE2/DoxDR3 198+35 32 B3+11
KEEZ/Dox 425+483 B3 FO+£12
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Tab. 5: Vliv vybranych l&v na geziti a proliferaci butk odvozenych z buik
K562/HHT-SH. A) DNR. B) STI. C) Nilotinib.

A
OMR+Z50 1C50

Bunééna linie G50 DMRE (nM)  Faktor rezistence )]
KaE2 221+£31 1 215+£19
KEBZHHTI 458 £35 5 207 23522
KEE2/HHTZ 837 £53 2656 2359+256
KEEZHHT 2568 £203 1162 2B0+41

B

STI+L50 1C50
BunéZna linie CA0 ST (nhd) Faktor rezistence (nhd)
KER2 17 £1272 1 171 £11,1
KEBEZ/HHTI 2231157 15 B9 +125
KEB2/HHTZ 415 £33 7 24 187 £13 4
KEEZHHT 1254 £ 108 8 72 201 +£1853
C
IC50 nilotinib Faktar Milotinib + Z501 1C 50

Bunééna linie (nhd) rezistence (nhd)

KER2 B2+09 1 59+1.0
KEBEZ/HHTI B5+11 1.4 BO+11
KEBEZ/HHTZ 99+1.2 16 B2+12
KEEZHHT 145+14 23 BS+15

Diskuze

Vysledky publikované za &kolik poslednich let jsou zke¢ rozporuplné
ohledré otazky, zda jsou imatinib a nilotinib transportoyaP-gp. Mahon a
spolupracovnici poprvé ukazali, Ze zvySena expRegp u leukemickych bk
vede ke vzniku rezistence na imatinib (Mahon et 2000). Ke stejnému zéw
dosgla fada dalSich skupin (lllmer et al.,, 2004; Dohse let 2010; Peng et al.,
2011). Na druhou stranu jiné studie ukazuji, ZeSema exprese P-gp néspbuje
rezistenci na imatinib nebo Ze sniZzeni exprese Reghnovuje citlivost na imatinib
(Ferrao et al., 2003; Zong et al., 2009). Podobekonzistentni vysledky byly
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publikovany také v fipadt rezistence na nilotinib, kdy bylo ukazéano, Ze Bn&
exprese P-gp jeffginou rezistence (Mahon et al., 2008; Dohse efallQ), tak také
Ze zvysSena exprese P-gp nevede k rezistenci (Daties, 2009; Hegedus et al.,
2009).

Rozdilné vysledky dosazengé&znymi skupinami mohou byt Apobeny celou
fadou faktoti. A¢koliv P-gp transportujefies membranu stovky struktwérndliSnych
latek, kazda je transportovanaigmou &innosti, coz zavisi jeji strukite. Dokonce i
velmi maly rozdil ve strukite latky mize mit na dinnost transportu velky vliv, jak
bylo ukdzano naifpadu imatinibu a jeho metabolitu, N-desmethylimiati, které se
liSi pouze jednou chyfici methylovou skupinou na N-desmethylimatinibupiés
velkou strukturni podobnost byl N-desmethylimatinttansportovan mnohem
acinngji a zda se tak byt lepSim substratem (Mlejnek let 2011). Podobnym
piipadem niZe byt také transport DNR, imatinibu a nilotinikiginnost transportu
DNR, imatinibu a nilotinibu se u rezistentnich {ili§i, coz se naslednodrazi take
v rozdilné citlivosti na tyto latky (tab. 4 a tad).

Uginnost transportu sitnzavisi na expresi P-gpiiFhodnoceni, zda je dana
latka substratem P-gp a je tedy transportovana Rigpikoliv, a zda biky
exprimujici P-gp jsou rezistentni na danou latkupgtné také hodnotit expresi P-gp
na urovni proteinu. Je nutné poznamenat, & skupiny pouzivaji rezistentni
buiky ziskané odliSnymi postupy. &&inain vitro experimeni je provadna na
rezistentnich htkach se zvySenou expresi P-gp, které byly ziskdoyhddobou
kultivaci citlivych burgk v médiu v pitomnosti cytotoxické latky (Zhou et al., 1996;
Tang et al., 2008). &které skupiny ovSem vyuZivaji také rezistentni elirge
zvySenou expresi P-gp ziskané transfekci citlivijicin cDNA exprimujici ABCB1
(Ferrao et al., 2003). Jak se jifivie spekulovalo (Rumpold et al., 2006), je otazkou,
jaké je u &chto transfekovanych bgk mira exprese P-gp v porovnani sikami
dlouhodols kultivovanymi v gitomnosti cytotoxické latky.

NasSe vysledky jasnnazn&uji, Zze zav¥r, zda P-gp zfsobuje rezistenci a
transportuje danou latku, sHreavisi na nie exprese P-gp (Kosztyu et al., 2013;
Kosztyu et al., 2014). Biky s nejvysSi expresi P-gp signifikaétrsniZzuji
intracelularni koncentraci DNR, imatinibu i nilofu (obr. 25). S postupnym
shizovanim exprese P-gp dochazi k vyssi akumuBextvii latek. Nicmég bunky
s nejnizsi expresi P-gp¢ aignifikantre snizovaly intracelularni koncentraci DNR

v porovnani s citlivou linii K562, nebyly schopnwizit intracelularni koncentraci
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imatinibu ¢i nilotinibu (obr. 25). Podobné vysledky byly dosay také v fipad
rezistence. S postupnym snizovanim exprese P-gpadeto ke snizovani rezistence
burek na DNR. Nicméa i bunky s nejnizsi expresi P-gp byly stale signifikantn
rezistentni na DNR v porovnani s citlivou linii KB6zatimco u imatinibu a
nilotinibu doslo k obnoveni citlivosti (tab. 4 &t&). Z naSich vysledkvyplyva, ze
.dobré" substraty P-gp, jako nApDNR, jsou @inné transportovany i z buk
s velmi nizkou expresi P-gp, zatimco ,Spatné“ gabgt jako imatinib nebo
nilotinib, jiz buiky s nizkou expresi nejsou schopny transportovékokv jsme
nebyli schopni pozorovat rozdily v citlivosti aratelularnich akumulaci imatinibu a
nilotinibu mezi butkami citlivymi K562 a K562/DoxDR05, neznamena te, ¥y se
pii zménénych podminkach rozdily neprojevily. Je moznée, ZedelSi inkubaci
burgk s imatinibem nebo nilotinibem bychom byli schopnantiit rozdily
v citlivosti i mezi buikami K562 a K562/DoxDRO05.

V literatue je ovSem &ké porovnavat expresi P-gp u BknpouZitych
v experimentech aznych wdeckych skupin. Mahon a spolupracovnici pouzili
v experimentech biky K562/Dox a ukazali, Zze P-gp transportuje nildtifiMahon
et al., 2008). Stejné kiky jsme pouzili také my v naSich experimentech & zégr
ohledrg transportu nilotinibu je stejny. deme také konstatovat, Ze expresécuto
burgk je velmi vysoka. Na druhou stranuiiby pouzité Hegedus a spolupracovniky,
ktefi tvrdi, Ze P-gp netransportuje nilotinib, jsouisdé a data v publikaci nazhai,
Ze exprese P-gp uédhto burk je nizkd (Hegedus et al.,, 2009). Ferrao a
spolupracovnici pouZzili ip testovani transportu imatinibu pomoci P-gpilou
transfekované, které signifikagtnsnizovaly intracelularni akumulaci DNR, ale
nevykazovaly rezistenci na imatinib (Ferrao et aD03), podob& jako v naSem
piipadt bunky K562/DoxDRO05, jejichZz exprese P-gp byla velmikd@. DalSi d¥
skupiny vychazely z bwk ziskanych dlouhodobou kultivaci citlivych hikn
v pifitomnosti cytotoxické latky a @bukazaly, Ze biiky se zvySenou expresi P-gp
jsou rezistentni na imatinib (Mahon et al., 200bnér et al., 2004). DalSi skupina
pouzivajici také hiky K562/Dox ukazala jejich rezistenci na imatinibale pouzili
techniku RNA interference k potlani exprese P-gp u btk K562/Dox.
U transfekovanych bwk pak pozorovali obnoveni citlivosti na imatinib (Rpold
et al., 2005).

NasSe vysledky nazdaji, ze rozporuplné vysledky v liter&au tykajici se

schopnosti P-gp transportovat imatinib a nilotiniphou byt zpsobené rozdilnou
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expresi P-gp butk pouzitych v experimentech. Ukazali jsme, Ze haénd, zda
P-gp zprosedkovava rezistenci na imatinib a nilotinib, z&@#ih¢ na mfe exprese
P-gp. Buiky s velmi vysokou expresi P-gp byly na imatinimibotinib rezistentni.
Na druhou stranu u bgk s velmi nizkou expresi P-gp nebyla v porovnatitlsou
linii pozorovana rezistence.¢Roliv jsme nestudovali miru exprese P-gp vyskyiujic
se v klinickych vzorcich, domnivame se, Zenlu s nizkou expresi P-gp Iépe
odpovidaji fyziologickym podminkam.

Ze vSech rozporuplnych vysletlikvyvstava otazka, ktera jiz byla v literétu
vznesena (Amiri-Kordestani et al., 2012), jakynisgbem hodnotit expresi ABCBL1.
Razné skupiny miru exprese ABCB1 stanovujizmymi metodami (prtokova
cytometrie, western blot, real-time PCR)XehoZ pak prameni problém, jak expresi
mezi jednotlivymi skupinami porovnavat. Jak jsmeazddi, exprese ABCB1 je

klicovym faktorem, pro posouzeni, zda P-gpsabuje rezistenci na dané€ilé.
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6.2. Stanoveni exprese genABCB1 a odhad funkcein vitro

V prvni ¢asti vysledk bylo naznaeno, Ze o tom, jaka jetiinnost transportu
P-gp daného fé#va, rozhoduje mira exprese P-gp. Je proto nutm&vep stanovit
miru exprese P-gp. Vysledkyirz vitro experiment potvrzuji obecnou shodu, Ze
P-gp nmize zpisobit Iékovou rezistenci (Gottesman et al., 200%)in vivo
podminkach je ovSem situace kompliko&&h Vliv exprese P-gp na rezistenci
nadovych buk vici protinadorovym léivam je stale kontroverzni otadzka.islck
studii nebyl nalezen vztah mezi expresi P-gp aiddou rezistenci (Amiri-
Kordestani et al., 2012).

Vysvétlenim pro rozporuplnd data ziskananzvivo a rékdy i in vitro
experimeni mize byt iznost metod a postigvolenych ke stanoveni miry exprese
P-gp (Beck et al., 1996) a v neposlethk i slozitost fenoménu MDR, ktery nelze
redukovat pouze naipomnost P-gp (Gottesman et al., 2002).

Jelikoz se vyuziva jak wm vitro experimentech, tak u klinickych vzdrkada
metod, které zahrnuji western blot, ufmkovou cytometrii nebo kvantitativni
real-time PCR (Szakacs et al., 1998), je prdiky této rozmanitosti pouzitych metod
velmi obtizné srovnat expresi P-gp u Bkinpouzivanych iznymi wdeckymi
skupinami.Casto se navic stava, Ze je expréd&CB1 detekovana pouze jednou
metodou, & uz na arovni mMRNA nebo proteinu, a naskede stanovuje korelace
mezi expresi ABCB1 a pozorovanou rezistenci nebo klinickym vysledkem
(Z6chbauer et al., 1997; Kakihara et al., 1999; t8&n et al., 2011). Je tedy na
misg otazka, zda je jednoducha korelace dasgtai.

V naSi préaci jsme se proto pokusili zghna to, zda mira expre#&BCB1

odrazi funkci transportéru.

U klinickych vzorki, ale i vin vitro experimentech, je ke stanoveni exprese
genuABCB1diky své pesnosti a specifitéasto pouzivanou metodou kvantitativni
real-time PCR (qPCR). Porovnali jsme miru expdB€B1na urovni mMRNA uif
bung¢nych linii - K562 (bcr-abl pozitivni), U937 a HL-§Bcr-abl negativni). Zjistili
jsme, Ze bikky K562 exprimovaly 320krat vysSi hladinu mRNA geABCB1nez
bunky HL-60 a 213krat nez kiky U937 (obr. 27). Na zaklgdzjednoduseného
piistupu pouzivaného v literaas by se dal fedpokladat také rozdil na Urovni
proteinu a funkce. Linie K562 s néjgi expresi mMRNA genABCBlnevykazovala
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na arovni proteinu Zadnou difitelnou expresi ABCB1, ktera byla detekovana
metodou western blot (obr. 28). Ani na urovni fuak8BCB1 nebyl pozorovan

rozdil mezi jednotlivymi liniemi (obr. 29).
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Obr. 27: Analyza exprese mRNA ge®BCB1u burgk K562, U937 a HL-60. Pro monitorovani
relativniho mnozstvi mRNA byla pouzita metoda gPGRdnotlivé sloupce ipdstavuji relativni
narist mMRNA genuvABCB1v porovnani s hitkami HL-60. Prezentovana datéegdstavuji pimérnou
hodnotu zeif nezavislych réeni se standardni odchylkou. * vyfage signifikantni zminu exprese
v porovnani s expresi békHL-60 (P<0,05).
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Obr. 28: Analyza exprese P-gp u BkrkK562, U937 a HL-60 metodou western blot. Refénén
proteinf-aktin. Zobrazen typicky vysledek.
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Obr. 29: Analyza funkce P-gp pomoci akumulace ¢alca burgk K562, U937 a HL-60. Bitky byly
inkubovany po dobu 20 minip37°C s 0,2 uM calceinem AM diznymi koncentracemi inhibitér
P-gp. Poté byla z#&tiena fluorescence. Mnozstvi akumulovaného calceinyjadeno v procentech.
100 % odpovida stdni hodnat intenzity fluorescence akumulovaného calceinunédzauené linie
bez aplikace inhibitoru P-gp. A) Cyklosporin A. Bjosuquidar. Prezentovana datéegstavuji
pramérnou hodnotu zeft nezavislych réfeni se standardni odchylkou.

Bunky K562/Dox a K562/HHT byly dalSi béané linie, u kterych jsme
nasli nesrovnalostiipanalyze expresABCBla jeho funkce. Metodou qPCR jsme
provedli analyzu relativnino mnozstvi mRNA gemBCB1 Linie K562/Dox
exprimovala signifikant® vyssi hladinu mRNA gendABCB1nezZ linie K562/HHT
(obr. 30). Exprese mRNA gendBCB1 u linie K562/HHT dosahovalaiiplizné
80 % v porovnani s linii K562/Dox.
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Obr. 30: Analyza expreseBCB1na Urovni mRNA u butk K562/Dox a K562/HHT metodou qPCR.
Jako kontrola byly pouzity iky K562 bez nifitelné exprese P-gp. Jednotlivé sloupéedstavuji
relativni narust mnozstvi mRNA genABCBL1 v porovnani s hikami K562. Prezentovana data
predstavuji pimérnou hodnotu zeft nezavislych réfeni se standardni odchylkou. fegstavuje
signifikantni zn&nu v mnozstvi mMRNA gentABCB1 mezi linii K562 a liniemi K562/Dox a

K562/HHT (P<0,05). # fedstavuje signifikantni z&nu v mnozstvi mRNA genABCB1mezi liniemi
K562/Dox a K562/HHT (P<0,05).
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Nasled’ jsme u obou linii analyzovali expresi ABCB1 na vibproteinu
metodami western blot a {iokové cytometrie. Metodou western blot jsme
detekovali signifikantér vysSi expresi ABCB1 u linie K562/HHT (obr. 31).
Pratokovou cytometrii jsme ovSem detekovali signifik@nvyssi expresi ABCB1 u
linie K562/Dox (obr. 32).
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Obr. 31: Analyza exprese P-gp u Blirk562/Dox a K562/HHT metodou western blot. A) Tolpy
vysledek. Referami proteinp-aktin. B) Piimérné denzitometrické vyhodnoceni Zé nezavislych

mereni se standardni dochylkou. ¥epstavuje signifikantni zénu v expresi P-gp mezi liniemi
K562/Dox a K562/HHT (P<0,05).
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Obr. 32: Analyza exprese P-gp u BkrkK562/Dox a K562/HHT metodou fitokové cytometrie.
A) Typicky histogram. Isotypova kontrola (3edy pik562 (-), K562/HHT (...) a K562/Dox (---).
B) Kvantitativni analyza exprese P-gp. Exprese Bygp kvantifikovana jako po#n stedni hodnoty
intenzity fluorescence UIC2-PEl# isotypové kontrole. Prezentovana datedstavuji pimérnou
hodnotu ze # nezavislych nrifeni se standardni odchylkou. fegstavuje signifikantni zénu
v expresi P-gp mezi linii K562/Dox a K562/HHT (P€B).

Funkéni analyza pomoci akumulace calceinu odhalila 8lgmtn¢ vysSi
aktivitu transportu u linie K562/HHT (obr. 33). K@ akumulace calceinu jsme
funkci P-gp ovfili také stanovenim intracelularni  koncentraceskatika
protinddorovych [&v. Analyzovali jsme extrakty butk K562/Dox a K562/HHT,

které byly inkubovany s daunorubicinem, imatinibendasatinibem. Intracelularni
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akumulace dasatinibu byla u nK562/HHT signifikant® nizSi nez u busk
K562/Dox, intracelularni akumulace imatinibu a dawbicinu byla u bugk
K562/HHT pouze miré nizSi (obr. 34). Tyto vysledky nazhagi vysSi transportni
aktivitu P-gp u bugk K562/HHT, coz naznauje také vysSSi expresi P-gp, kterou

jsme detekovali metodou western blot (obr. 31).
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Obr. 33: Analyza funkce P-gp pomoci calceinovéhsiutes busk K562/Dox a K562/HHT. Biky
byly inkubovany s 0,21M calceinem AM (Sedé sloupce) nebo s \2 calceinem a 0,1M ZSQ
(bilé sloupce). Mnozstvi akumulovaného calceinuvigadieno jako stdni hodnota intenzity
fluorescence. Prezentovana dattedstavuji pimérnou hodnotu ze it nezavislych rsteni se
standardni odchylkou. * oztiaje signifikantni zminu stedni hodnoty fluorescence calceinu mezi
buitkami K562/Dox a K562/HHT (P<0,05).
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Obr. 34: Porovnani intracelularnich koncentraciraplych I€iv u burek K562/Dox a K562/HHT.
Bunky byly inkubovany po dobu 5 hodin stiéem. Poté byly centrifugovanyigs silikonovy olej a
buréény sediment byl extrahovan. Koncentracé&va byla kvantifikovana pomoci HPLC/MS/MS.
Intracelularni koncentrace danéhgiV@ v buikach K562/Dox je znazoéna jako 100 %, u buk
K562/HHT jde o procentualni podil v porovnani s REBox. Prezentovana datarepstavuiji
pramérnou hodnotu zefit nezavislych réfeni se standardni odchylkou. tepdstavuje signifikantni
zmeénu intracelularni koncentrace danéhivé mezi butkami K562/Dox a K562/HHT.
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DalSi buiky, u kterych jsme naSli nesrovnalosti mezi expr@BiCB1l a
funkci, byly buky odvozené z K562/HHT-SH. Ty jsme ozila K562/HHT1,
K562/HHT2 a K562/HHT3. Mira exprese ABCB1 na Uropnoteinu byla nejtive
ovéiena metodou fitokové cytometrie (obr. 35).
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Obr. 35: Analyza exprese P-gp metodoitgkové cytometrie u buk se snizenou expresi P-gp
odvozenych z bufgné populace K562/HHT-SH. A) Typicky histogram. lgmtva kontrola (Sedy
pik), K562 (-), K562/HHT1 (-...-), K562/HHT2 (---)K562/HHT3 (-.-.) a K562/HHT (...).
B) Kvantitativni analyza exprese P-gp. Exprese Bygp kvantifikovana jako poén sttedni hodnoty
intenzity fluorescence UIC2-PE&i isotypové kontrole. Prezentovana datedstavuji pimeérnou
hodnotu zeit nezavislych réeni se standardni odchylkou. feplstavuje signifikantni zému exprese
P-gp v porovnani s linii K562 (P<0,05).

Funkce P-gp byla @b owetena pomoci akumulace calceinu (obr. 36)alBu
byly uspdadany v grafu podle vzestupné exprese ABCB1, kbgda nangrena
praitokovou cytometrii. U nami vyselektované sady dkunmtiZzeme pozorovat
s rostouci expresi ABCB1 snizujici se fluorescaradceinu. U bu&ného klonu
K562/HHT3 dochazi ovSem, v porovnani s klonem KB&2I2, k n&ekanému
narustu fluorescence. Vzhledem tomu, Z&qkovou cytometrii byla vysSi exprese
ABCB1 nangiena u klonu K562/HHTS3, akavali bychom u tohoto klonu nizsi
akumulaci calceinu. Vysledky nicm&mazn&uji, Ze skuténd exprese ABCB1
u klonu K562/HHT3 by mohla byt nizsi nez u klonuGsHHT2.
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Obr. 36: Analyza funkce P-gp pomoci calceinovéhstuteu bugk K562/HHT1, K562/HHT2,
K562/HHT3 a K562/HHT. Jako kontrola byly pouzity ity K562 bez nsiitelné exprese P-gp.
Mnozstvi akumulovaného calceinu je vyijiédo jako dedni hodnota intenzity fluorescence.nRy
byly inkubovany s 0,21M calceinem (Sedy sloupec) nebo @ calceinem a 0,LM ZSQ (bily
sloupec). Prezentovana dat@gstavuji pimérnou hodnotu zeftt nezavislych réfeni se standardni
odchylkou. * oznauje signifikantni zninu stedni hodnoty fluorescence calceinu mezikami K562
a buikami exprimujicimi 6zné mnozstvi P-gp (P<0,05). #edstavuje signifikantni zénu stedni
hodnoty fluorescence meziiikami K562/HHT2 a K562/HHT3 (P<0,05).

Na zaklad rozporuplné korelace mezi expresi P-gp, ktera Indagrena
praitokovou cytometrii, a funkci P-gp u hidmych klomi odvozenych z buik
K562/HHT-SH, byla provedena analyza exprese P-gdodo& western blot.
Na rozdil od pitokové cytometrie ukazala metoda western blot vggpresi P-gp u
buntk K562/HHT2 v porovnani s kikami K562/HHT3 (obr. 37). Vysledky ziskané
metodou western blot tak vice korespondovaly sdan&nalyzou.
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Obr. 37: Analyza exprese P-gp u BknK562/HHT1, K562/HHT2, K562/HHT3 a K562/HHT
metodou western blot. Refekgn protein p-aktin. A) Typicky vysledek. B) Rmérné
denzitometrické vyhodnoceni z# hezavislych experimeitse standardni odchylkou. ¥gastavuje
signifikantni zn¥nu exprese P-gp mezi tkami K562 a bitkami s iznou expresi P-gp (P<0,05). #
predstavuje signifikantni zému exprese P-gp meziithami K562/HHT2 a K562/HHT3 (P<0,05).
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Diskuze

Stanoveni exprese protéife dilezité v celérad oblasti. V pipadt ABCB1
je nezbytnd fesna detekce miry exprese jakinvvitro experimentech, tak i
u klinickych vzorki. V predchozi kapitole bylo nazéeno, Ze mira rezistence u
leukemickych buék zavisi na nie exprese ABCB1 (Kosztyu et al., 2013; Kosztyu
et al.,, 2014). Zvoleni vhodné metody je proto vetitieZité a niZze tak ovlivnit
piesnost dosazenych vyslédia jejich interpretaci. Na rozporuplnych vysledcich
tykajicich se #iznych aspekit P-gp je patrné, Ze doposud nebyl problém metodiky
stanoveni exprese ABCB1 uspokéjiwieSen.

Ackoliv byla jiz diive metodicka otazk&esSena (Beck et al., 1996; Huet et al.,
2005), stale se opakuje problém, ktery dle naSétzom pispiva k rozporuplnym
vysledkim. Tim je giliSné zjednoduSeni hodnoceni exprese ABCBl1 a jeho
piispivku k pozorované rezistenci u nadorovych d&unV literature se objevuje
mnozstvi praci s jednoduchou korelaci mezi expMBIB1 (jak na arovni mRNA,
tak proteinu) a rezistenci (nebo klinickym vysleaRejak u hematologickych
malignit, tak také u solidnich nado¢Zéchbauer et al., 1997; Kakihara et al., 1999;
Baytekin et al., 2011).

Casto pouzivanou metodou &ani expreseABCBL1 je jak v in vitro
experimentech, tak i u klinickych vzarkgPCR, ktera f@dstavuje velmi citlivou
techniku pro nmiteni expreséABCB1 na urovni mRNA. Problémem metody je, ze
ndm mnoZzstvi mMRNA genABCB1 neposkytuje dostataé informace o mnoZstvi
proteinu a jeho funkci. V naSi praci jsme ukazadi, builky K562 exprimuji velké
mnozstvi MRNA genlABCB1v porovnani s hitkami U937 nebo HL-60 (obr. 27).
Pfi pouziti zjednoduSenéhotiptupu by se dalatedpokladat zvySena exprese
proteinu u budk K562. Nicmé®, na urovni proteinu jsme nepozorovali zvySenou
expresi ABCB1, coZz ovSem tthe souviset s kvalitou protilatky. Ani transportni
funkce u busk K562 se neliSila od zbyvajicich dvou linii (ol#8 a obr. 29).
Problémem metody gqPCR je jeji velka citlivostid@me pak naléztifpady, kdy
neni na drovni proteinu ani funkce pozorovan rqzpiésto Ize na drovni mRNA
detekovat signifikantni zému.

Dals$im pikladem nf@ize byt porovnani exprese gerABCB1 u burek
K562/Dox a K562/HHT. Bilky K562/Dox exprimuji ¥tSi mnozstvi mRNA
genuABCB1 (obr. 30). Funkce P-gp je ovSem vySSi unddu K562/HHT.
Vysvétlenim by mohla byt regulace exprese gekiBCB1 Bylo pozorovano, ze
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expreseABCBL1 je regulovana ve dvou o&lénych krocich - mRNA stabilizaci a
iniciaci translace (Yague at al., 2003). Rozdilrarese na urovni mRNA nemusi
nutre odrazet rozdil na arovni proteinu (Grandjean gt2001). Stanovovat expresi
ABCB1 podle mnozstvi mMRNA genrdBCB1muze byt zavagici bez pouziti dalsi
metody.

Vzhledem k vySe popsanym problé&m stanoveni expres®BCB1na urovni
MRNA se zajima¥ jevi pouziti monoklonalnich protilatek k éieni exprese na
arovni proteinu metodami western blot,afmkové cytometrie, imunocytochemie
nebo imunohistochemie. Rokova cytometrie je citlivou a jednoduchou meto#eu
stanoveni exprese P-gp u hematologickych maliddat.trhu je dostupné mnoZstvi
protilatek proti P-gp (MRK16, MRK17, C219, JSB-1654F, UIC2, F4 a dalsi;
Okochi et al., 1997). V nasi praci jsme pouzili tpddku UIC2 konjugovanou s
fykoerythrinem (UIC2-PE) rozpoznavajici extracetniaepitop proteinu. Ukazali
jsme, Ze nireni vysokych (obr. 32) aisdnich (obr. 35) expresi P-gp nemusi vzdy
odpovidat funkci proteinu a e byt tedy zavagici odvozovat vliv exprese P-gp
nantiené pouze mtokovou cytometrii na rezistenci. Nevyhodou prokya
UIC2-PE je, Ze jeji vazba na protein je oviima konformaci P-gp (Mechetner et al.,
1997). Ani dalSi protiladtky ovSem nejsou idealnbuBiti protilatky MRK16 pi
piedpowdi rezistence bylo meén spolehlivé nez funini analyza pomoci
rhodaminu 123 (Pallis a Das-Gupta, 2005). Pro@at8B1 zase kra¥rP-gp reaguje
s pyruvat karboxylasou (Rao et al., 1995).

Na vySe zmignych gikladech jsme demonstrovali, Ze metodatgkove
cytometrie neni vzdy zcela spolehliva. Spoleffiv metodou se nam zdala byt
v naSem fipact metoda western blot za pouziti protilatky Fé&kaiv sama o sabje
vzorki nechceme navrhovat, Ze metoda western blot jde®ji]Si.

NaSe vysledky nazigji, Ze pouziti jen jedné metody pro stanoveni eser
ABCB1, & jiz na arovni proteinu nebo mRNA, nemusi vZzdyrohodré odrazet
funkci transportéru ani v dédé definovanémn vitro systému. Proto je vhodsi
miru exprese ABCBL jak W vitro podminkéch, tak i v klinickych experimentech
stanovovat komplexiji, hlavné na Grovni proteinu, eventudln na Urovni mRNA.
Vedle toho je nezbytné ¢kt funkci proteinu pouzitim specifické fluorescen

sondy a/nebo realnéhcatiea.
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6.3. Inhibice ABCB1 vybranymi tyrosin kinasovymi inhibit ory

Nizkomolekularni inhibitory tyrosinovych kinaggalstavuji zajimavou skupinu
slowenin, jejiz fada ¢leni ma schopnost interagovat s ABC transportéry,i.nap
ABCB1 nebo ABCG2 (Shukla et al., 2012). ImatinibdalSi TKI dokazaly p
zvysujici se koncentraci stimulovat ATPasovou aktiv-gp, ktery byl exprimovan
vizolovanych hmyzich buwdnych membranach. Aktivita P-gp je fapena
s transportem substtatP¥i vysokych koncentracich TKI ale dochazelo k inbibi
aktivity P-gp (Hegedus et al., 2002). Vzhledemrkl& substratové specHitP-gp
neni gekvapujici, Ze mnoho TKI patmezi substraty P-gp (Ozvegy-Laczka et al.,
2005). Dalsi prace nicmérukéazaly, Zze TKI jsou také schopny inhibovat funkci
P-gp. Imatinib p koncentraci 2,.uM dokazal zvrétit rezistenci btk epidermalniho
karcinomu se zvySenou expresi P-gp na vincristpaclitaxel, ale ne na adriamycin.
Imatinib inhiboval transport vincristinu, ale u &inycinu podobnou schopnost
nentl (Mukai et al., 2003). Také Hamada a spolupraccivokazali, Ze imatinib
inhibuje transportni funkci P-gp (Hamada et alQ20 Z vySe uvedenych praci neni
ziejmé, zda je imatinib schopen skir& inhibovat funkci P-gp nebo jde pouze o
kompetici s jeho substratem. Bylo ra@én ukdzano, Ze se imatinib vaze do
substrat-vazajici kapsy P-gp, nikoliv do ATP-vazsimmista (Shukla et al., 2008).
Zda se, Zze o tom, zda se imatinib chova jako satbsebo inhibitor, rozhoduje jeho
koncentrace. i nizSich koncentracichipobi jako substratfpvySSich jako inhibitor
(Dohse et al., 2010).

Podobna situace jako u imatinibu panuje také utinilmi. Na nebu&ném
systému bylo ukazano, Ze setstnjici koncentraci nilotinibu dochazi ke stimulaci
ATPasové aktivity P-gp exprimovaném v izolovanycimyich bugénych
membranach. Nilotinib v koncentraciyM a vySe z#&ina ATPasovou aktivitu P-gp
inhibovat (Hegedus et al., 2009). Bylo ukazanoniketinib pii 2,5 uM koncentraci
signifikantre inhiboval transportni funkci P-gp a dokazal zwr&ézistenci buék
epidermalniho karcinomu se zvy3enou expresi P-gpotzhicin, paclitaxel nebo
vinblastin (Tiwari et al., 2009). Stgjnjako imatinib se i nilotinib vaze do
substrat-vazajici kapsy P-gp (Shukla et al., 20Byo ukadzano, Ze ip nizSich
koncentracich se nilotinib chova jako substrat, yySSich jako inhibitor P-gp
(Hegedus et al., 2009; Dohse et al., 2010).
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Také u mnoha dalSich TKI bylo ukazano, Ze mohoubmtat funkci P-gp.
Jako piklad miZzeme uvést gefitinib nebo erlotinib, inhibitory ERF které
inhibovaly funkci P-gp a zvysily citlivost rezistimich nadorovych buk se
zvySenou expresi P-gp na topotecan, paclitaxethkah nebo vinblastin (Kitazaki
et al., 2005; Yang et al., 2005; Shi et al., 2007).

V prvni fazi jsme cldi ovétit schopnost imatinibu a nilotinibu inhibovat
transportni funkci P-gp a stanovit jejich extrat&inoi koncentrace, ip kterych
inhibuji P-gp. Ktomu jsme vyuZili rezistentni gnou linii K562/Dox s velmi
vysokou expresi P-gp a &burgcné linie se snizenou expresi P-gp - K562/DoxDR2
a K562/DoxDR3. Jako kontrola byla pouzita linie R56ez nétitelné exprese P-gp.
VSechny buaéné linie byly inkubovany s calceinem AM aznymi koncentracemi
imatinibu a nilotinibu nebo bez nich. Mira inhibi€egp imatinibem a nilotinibem
byla srovnavdna s dma klasickymi inhibitory P-gp - cyklosporinem A a
zosuquidarem.

Nebylo gekvapenim, Ze se zvySujici se koncentraci imatimitnilotinibu
dochazelo ke zvySovani intracelularni akumulaceetal, coZz bylo r¥eno jako
nérust fluorescence. Aplikace 3-1® imatinibu vedla u vSech testovanych Bkin
k signifikantni inhibici transportu (obr. 38A). Uiletinibu vedla jiz 1-3 uM
jsme zjistili, Ze aplikace jiz 0,341M nilotinibu vedla u budk s nejnizsi expresi P-gp
K562/DoxDR2 k narustu akumulace calceinu na hodn®®90 % v porovnani
s kontrolnimi biitkami K562 (obr. 38B). # inhibici imatinibem doSlo k podobnému
efektu az p 10 uM koncentraci (obr. 38A). Aplikace ;8M nilotinibu vedla dokonce
i u burek K562/Dox s nejvySsSi expresi P-gp k narustu imhaérni akumulace
calceinu ténd na Urové pozorovanou u kontrolni linie K562 (obr. 38B). Naip
tomu u stejnych butk dosahovala intracelularni akumulace calceinu 50 %
v porovnani s hitkami K562 po aplikaci 1@M imatinibu (obr. 38A). Nilotinib se

Klasické inhibitory P-gp cyklosporin A a zosuquidayly schopny
nejvyssi koncentraci (pM, resp. 0,1uM) inhibovat transportni funkci P-gp tak, Ze

akumualce calceinu dosahovala &m00 % v porovnani s linii K562 (obr. 38C, D).
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Obr. 38.: Analyza vlivu imatinibu a nilotinibu natracelularni akumulaci calceinu u rezistentnich
linii. Srovnani s klasickymi inhibitory P-gp. Bky K562/DoxDR2, K562/DoxDR3 a K562/Dox
se zvySujici se expresi P-gp. Jako kontroldiklpibyla pouzita linie K562 bez #titelné exprese P-gp.
Buiiky byly inkubovany po dobu 20 minutfip37°C s 0,2uM calceinem AM a siznymi
koncentracemi inhibitoru P-gp. Poté byla &eana fluorescence. 100 % odpovidéedhi hodnat
intenzity fluorescence calceinu akumulovaného wkidoh K562 bez aplikace inhibitoru P-gp.
A) Imatinib. B) Nilotinib. C) Cyklosporin A. D) Zagjuidar. Prezentovana datare@stavuiji
pramérnou hodnotu zeft nezavislych réfeni se standardni odchylkou.

Dale jsme se pokusili zjistit, jak aplikace imalini a nilotinibu ovliviuje
transport daunorubicinu, ktery byl pouzit jako ,d@bsubstrat P-gp a referemi
lécivo.

Aplikace 3-10uM imatinibu vedla u bugk s nejnizsi expresi P-gp k narustu
intracelularni akumulace daunorubicinu pouze navaeiro50 % nalezenou
u burek K562. U burk K562/Dox s nejvysSi expresi to bylo dokonce poB@aéhb
(obr. 39A). Naproti tomu aplikace 1t nilotinibu vedla u vSech rezistentnich
burgk k signifikantni inhibici transportu daunorubicintAplikace jiz 1-3uM
nilotinibu vedla u bugk K562/DoxDR2 s nejnizSi expresi P-gp k narustu
intracelularni akumulace daunorubicinu na GUro88 % v porovnani s intracelularni
akumulaci u bukk K562. Ri aplikaci 3-5uM nilotinibu doslo u vSech testovanych
burék k narustu intracelularni akumulace daunorubicitémeét na Urové
pozorovanou u butk K562 (obr. 39B). Nilotinib se afp ukazal jako lepSi inhibitor
P-gp nez imatinib, ktery byl t&fine&inny.

Cyklosporin A dokéazal ifp koncentraci 3-1uM koncentraci zcela inhibovat
transportni funkci P-gp u vSech testovanych du(obr. 39C). Cyklosporin A je
ovSem pi této koncentraci cytotoxicky m vitro podminkach (data neuvedena).
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Aplikace 0,03-0,3 uM zosuquidaru vedlo k narustu intracelularni akuamal
daunorubicinu na arowe70-80 % v porovnani s intracelularni koncentradépenou

v kontrolnich bukach K562 (obr. 39D). Zosuquidar ale nefii @inné koncentraci

cytotoxicky.
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Obr. 39: Analyza vlivu imatinibu a nilotinibu natiacelularni akumulaci daunorubicinu rezistentnich
burgk. Buiky K562/DoxDR2, K562/DoxDR3, K562/Dox. Srovnani lagickymi inhibitory P-gp.
Jako kontrolni biiky byla pouzita bu¥na linie K562 bez ®fitelné exprese P-gp. Blky byly
inkubovany po dobu 4 hodin s 08 DNR a tiznymi koncentracemi inhibitoru P-gp, poté byla
zmetena fluorescence. A) Imatinib. B) Nilotinib. C) Ggkporin A. D) Zosuquidar. Prezentovana data
piedstavuji pimérnou hodnotu zeft nezavislych réteni se standardni odchylkou.

Zajimavym zjisénim bylo, Ze dinnost inhibice transportu byla zavisla na
expresi P-gp. Se zvysujici se expresi P-gp dooh&zeebniZzovani g&innosti inhibice
transportu. To bylo pozorovano v rozdilech intraZehi akumulace substratu P-gp
u burgk s odliSnou expresi P-gp (obr. 38 a obr. 39).

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené experimenty reaikazda imatinib a
nilotinib inhibuji transport P-gp kompetici nebodbgtkem substratu, pokusili jsme

se zjistit, zda jsou imatinib a nilotinib schopnyt@nhibice P-gp, tzn., zda dokazi
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inhibovat transport P-gp nadbytkem substratu. Ar@algli jsme extrakty buik,
které byly inkubovany siznymi koncentracemi imatinibu a nilotinibu. Primédata
ukazuji, Ze citlivé biky K562 vykazovaly vyssi intracelularni obsah olddd nez
rezistentni bikky K562/Dox. Se zvySujici se extracelularni koncaeit jak
imatinibu, tak nilotinibu dochazelo také ke zvySowvgejich intracelularniho obsahu

u obou linii (obr. 40).
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Obr. 40: Porovnani intracelularnich koncentracitinilau a nilotinibu u budk K562 a K562/Dox.
Buiky byly inkubovany siznymi koncentracemi imatinibu a nilotinibu po dobthodin i 37°C.
Poté byly centrifugovany ips silikonovy olej a buftny sediment byl extrahovan. Intracelularni
obsah byl kvantifikovan pomoci HPLC/MS/MS. A) Imahb. B) Nilotinib. Prezentovana data
piedstavuji pimérnou hodnotu zeft nezavislych réteni se standardni odchylkou.

Z primarnich dat (obr. 40) jsme stanovili poymntracelularnino obsahu
imatinibu v buitkach K562 ku bitkdm K562/Dox (obr. 41). Stejrjsme postupovali i

v piipad nilotinibu. Zjistili jsme, Ze se vastajici extracelularni koncentraci
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imatinibu se nezmil signifikantré pomer jeho intracelularnihno obsahu mezi
bunkami K562 a K562/Dox (obr. 41A). Na druhou stramotmib jiz pfi koncentraci

3 uM byl schopen signifikanthzmensit pongr svého intracelularniho obsahu mezi
buinkami K562 a K562/Dox (obr. 41B).
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Obr. 41: Analyza vlivu imatinibu a nilotinibu naatrsport P-gp. Biky K562 a K562/Dox byly
inkubovany po dobu 5 hodin s rostoucimi koncentracenatinibu (A) a nilotinibu (B). Poté byly
centrifugovany pes silikonovy olej a busgny sediment byl extrahovan. Intracelularni obsafivéé
byl kvantifikovan pomoci HPLC/MS/MS. Do grafu bylaynesena zavislost extracelularni
koncentrace kBva na pordru intracelularniho obsahu diga mezi buikami K562 a K562/Dox.
Prezentovana datdqustavuji pimérnou hodnotu zet nezavislych réeni se standardni odchylkou.
* predstavuje signifikantni zénu v pongru intracelularnich obsahléciva mezi buikami K562 a
K562/Dox.
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Z odvozenych dat (obr. 41) seubeme pokusit vyvodit, zda imatinib a
nilotinib pasobi jako kompetitivni inhibitory nebo inhibuji trisport P-gp nadbytkem
substratu. Aplikace nilotinibu vedla se zvySujiei extracelularni koncentraci ke
snizovani por&ru mezi intracelularnim obsahem nilotinibu wikach K562 a
K562/Dox. Tento porér se limitre blizil hodnot jedna. Dochézelo tudiz k inhibici
transportu nadbytkem substratuni¢me se tedy domnivat, Ze nilotinibize na
jednu stranu jsobit jako kompetitivni inhibitor. Na druhou strajsme také ukazali
jeho schopnost inhibovat transport P-gp nadbytkebstsatu. U imatinibu nevedla
zvySujici se extracelularni koncentrace keémmpomneru jeho intracelularniho
obsahu mezi hikami K562 a K562/Dox. Nedochézelo tedy k inhibiartsportu
nadbytkem substratu. Z vysledkpiedchozich experimeintmiZzeme usuzovat, Ze

imatinib je pouze slabym kompetitivnim inhibitorem.

Zjisténi, ze @innost inhibice P-gp zavisi na jeho expresi, nm§o tuto
skute&nost dale prozkoumat. aRPodnim gFedpokladem bylo, Ze u daného
experimentu aplikujeme nadbytek inhibitoru nadtpmn molekul P-gp. Vzhledem
k vySe zmigné neobvyklosti, jsme se pokusili odhadnoutgtomolekul P-gp na
povrchu bugk K562/Dox a K562/HHT. K tomu jsme vyuZili purifik@ny protein
P-gp (laskav poskytnut prof. Y. Kimurou, Kyoto University, Japgko) o zname
koncentraci.

Pri semikvantitativnim odhadu ptu molekul P-gp byla vyuZita metoda
western blot. Vychazeli jsme ze dvotedpokladi: 1) Extrakce P-gp z béhk probiha
se stejnou &innosti napi¢ raznymi burgcnymi liniemi s rozdilnou expresi P-gp.
2) Weinnost fFenosu proteitn na membranuipwestern blotu je stejna bez ohledu na
mnozstvi P-gp.

Odhad potu molekul P-gp v biice byl proveden podle nasledujicihockli
Lyzovano bylo 5x10 bunsk, ¢imZ bylo ziskano cca 220 proteinového extraktu
o koncentraci celkovych protdirb ug/ul. Pii elektroforéze bylo aplikovano 2ag
proteini na jamku, coZ odpovid4iplizng 110x1G buikam. Podle kalibrni kiivky
bylo sp@&ftano mnoZstvi P-gpijpadajici na 110x10burtk. Pro buiky K562/Dox
bylo mnozstvi P-gp sg@itano na cca 120 ng a profby K562/HHT na cca 190 ng
(obr. 42). Nasledhbyla hmotnost P-gpippcitana na péet molekul v jedné hice.

U bunsk K562/Dox byl pget molekul P-gp 3,8xf0a u bugtk K562/HHT 6,0x16
(tab. 7).
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Podle tlougky plazmatické membrany jsme odhadli hustotu P-gpavrchu
bunky K562/Dox. Ri piredpokladu, ze poloén buiky je cca 9,58um a tlouska
plazmatické membrany je cca 10 nm, pak objem plézk&a membrany je
cca 11,5x18°%. Odsud niZeme odvodit koncentraci P-gp na povrchu dsun
K562/Dox ha cca 55(0M. Podobri jsme postupovali i vifjpads burgk K562/HHT.
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Obr. 42: Kvantifikace P-gp metodou western blobdbhadu mnozstvi P-gp na povrchu rezistentnich
burgk K562/Dox a K562/HHT jsme pouZzili purifikovany gesn P-gp.

Tab. 7: Odhad mnozstvi P-gp v jednédei

Lokalni koncentrace

Hrnotnast P-gp (ng) Focet malekul/1 b. Papd1 b (uhd)

Bunécéna linie

KEE2/D0y 124 +105 3E=106+ 32 =105 550
KEE2ZHHT 196 £ 17 7 B 0=106 + 5 0=105 870
Diskuze

Imatinib a nilotinib jsou TKI Usgsné pouzivané k l&bé CML. Zahy po jejich
uvedeni do klinické praxe se nicnééobjevily prvni gipady pacierni rezistentnich
na tato d¥ Iéciva. Jednim z mechanisimezistence jak na imatinib, tak nilotinib je
zvySena exprese ABCB1 na povrchu nadorovyckek@iahon et al., 2004; Mahon
et al., 2008). Vyskytla se ovSem také praidha tvrzeni, Ze imatinib a nilotinib
nejsou transportovany ABCB1, a Ze zvySena exprédB€EBY proto neni ficinou
rezistence (Ferrao et al., 2003; Zong et al., 20Q&vjes et al., 2009; Hegedus et al.,
2009).

Imatinib a nilotinib mohou plnit roli jak substtéttak i inhibitofi nékterych
ABC transportét. Fxi nizSich koncentracich jsou oba TKI substraty PgiipvysSich
koncentracich maji na druhou stranu schopnost aviaibfunkci P-gp (Dohse et al.,
2010). Bylo ukazano, ze kranABCB1 inhibuje nilotinib navic i transportér ABCG2
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(Tiwari et al., 2009; Hegedus et al., 2009). Tak&ATKI inhibuji jak P-gp, tak i
ABCG2 (Shukla et al., 2012). Podlgkterych autoit by TKI proto mohly slouZzit
v klinické praxi jako modulatory funkce ABC trans@ia a mohly by tak zlepSit
acinnost chemoterapie u rezistentnich nadse zvySenou expresi ABC transpaitér
Studie jiz ukazaly, Ze kombinace nilotinibu se dednimi chemoterapeutiky, ktera
jsou substraty P-gp, ie zvysit protinadorovy efekt (Villar et al., 201Piwari et
al., 2013). Podohlinbyl testovan také imatinib (Sims et al., 2013; @aal., 2006).

V nasi praci jsme potvrdili schopnost imatinibuaibtinibu inhibovat funkci

viv s

vvvvvv

calceinu, ktery je fluorescéni sonda pouzivana proéheni funkce P-gp, jiz od

koncentrace 0,3-LM. Imatinib dosahoval srovnatelné inhibice az ochdentrace

3-10 uM (obr. 38). V gipackt inhibice transportu daunorubicinu, ktery byl pduZi
P-gp dokéazal i koncentraci 10uM mirn¢, ale signifikant® inhibovat transport

daunorubicinu. Nilotinib inhiboval transport daunbicinu i burk s nejvyssi

expresi P-gp jiZz i koncentraci 1M (obr. 39).

Rozdilnd dinnost inhibice transportu P-gpizanych substrdt imatinibem
muze souviset s vazbou imatinibu na P-gp. Bylo ukézae pi inhibici Bcr-Abl se
imatinib vaze do ATP-vazebného mista (Schindlerlet 2000), u P-gp jde ale
o vazbu do substrat-vazajici kapsy (Shukla et2808). Zda se, Zze P-gp obsahuje
vice vazebnych mist pro své substraty (Shapirong,1998; Shapiro et al., 1999;
Martin et al., 2000). Bzné substraty jsou navic transportovargkatika cestami
rhodaminu 123 v koncentraci do @M, zatimco transport BODIPY-prasozinu
ovlivnén nebyl (Dohse et al., 2010), coz potvrzuje uvalwoe vazebnych mistech a
transportnich cestach pro substratiZz@me tudiZz spekulovat, Zéi pnhibici jiného
lé¢iva nez daunorubicinu by imatinib mohl bytigngjsi.

Otazkou #astava, zda koncentrace imatinibu a nilotinibu kterych je
transportni funkce P-gp inhibovana, jsou pouZitelndinické praxi kwili jejich
obecné cytotoxicit Bylo ukdzano, Ze se koncentrace imatinibu v ptapacient
s CML pohybuje v rozmezi 0,3-5B8M, pramér u pacieni s kompletni molekularni
odpowdi uzivajici 600 mg imatinibu de&rbyl 2,7 uM (Picard et al., 2007). Mezi

pacienty se v3ak vyskytuje nezanedbatébt, ktera je &i imatinibu intolerantni.
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U nilotinibu byla koncentrace v plazm,7-3,6 uM u pacienti uZivajicich dvaktrat
denrg 400 mg (Jabbour et al., 2008)1&kme se tedy domnivat, Ze pouziti imatinibu
jako inhibitoru P-gp by bylo v klinické praxi neteq, vzhledem k tomu, Ze aniip
10 uM koncentraci, ktera vysoceéqvySuje jeho koncentraci v plazrpacient, neni
schopen vyznaninhibovat funkci P-gp (obr. 39A). Naproti tomu piti nilotinibu
jako inhibitoru P-gp je red#si, jelikoz jiz pi 1-3 uM koncentraci signifikanth
inhibuje transportni funkci P-gp i u btk s velmi vysokou expresi P-gp, ktera je
v klinickych vzorcich &ko nangtitelna (obr. 38B a 39B).

Zajimavou skutgnosti také je, Ze dnnost inhibitofi P-gp se liSila
v zavislosti na nie exprese P-gp, coz bylo pozorovano jie (Piwnica-Worms et
al., 1993). U bu&k s nizSi expresi P-gp byl&ianost inhibitoru vyssi nez u bé
které exprimovaly #Si mnozstvi P-gp. To jsme pozorovali na intracetul
akumulaci jak calceinu, tak i daunorubicinu (ol8.8839).

Pt inhibi¢nich experimentech jsme vychazeli ¥eqpokladu, Ze mnoZstvi
inhibitoru bylo v nadbytku nad mnozstvim P-gp. UkidaZsme ovSem, Zedinnost
inhibice byla zavisla na aktivit P-gp, resp. jeho expresi. Jednou z moZnosti,
jak vyswtlit toto atypické chovani, je, Ze lokalni koncexte P-gp je velmi vysoka a
je srovnateln& s koncentraci inhibitoru. Proto jsmeokusili odhadnout koncentraci
P-gp na povrchu rezistentnich BkrikK562/Dox a K562/HHT.

Zjistili jsme, Ze pdet molekul P-gp fipadajicich na jednu rezistentniriu
se pohyboval ¥adu rtkolika mélo miliori. Distribuce P-gp neni ale v tce
rovnonerna. \EtSina se nachazi na povrchu nky (Kartner et al., 1983).
Koncentrace P-gp na povrchu BnK562/Dox byla vypeitana na cca 55QM
(tab. 7). Koncentrace inhibitbrpii experimentech se ovSem pohybovaly v rozmezi
0,1-10uM. Jsme si vSak &domi, Ze distribuce inhibitoru nemusi byt v roztoku
homogenni. Lokalni koncentrace inhibitoru v okolgf® a v membrah maze byt
mnohonasobf vysSi. VySe uvedené vysledky tak mohou byt ¥glemim nami
pozorované anomalie.

NasSe prace ukazala, Ze inhibice P-gp je zavisljeha expresi. U buik
s vySSi expresi ABCB1 byla inhbice mdéidcinna nez u buk s nizSi expresi
ABCBL1. Proto se zda byt velmiukbzité, @i testovani novych inhibitér P-gp,
provadit experimentyin vitro na buikach, jejichz exprese ABCB1 odpovida expresi
nachazené u klinickych vzakrk Navic jsme potvrdili schopnost nilotinibu a

imatinibu inhibovat transportni funkci P-gp. Niloth se ukézal jako vyrazn
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viv s

inhibuje funkci P-gp, se jeho pouZiti v klinickéagr jevi redlg. Na druhou stranu

pouziti imatinibu jako inhibitoru P-gp v klinické&axi mizeme vylodit.

-112 -



7. Shrnuti

Dizertani prace se zabyva problematikou exprese P-glykejmo
a rezistence na vybran&iia u leukemickych busk.

TKI jsou latky, které se dostavaji do klinické yeajako velmi specificka
a @innd I&iva proti fade nddorovych onemoe¢ni. Imatinib a nilotinib jsou TKI
pouzivané k l&¢ CML. Zahy po jejich uvedeni do klinické praxe dgjavila ¢ast
pacienti, ktefi se v ptibéhu I&by stali rezistentni na tyto TKI. Rezistencéza byt
zpiusobenaradou mechanistn Tim prvnim je zvySena exprese geBCR-ABL1
ktery je charakteristicky pro CML, nebo mutace pmoti Bcr-Abl. Jednim
Z moznych mechanisinrezistence, které nesouviseji s Bcr-Abl, je zvgSerprese
ABCBL. V literatde nicmég nepanuje shoda v otazce, zda P-gp zpedevava
rezistenci na TKI. Mn vitro experimentech se¢t8ina autoll shodne na tom, Ze
zvySena exprese ABCB1 se podili na vzniku rezigemdi TKI. V in vivo
podminkach je ovSem situace velmi nejasna. Vzhle@teweporuplnosti daného
problému jsme se také zabyvali expresi ABCB1 a jgligpivkem k pozorované
rezistenci.

V nasi praci jsme ukazali, Ze schopnost P-gp zimdkbvat rezistenci i
TKI zavisi na jeho expresi. U bk se sniZujici se expresi ABCB1 dochézelo
ke zvySovani intracelularni koncentrace imatinibuilatinibu. Zarové se buiky se
shiZujici se expresi ABCB1 stavaly ntéezistentni. Zjistili jsme, Ze liley s velmi
nizkou expresi ABCB1 byly na imatinib a nilotinilbepe citlivé jako kontrolni
buinky bez ngftitelné exprese ABCB1. Tyto blky s velmi nizkou expresi ABCB1
byly ovSem signifikant rezistentni na daunorubicin v  porovnani
s citlivymi bunkami bez ndtitelné exprese ABCBL.

Nase vysledky nazigji, Ze rozporuplné vysledky publikované v litetatu
mohou byt zpsobeny pouzitim buk s mtiznou expresi ABCB1. Ukazali jsme,
Ze buiky s vysokou expresi ABCB1 vykazuji rezistendicivtestovanym TKI.
Na druhou stranu, ubgk svelmi nizkou expresi ABCB1l nebyla rezistence
pozorovana. Jelikoz wieme u klinickych vzornk ocekavat spiSe nizSi expresi
ABCBL1, je podle nasidezité pouzivat i \in vitro systému fi testovani pispivku
ABCBL1 ke vzniku rezistence bly s nizsi expresi ABCBL1.

Ackoliv je spravné stanoveni miry expreS&CBLl jak vin vitro, tak i

vin vivo podminkach nezby#hnutné k posouzenifigpivku ABCB1 k rezistenci
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(nebo klinickému vysledku), nepanuje shoda v otaiak miru expreseéABCB1
hodnotit. Rizné wdecké skupiny pouzivaji rozdilné metody. Podle tigum ¢asto
vysledky proticidné. Z naSich i dalSich publikovanych vyslédikyplyva,

Ze k rozporuplnym vysledkn prispiva giliSné zjednoduSeni hodnoceni exprese
ABCBL1 a jeho pispsvku k pozorované rezistenci u nadorovychdun

Proto jsme porovnali nagkolika burécnych liniich d¥ metody vSeobeen
pouzivané ke stanoveni miry expreBBCB1 a studovali jsme, do jaké miry
nantiena expres@BCB1odrazi funkci. Nase vysledky nazuog, Ze pouziti jediné
metody, jak s&asto @je, k hodnoceni miry expregeBCB1neni #iliS spolehlivé.
Metoda gqPCR je velmi citlivou metodou posuzujiclatigni mnozstvi mRNA.
Ukazali jsme nicmé&¥ Ze signifikantni zna v expresi gentABCB1 na arovni
MRNA, nemusi nuthznamenat z&nmu na arovni proteinu a jeho funkce. Problém
metody spoiva v tom, Ze poskytuje informace pouze o mRNA.

DalSi mozZnosti je pouziti protilatek ke stanovenirymexprese ABCB1
na arovni proteinu metodou jiokové cytometrie. Akoliv byla metoda pitokové
cytometrie pouzita v ddb definovanémn vitro systému, nebyla vzdy spolehliva.
Ne vzdy namfena exprese odpovidala funkci. Pro srovnani jsmeipanetodu
western blot, kterou jsme ziskaligsrejSi vysledky exprese ABCBI1, ktera by
odpovidala také funkci. Nechceme nicradnrdit, Ze jde o metodu nejided|ai.
Nevyhodou metody je jeji pracnoggsova narénost a rejme obtizna pouzitelnost u
Klinickych vzorki.

Z naSich vysledk vyplyva, Ze stanoveni miry exprese ABCBL1 jaik witro,
tak vin vivo podminkach je nutno provéidkomplexr¢, tzn. zejména na udrovni
proteinu. Samazjmosti by ndlo byt owieni funkce proteinu fluorescé&m sondou
nebo realnym lévem.

V literature se vyskytuji prace o tom, Ze by bylo mozné poundtinib
a nilotinib jako modulétory P-ggimz by se zlepSila &ba rezistentnich nadorse
zvySenou expresi ABC transpofiérUkazali jsme, Ze imatinib je n&anym
inhibitorem P-gp, zatimco nilotinib se jevil jakogidny inhibitor srovnatelny
s klasickymi inhibitory P-gp. NMZeme se domnivat, Ze pouZiti nilotinibu jako
inhibitoru P-gp by v klinické praxi mohlo byt reénvzhledem k jeho ainnym
koncentracim, které jsou srovnatelné sjeho komaentv plaznd pacient.
Na druhou stranu pouziti imatinibu se nam, vzhlet#tgeho vysokym koncentracim,
pii kterych &inn¢ inhibuje P-gp, jevi velmi nereain
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Zjistili jsme, ze inhibice P-gp je zavisla na jebmpresi. U buék s vysSi
expresi ABCB1 byla &innost inhibitoru nizsi nez u bek s niZSi expresi ABCBL1.
Pro tento negekavany jev by jako jedno z moznych v§deni mohla byt vysoka
lokalni koncentrace P-gp na povrchu rezistentnichély ktera pevySovala

koncentraci inhibitoru v roztoku.
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8. Summary

The aim of this Ph.D. thesis was to study expressioP-glycoprotein and
resistance to various anticancer drugs in leukemilia.

TKI are compounds that are introduced into clihmactice as very specific
and effective drugs against many cancer diseaseinib and nilotinib are TKls
used for the treatment of chronic myelogenous leu&e However, some patients
may develop a resistance to these drugs duringhtrapy. The resistance may be
caused by several mechanisms. One of them consisiacreased expression
of BCR-ABL1gene, which is typical for chronic myelogenouskkmia, or mutations
of Bcr-Abl protein. One of the possible Bcr-Abl-egkendent mechanisms is
increased expression of P-gp. However, there isoraraversy in the literature,
whether P-gp mediates resistance to TKIs. In ithesitro system, consensus is
generally reached with respect to contribution @fpPto the resistance. On the other
site, the situation in then vivo conditions is much more inconsistent. Due to the
contradictions of this issue, we have addressedjtlestion of P-gp expression and
its contribution to the resistance.

In our study, we have shown that the ability aj’to mediate resistance to
TKIs strongly depends on its expression level. €als with decreasing ABCB1
expression accumulated higher amount of imatinith atotinib and they became
more sensitive to these drugs. Our study has demaded that the cells with very
low ABCB1 expression were as sensitive to imatamid nilotinib as the control cells
without measurable ABCB1 expression. However, thiés avith very low ABCB1
expression were significantly resistant to daunmiob in comparison to the
sensitive cells.

Our results suggest that contradictory resultsiphet! in literature could be
caused by use of cells with various ABCB1 expreassi®Ve have shown that cells
with very high ABCB1 expression exhibited signifitaesistance to TKIs. On the
other site, cells with very low ABCB1 expressiorhiited no resistance. Because
we can expect low P-gp expression in clinical saspive suggest using the cells
with low ABCB1 expression im vitro system to test the contribution of ABCB1 to
resistance to various drugs.

The precise assessment of ABCB1 expression leveltro andin vivo is

necessary for evaluation of the contribution of ABCto the resistance (or clinical
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outcome). However, there is no consensus aboutauethow to assess ABCB1
expression. Different research groups apply varicusthods leading into
contradictory results. We suppose that contradict@sults may be the result
of oversimplification of the evaluation of ABCB1l mression level and its
contribution to the resistance in cancer cells.

We have compared two generally employed methods assess
ABCBLI1 expression level on different cell lines amtuidied how its results
correspond to the function. Our results suggedtuba of a single method to assess
ABCBL1 expression is not reliable. Quantitative PiSRa very sensitive method for
evaluation of relative amount of mMRNA. We have dastmted that significant
change iMABCB1gene expression at mRNA level does not have teatethange at
protein level orits function. The limitation of ish method is that it provides
information only about mRNA but not about the prnote

Another possibity how to assess ABCB1 expresstaheprotein level is to
use antibodies for flow cytometry method. Althoutgw cytometry is used in well
definedin vitro system, it is not reliable every time. Our researehealed that
the measured ABCB1 expression does not always smonel to the function. We
have also used western blot method and we havewathibetter results regarding
ABCBL1 expression corresponding to the functionha protein. However, it is not
our intention to suggest that method as ideal. dsatage of this method lies in
laboriousness, time-consumption and difficult agggdbility in clinical samples.

Our results also suggest that the assessment GBABexpression leveh
vitro andin vivo has to be comprehensively evaluated mainly ateprdevel. It is
also necessary to confirm function of ABCB1 witfitmrescent dye or a real drug.

In the literature we can find articles about pbigsiuse of imatinib
and nilotinib as modulators of P-gp function to noye the chemotherapy
of resistant tumors with increased expression oCABansporters. We have shown
that imatinib is a very ineffective P-gp inhibitaxhereas nilotinib is as effective
as classical P-gp inhibitors. Due to the effectiv®tinib concentration, which is
found in patients” plasma, we suggest that theotisdotinib in the clinical practice
as the P-gp inhibitor might be real. On the otliter, $he use of imatinib seems to be
unreal owing to very high concentration which ieefive in the inhibition of P-gp.

We have found out that effeciency of P-gp functi@pends on its expression

level. Effciency of P-gp inhibition was lower inlcevith higher ABCB1 expression.
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Explanation of this unexpected phenomenon coulgidrg high local concentration
of P-gp on the surface of resistant cells whicheeded concentration of P-gp

inhibitor in solution.
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10.Seznam pouzitych zkratek

ABC
ABCP
Abl
ALL
Apaf-1
Arg
ATP
ATR
Bad
Bax
Bel-X,
Ber
BCRP
Bid
BRCA1
C/EBRu
CalLB
Chl
CML
CR
Crk
Crkl
CsA
CYP
DNA
DNA-PK
EGFR
ERK
FA
FAK
FBS

ATP-binding cassette
Placenta-specific ATP binding cassette
Abelson tyrosinova kinasa
Akutni lymfoblasticka leukemia
Apoptotic protease activating factor 1
Abl-related gene

Adenosin trifosfat

Ataxia telangiectasia mutated
Bcl-2-associated death promoter
Bcl-2-associated X protein

B cell lymphoma-extra large
Breakpoint cluster region

Breast cancer related protein

BH-3 interacting domain death angonist
Breast cancer 1

CCAAT-enhancer binding protein
Ca-dependentni vazba na lipidy
Casitas B-leneage lymphoma
Chronicka myeloidni leukemie
Cytogeneticka odpoy

CT10 regulator of kinase

Crk-like

Cyklosporin A

Cytochrom P450

Deoxyribonukleova kyselina
DNA-dependentni protein kinasa
Receptor pro epidermalfgtovy faktor
Extracellular signal-regulated kinase
Kyselina mravegi

Focal adhesion kinase

Fetalni hoszi sérum
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FDA
FGFR
FoxO
Gab2
GDP
Grb2
GSH
GSK3
GTP
HDL
HHT
HIF
hnRNP-E2
HR
Chk1l
IAP1
JAK
Mcl-1
MDR
MEK
MeOH
MR
MRNA
MTX
MXR
NADPH
NBD
NF«xB
OCT-1
PDGF
PDGFR
PE
P-gp
PIl-3K

Food and drug administration
Receptor pro fibroblastovystovy faktor
Forkhead box O
Grb2-associated-binding protein 2
Guanosin difosfat
Growth factor receptor-bound protein 2
Glutathion
Glykogen synthasa kinasg 3
Guanosin trifosfat
Vysokodenzitni lipoprotein
Homoharringtonin
Hipoxia-inducible factor
Heterogenous nuclear ribonucleoprotein E2
Hematologick& odp&d’
Checkpoint kinase 1
Inhibitors of apoptosis 1
Janusova kinasa
Myeloid cell leukemia 1
Mnohaetna Iékova rezistence
Mitogenem aktivovana protein kinasa kinasa
Methanol
Molekularni odpo#d’
Mediatorova RNA
Mitoxantron
Mitoxantrone resistance protein
Nikotinamid dinukleotid fosfat

Nukleotid-vazajici doména

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer divated B cells

Organicky kationtovy transportér 1
Platelet-derived growth factor
Platelet-derived growth factor receptor
Fykoerythrin

P-glykoprotein

Fosfatidylinositol-3 kinasa
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PKA
PKC

pRb
Rac-GAP
Raf-1
Ras
RecA
Rho-GEF
riFN
RNA
ROS

SH doména
Shc

SNP

Sos

Src
STAT

TK

TKI

TMD
VEGFR
XIAP

Protein kinasa A

Protein kinasa C

Retinoblastomovy protein

Oblast s GTPasovou aktivitou pro proteac R
Rapidly accelerated fibrosarcoma

Rat sarkoma

Rekombinasa A

Rho guanine-nucleotide exchange factor
Rekombinantni interferon
Ribonukleova kyselina

Reaktivni kyslikové radikaly

Src homologni doména

Src homology 2 domain containing protein
Jednonukleotidovy polymorfismus

Son of sevenless

Sarcoma
Signal transducer and activator of trangmip
Tyrosinova kinasa
Inhibitor tyrosinové kinasy

Transmembranova doména

Receptor pro vaskularni endothelidirstovy faktor

X-linked inhibitor of apoptosis
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