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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Mgr. Alice MlI¢ochova

Skolitel: doc. PharmDr. Martina Ce&kova, Ph.D.

Nézev rigordzni prace: Hodnoceni vlivu roskovitinu a jeho derivatli na expresi

I€kovych transportérii in vitro

V této praci jsme se zaméfili na studium interakci vybranych inhibitorQ
cyklin-dependentnich kindz (CDKi) s efluxnimi transportéry ABCB1 (P-
glykoprotein, P-gp, MDR1) a ABCG2 (breast cancer resistance protein,
BCRP) u buné&éné linie LS174T — lidského adenokarcinomu tlustého stieva.
Mezi ndmi vybrané latky patii roskovitin a jeho derivaty BA-12 a BP-14.
Piedchozi studie prokazaly, Ze tyto latky inhibuji oba zminéné transportéry a
zvysuji tak ucinek soucasné podavanych cytotoxickych léciv. Protoze 1€kové
interakce na urovni transportérit mohou vznikat téz ve smyslu indukce gent,
jez tyto membranové proteiny koduji, bylo cilem této prace rozsitit znalost o
uvedenych derivatech roskovitinu z pohledu mozného ovlivnéni exprese
ABCBI a ABCG2. ZvySena exprese totiz miiZze potencovat rozvoj mnohocetné
1ékové rezistence (MDR). Vysledky této prace ziskané s pouzitim metody
qRT-PCR ukazuji, Ze latky BA-12 a BP-14 ani po 24-hodinov¢, ani po 48-
hodinové expozici nezvySuji expresi ABCBI ani ABCG2 mRNA u LS174T

bunék. Tato skuteCnost ndm naznacuje, ze v piipad¢ uvedeni do terapie by



tyto latky mohly plné vyuzivat svou schopnost piekonani MDR pomoci

modulace efluxnich transportérii, aniz by ptitom zvySovaly jejich expresi.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacology and Toxicology
Student: Mgr. Alice Mlcochova

Supervisor: doc. PharmDr. Martina Ce¢kova, Ph.D.

Title of rigorous thesis: Study of the effect of roscovitine and its derivatives

on the expression of drugs transporters in vitro

In this study we aimed to evaluate interactions of selected inhibitors
of cyclin-dependent kinases (CDKi) with efflux transporters ABCBI1 (P-
glycoprotein, P-gp, MDR1) and ABCG2 (breast cancer resistance protein,
BCRP) in cell line LS174T derived from human adenocarcinoma of colon.
Among the selected compounds belong roskovitin and its derivates designed
as BA-12 and BP-14. Previous studies demonstrated that these substances
inhibit both mentioned transporters and therefore increase the effect of
simultaneously administrated cytotoxic drugs. Since the drug interactions on
the level of transporters can arise from induction of their corresponding genes,
the aim of this work was to extend the current knowledge on mentioned
derivates of roskovitin in terms of possible affection of ABCBI and ABCG?2
expression. Enhanced expression could promote developement of multidrug
resistance (MDR). Results of this work obtained with qRT-PCR method show
that neither BA-12 nor BP-14 increase expression of ABCBI and ABCG?2
mRNA in LS174T cells after 24 or 48 hours-long exposition. This fact



suggests that in the case these novel compounds would be introduced into the
therapy, they could fully utilize their ability of overcoming MDR through

modulation of efflux transporters, without inducing their expression.
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1. Seznam zkratek

ABC ATP-binding cassette, rodina efluxnich transportéra
ABCBI1 P-glykoprotein, P-gp, MDR1

ABCG2 breast cancer resistance protein, BCRP

API aqua pro injectione

CDK cyklin-dependentni kinaza

CDKi inhibitor cyklin-dependentnich kinaz

cDNA copy DNA (komplementarni DNA)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagles’s medium, médium

prokultivacibunécnych linii Hep G2

DMSO dimethylsulfoxid

dNTP smes deoxyribonukleotidi

DTT dithiothreitol

EDTA sodna stl ethylendiaminotetraoctové kyseliny

FBS fetalni bovinni sérum

HCC hepatocelularni karcinom

MDR mnohocetnd lékova rezistence

MEM Minimum Essential Medium Eagle, médium pro

kultivaci bunéénych linii LS174T
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NEAA non-essencial amino acid solution, neesencialni

aminokyseliny

PCR polymerase chain reaction, polymerdazova fetézova
reakce

gqRT-PCR kvantitativni reverzn¢ transkriptdzova polymerazova

fetézova reakce
PBS fosfatovy pufr

RT reverzni transkriptdza
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2. Uvod

Nadorovd onemocnéni  predstavuji  velkou skupinu  nemoci,
charakterizovanou abnormalnim rastem bunék, které ztratily kontrolu nad
svym ristem a diferenciaci. Nadorova onemocnéni mohou ovlivnit témét
jakoukoli tkan organizmu, v zavislosti na typu postizenych bun¢k maji mnoho
podtypt této nemoci, z nichz kazdy pak vyzaduje specifickou formu 1écby.
Nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti na svéte, v roce

2018 odpovidalo za odhadované umrti 9,6 milionu lidi (WHO, 2020).

Sesté misto v Getnosti umrti zptisobenych nadorovym onemocnéni
zaujimd hepatocelularni karcinom (HCC). Jen velmi malé procento pacienti
je schopno podstoupit potencialni 1é¢bu, z divodu pokrocilych stadii nemoci
v dobé diagnozy. Dalsi prekazkou u 1é¢by HCC je Casty vznik rezistence na
1é¢iva, coz vede k selhani klasické protinddorové terapie cytostatiky (Haider

etal. 2013).

Mezi bunééné mechanismy, které zprostfedkovéavaji rezistenci, patii
inaktivace lé¢iva, zmeéna cile plsobeni léCiva, eflux léc¢iva ven z bunky,
sniZzeni akumulace 1é¢iva, oprava posSkozené DNA, inhibice bunééné smrti,
epigenetické modifikace a sniZzeni apoptické odpovédi (Vadlapatla et al. 2013;
Housman et al. 2014). ZvySeny eflux 1éciva zajiStuji ATP-dependentni
(ABC) membranové transportéry, které vykazuji v nadorovych buiikach

zvySenou expresi, a to zejména po prvnim kole chemoterapie.

Novou skupinou latek pro 1écbu nadorovych onemocnéni jsou CDKi
(inhibitory cyklin-dependentnich kindz). Nedavné studie ukazuji jasnou
protinadorovou ucinnost a sniZzenou toxicitu u téchto inhibitort (napf.
palbociclib). Ptiznivé vysledky s palbociclibem a dal§$imi nedavno
registrovanymi 1€¢ivy ze skupiny inhibitord CDK 4/6 kinaz abemaciclibem a

12



ribociclibem ukazuji, Ze CDKi s uzkym profilem selektivity maji vyznamné
vyuziti v protinadorové terapii zejména u solidnich tumord (Hortobagyi
2018; Serra et al. 2019; Martin et al. 2020). U vSech téchto CDKi byla
potvrzena interakce s ABC transportéry a vyhodna schopnost ptfekondvat
rezistenci nadorovych bunék, a to i u bun¢k akutni myeloidni leukémie, aniz

by tyto latky ovliviiovali genovou expresi transportérti (Sorf et al. 2018).

V navaznosti na tato nova klinicky uspésna 1éciva je nadéle rozvijen vyzkum
v oblasti hledani nad€jnych CDKi [éCiv. Jednim ze zkoumanych smért je
pritom hledani latek odvozenych od roskovitinu, potvrzeného CDKi
inhibitoru se SirSim spektrem pusobeni. Tato latka a dva od ni odvozené
derivaty jsou pfitom piedmétem této prace, a to z pohledu schopnosti

ovlivitovat expresi ABCB1 a ABCG2 transportéra.
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3. Teoreticka ¢ast

3.1.  ABC transportéry

ABC transportéry (ATP-binding cassette) jsou integralni membranové
proteiny, které aktivné prenaseji latky s odliSnou strukturou a G¢inkem pies
biologické membrany. Zajistuji zejména pfisun zivin, odstraiiovani

odpadnich produktii, generovani energie a signalizaci bun¢k (Linton 2007).

Obecné jsou ABC transportéry exprimovany v jatrech, ledvinach a
tenkém stievé, kde ovliviiuji absorpei, distribuci a exkreci latek (Obr. 1), coz
muze vézt ke vzniku mnoha lékovych interakci (Konig et al. 2013). Dale se
nachazeji v hematoencefalické bariéte, hematotestikuldrni bariéfe a taky
v placenté, kde chrani tyto citlivé tkané pied toxiny (Szakécs et al. 2008).
Dal$im mistem vyskytu ABC transportéri jsou nadorové buiky, kde hraji
zasadni roli pti odstraiiovani cytotoxickych latek, coz mize vézt k netuspeésné

protinadorové terapii (Gottesman 2002).

Membranové transportéry mohou byt tedy hlavnimi determinanty
farmakokinetiky, bezpecnosti a u€innosti 1¢kl. Lidsky genom koduje 48 ABC
proteind, které délime na 7 podskupin (ABCA-ABCG). V Iékové rezistenci
ABCG?2 (breast cancer resistance protein, BCRP) a c¢astecné téZ ABCCl1
(multidrug resistance-associated protein 1, MRP1) a ABCC2 (multidrug
resistance-associated protein 2, MRP2) (Szakécs et al. 2008).

14
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Influxni transportéry O Efluxni transportéry .

Obr. 1: Lokalizace vybranych transportérii ve strevnim epitelu, endotelu mozkovych
kapilar, proximalnich tubulech, a hepatocytech. Transportéry s vysokym vyznamem

pro farmakokinetiku léCiv jsou vyznaceny modre.

Prevzato a upraveno dle Shaikh et al. 2017.
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3.1.1. Fyziologicka role transportért

Fyziologickou funkci ABC transportéri je chranit organizmus a zejména
jeho citlivé tkané (jako je mozek, varlata a plod) pfed xenobiotiky, toxickymi
laitkami a =zajistovat detoxifikaci hostitele. Maji vyznamny dopad na
farmakokinetické chovani vétSiny pouzivanych 1écivych pripravkl, a to
zejména pii ovliviiovani peroralni biologické dostupnosti, hepatobiliarni a
mocové exkrece. Napiiklad pfi inhibici ABC transportéra ve stfevé dojde ke
zvySeni  biologick¢  dostupnosti, inhibice  téchto  transportért
v hematoencefalické bariéfe zpisobi zvySeny prichod toxickych latek do
mozku a pfi inhibici v exkre¢nich organech (jatra a ledviny) dojde ke snizeni
exkrece, a tim k hromadéni toxickych latek v téle. Tyto interakce latek
s transportéry nam do zna¢né miry urcuji klinické vyuziti, vedlejsi ucinky a

rizika toxicity (Schinkel and Jonker 2003; Szakéacs et al. 2008).

3.1.2. Lékové interakce

ABC transportéry mohou  ovlivnit  farmakokinetiku  IéCiv.
Farmakokinetické parametry vychazi z absorpce, distribuce, metabolismu a
vylucovani 1éCiv, tedy poskytuji informace ohledné systémové koncentraci
1éCiva a jeho vylucovani. Aktivita a hladina transportéru stanovi mnozstvi
1é¢iva transportovaného do/z konkrétnich tkani. Interakce mezi lécivy na
urovni transportért se tedy projevi tak, ze pokud poddme soucasné dv¢ latky,
které jsou substratem/induktorem/inhibitorem téhoZ transportéru, dojde ke
zmeéng jejich koncentrace (ve srovnani se samostatnym poddnim). Naptiklad
pokud Ié¢ivo A inhibuje membranovy transportér, ktery zajistuje eflux 1éciva
B z bunky, zvysi se koncentrace 1é¢iva B v buiice a pokud je timto napf.
enterocyt, povede to ke zvysi koncentrace 1é¢iva B v systémovém obéhu (The

International Transporter Consortium 2010).
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Induktory stimuluji genovou expresi, ¢imz dochézi ke zvySovani mnozstvi
transportérii. Indukce téchto transportéri je klinicky vyznamné v 1ékovych
interakcich vedouci ke zméné absorpce a biologické dostupnosti 1éCiva, navic

1 v rozvoji MDR rakovinnych bunék vici chemoterapeutikiim (Zhou 2008).

ey ee

ABCBI1 a ABCG?2 transportéri a tim i ovlivnéni 1ékovych plazmatickych
hladin a nasledné ucinnosti terapie. Studium interakce zejména novych 1é¢iv
s ABC transportéry je dnes proto vyzadovano dle doporuceni regulacnich

1ékovych agentur FDA a EMA jiz ve fazi registrace 1é¢iv (Huang et al. 2007).

3.1.3. Mnohocetna 1€kova rezistence (MDR) v terapii nadorovych
onemocnéni
Mnohocetna 1€ékova rezistence je problémem v oblasti protinddorové

terapie u 1é¢iv riiznych struktur a G¢inku (Gottesman et al. 2002).

Mezi zékladni mechanismy rezistence 1é¢iv v buiikdch fadime (1) snizeny
influx 1é€iv do bunky, (2) zvySeny eflux 1éciv z bunky, (3) metabolizmus
1é¢iva a (4) riizné zmény v bunkach, které ovliviiuji schopnost cytotoxickych
latek zabijet buiku, jako napf. zména bunéfného cyklu, zvySend oprava

poskozené DNA nebo snizena schopnost bunééné apoptozy (Obr. 2).

Zvyseny eflux léCiva je zprostfedkovan zejména expresi ABC
transportéri, které aktivné odCerpavaji cytostatika ven z bunky a tim snizuji
cytotoxicky ucinek cytostatik (Gottesman et al. 2002). Vysoka exprese ABC
transportérti tak mtize ptedstavovat piekazku v usp€sné protinadorové terapii

(Leonard 2003; Cascorbi 2006).
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Klinicky dopad MDR zprostfedkované transportéry byl pozorovan
zejména u hematologickych malignit, kde zvySena exprese a aktivita ABCB1
a ABCG2 transportéra vedla ke Spatné odpovédi na 1écbu, a tim zhorSenou
progndézu u pacienti s akutni myeloidni leukémii (Liu et al. 2018).
Ke zvysené expresi transportérti dochazi i u fady solidnich nadort (zejména

napf. u hepatocelularniho karcinomu) coz mé za nasledek selhavani terapie.

Dale je 1 zfejmé, ze v jednom typu nadoru muze byt exprimovano vice
ABC transportérii. Studie, kterd zkoumala expresi vSech 48 lidskych ABC
transportérti ve 281 vzorcich akutni myeloidni leukémie spojené s celkovym
prezitim ukazuje, Ze celkova doba preziti klesala se zvySujicim se poctem a
mirou exprese soucasné piitomnych transportnich proteinti (Robey et al.
2018). Takovéto vysledky naznacuji, ze samotny ABCBI1 nemusi byt
prevladajicim transportnim mechanismem rezistence u nadort, a ze koexprese
transportéri. mize vyzadovat inhibici vice transportérd, aby se dosdhlo
klinického prospéchu (inhibice jednoho z ABC transportéri pravdépodobné
nepovede k prekonani MDR) (Robey et al. 2018; Gottesman and Pastan
2015).

18



Snizeny influx 1éciva do burky

Efluxni pumpy
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Obr. 2: Mechanismy mnohocetné Iékové rezistence proti rakovinnym
chemoterapeutickym lékum. Rakovinové buiiky mohou vyvinout rezistenci k vice
léekum ruznymi mechanismy, jak je znazorneno. Mechanismy zahrnuji snizeny influx
léciva do buniky, snizenou intracelularni koncentraci léciva efluxnimi pumpami,
zmeéneénymi kontrolnimi body bunécného cyklu, zmeénenymi cili léciv, zvySenym

metabolizmem léciva a sniZenim apoptické drahy.

Prevzato a upraveno dle Chai et al. 2010.
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3.1.4. ABCBI (P-glykoprotein, P-gp, MDR1)

Lokalizace a fyziologickd funkce ABCB1

ABCBI se nachazi na apikélni strané¢ buné¢nych membran rtiznych
tkani, které se podileji na absorpci, distribuci a eliminaci latek (Obr. 3). Slouzi
jako permeacni bariéra v gastrointestindlnim traktu (endotel tenkého a
tlustého stieva). Zde chrani organismus pred absorpci toxickych latek, snizuje
biodostupnost peroralné¢ podavanych 1éCiv a omezuje transport svych
substratii do systémového obchu (Szakacs et al. 2008). Dale se vyskytuje
v hematoencefalické bariéte, kde snizuje distribuci latek do citlivé mozkové
tkan€ a tim ji chrani. Ochrannou funkci ma 1 v hematotestikularni bariéte, kde
taktéZ snizuje distribuci latek (Lee et al. 2010). ABCBI v placenté ma velmi
vyznamnou fyziologickou funkci, kdy svym aktivnim transportem snizuje
expozici plodu potencialné skodlivymi latkami a pfispiva tak k ochrané plodu
(Ceckova-Novotna et al. 2006). Dalsi misto vyskytu ABCB1 jsou jatra (hlavni
misto metabolismu a exkrece v téle), kde hraje diileZitou roli v eliminaci 1é¢iv,
toxint a jejich metabolitli ptes hepatocytarni membranu do zluci. V ledvinach
se ABCBI nachdzi na epitelidlnich bunkach proximdlnich tubull, kde
zajist'uji transport metabolitl do moci a jejich naslednou exkreci (Leslie et al.
2005).

ABCBI1 je exprimovan v bunikdch riznych nadord (u vétSiny
hematologickych malignit, ze solidnich nadorti pak hlavné u karcinomt prsu,
vajecniki, tlustého stfeva, ledvin a jater). Jeho vysoka exprese je zpravidla
spojena s vyssi agresivitou onemocnéni, niz$i klinickou odpovédi na 1écbu a

horsi prognozou onemocnéni (Penson et al. 2004; Thomas and Coley 2003).
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Obr. 3Prehled exprese ABCBIv lidském téle. Modra linie zndzorniuje mista vyskytu
ABCBI v tkanich. Cervené Sipky ukazuji smér efluxu. Zelené §ipky oznacuji exkreci
ABCBI substratii. ABCBI je soucasti hematoencefalické bariéry, hematotestikularni
bariéry a placenty — ochrana pred akumulaci substratii. ABCBI1 v tenkém a tlustém
strevé snizuje strevni absorpci a zajistuje primé vylouceni substratu. V jatrech a
ledvinach zprostredkovava hepatobiliarni a renalni exkreci substrdti. Vyskyt

v nadorovych bunikdach prispiva k mnohocetné lékove rezistenci.

Prevzato a upraveno dle Borst and Schinkel 2013.
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Substraty, inhibitory a induktory ABCB1

ABCBI pfenasi neutralni nebo kladné nabité hydrofobni slouceniny,
které maji vétSinou aromatickou doménu a tercialni aminoskupinu. Byl
prokézan eflux Sirokého rozsahu klinicky nepostradatelnych chemoterapeutik
(taxolu, vinkristinu, vinblastinu, etoposidu, daunorubicinu, doxorubicinu,
topotekanu a irinotekanu) (Szakacs et al. 2008; Fletcher et al. 2016). Mezi
dalSi substraty patii latky ze skupiny antiarytmik (digoxin, verapamil),
antibiotik (erytromycin, tetracyklin, fluorochinolony), inhibitord HIV-
protedz, analgetik (morfin), antiepileptik, antiemetik (domperidon,
ondasetron), imunosupresiva (cyklosporin A, takrolimus, sirolimus) a dalsi

(Zhou 2008; The International Transporter Consortium 2010).

Interakce 1é¢iv s ABCBI je feSena jak z pohledu farmakokinetickych
interakci ovliviiuyjicich plazmatické hladiny 1é¢iv, tak 1 zpohledu
potencidlniho zvratu rezistence v rakovinnych bunkdch. Pouziti téchto
inhibitorit ABCB1 soubézné s existujici chemoterapii by pti vhodné distribuci
cilené na nadorové buiiky, mélo umoznit zvratit MDR u rakovinnych bunék
s vysokou expresi ABCB1 (Wang et al. 2020). Mezi zndmé¢ inhibitory ABCB1
patii naptiklad verapamil, cyklosporin A, elakridar, chinidin, tariquidar (The

International Transporter Consortium 2010).

Kromé ovlivnéni funkce ABCB1 muze tada 1é¢iv vést i k indukci
exprese ABCBI1. Mezi induktory ABCBI1 patii fenytoin, ritonavir, nelfinavir,
probenecid, rifampicin, nebo napiiklad tfezalka teckovana. ABCBI je
indukovan nejen urcitymi chemickymi latkami, ale také fyzikalnim stresem
(ozafovani X, ozafovani ultrafialovym svétlem a tepelny Sok) (Zhou 2008).
V ptipadé¢ indukce ABCBI a nasledné zvySené exprese odpovidajiciho
transportéru dochazi k zméné farmakokinetiky ABCBI1 substratt a v pfipadé

nadorovych buné¢k pak zvyseni efluxu fady protinddorovych 1€¢iv.
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3.1.5. ABCQG?2 (breast cancer resistance protein, BCRP)

Lokalizace a fyziologické funkce ABCG2

Podobn¢ jako ABCB1 je ABCG2 transportér fyziologicky exprimovan
na apikalni stran¢ epitelidlnich bunc€k v gastrointestinalnim traktu, kde
maximum exprese bylo nalezeno v duodenu s postupnym poklesem podél
traktu az ke kone¢niku (Obr.4) (Gutmann et al. 2005). ABCG2 je téz
exprimovan v jaternich kanalikuldrnich membranach, coz podporuje
ochrannou ulohu transportéru nejen proti absorpci xenobiotik, ale 1 exkreci

takovych latek a jejich toxickych metabolitii (Mo and Zhang 2011).

ABCG2 je stejné jako ABCBI1 exprimovan na hematoencefalické bariéte
(Zhang et al. 2003). Oba transportéry jsou odpovédné za omezeni vstupu
mnoha xenobiotik do mozku, coz mizeme vidét jako pozitivni dopad.
Negativem této funkce muze byt branéni terapeutickym latkdm dosahnout
jejich intracerebralnich cilli pii 1é€bé rakoviny mozku (Cooray et al. 2002;

Zhang et al. 2003).

V placenté¢ ma exprese ABCG2 dilezitou roli pii ochrané plodu pted
toxiny. Potvrzuje to mimo jiné studie ve které bylo dokdzano, ze u mysi s
odebranym ABCG2 transportérem se vyrazn€ zvySila expozice plodu

topotekanem a jinymi latkami (Jonker et al. 2000).

ABCG2 se dale nachazi v membrané kmenovych bunék, které chrani pred
potencidlné toxickymi latkami (An and Ongkeko 2009). Nadmérna exprese
ABCG?2 se Casto vyskytuje u riznych nddorovych onemocnéni, zejména u
hematopoetickych malignit, ale t¢Z u nddorG prsu (Mo and Zhang 2011;

Noguchi et al. 2009).
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Laktaéni Zlaza Jatra Stievni endotel

Placenta

Smér ABCG2 substratove
exkrece

=== Smér ABCG2 transportu
s ABCG2 bUfky

e Krevni tok

Obr. 4 Prehled exprese ABCG2 v lidském tele. Zelené Sipky zndzornuji smér exkrece,

fialové Sipky smér transportu do tkani. Modré linie predstavuji mista exprese ABCG2

a cervené krevni tok.

Prevzato a upraveno dle Stacy et al. 2013.
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Substraty, inhibitory a induktory ABCG2

ABCG?2 ptisobi jako efluxni pumpa pro Siroké spektrum chemoterapeutik
(napf. mitoxantron, methotrexat, imatinib, irinotekan, topotekan, ortataxel,
vinblastin, vinkristin, daunorubicin), antivirotik (lopinavir, nelfinavir,
abakavir, lamivudin) ¢i antibiotik (ciprofloxacin, ofloxacin, norfloxacin).
Mezi jeho substraty navic patii 1 kyselina listova, cyklosporin A a aflatoxin

B1 (Szakacs et al. 2008; Fletcher et al. 2016).

Protoze ABCG2 hraje dileZitou roli v MDR, byla i pro né hledéna a
nalezena celé fada inhibitort s cilem pfekonani rezistence nadorovych bunék.
Jako silny a specificky inhibitor ABCG2 plsobi fumitremorgin C
(diketopiperazin, fungélni toxin). Fumitremorgin C je schopen zvratit
rezistenci na mitoxantron, doxorubicin a topotekan, ale uz ne na paklitaxel
(Hasanabady and Kalalinia 2016). Dalsi silny ABCG2 inhibitor je Kol143,
derivat fumitremorginu, cca 10x vysSi inhibi¢ni u¢innéjsi vaci ABCG2.
GF120918, silny inhibitor ABCG2 a soucasné t¢z ABCBI1, mize zvySovat
biologickou dostupnost cytotoxickych protinadorovych léciv, dale zvySuje
hladiny antiretrovirotik v mozku a CNS. Z klinické studie je patrné, Ze
soucasné podani GF120918 s topotekanem (substratem ABCG2) zvySuje jeho
biologickou dostupnost 0 30-90% (Kruijtzer et al. 2002). Mezi dalsi inhibitory
patii imunosupresiva (cyklosporin A, takrolimus), blokatory véapnikovych
kandlkl (nitrendipin, nimodipin), inhibitor protonové pumpy omeprazol a
také antagonista estrogenu tamoxifen (Hasanabady and Kalalinia 2016).
Pouziti vyse uvedenych ABCG?2 inhibitort pro piekonani MDR je nicméné
komplikovéano faktem, zZe inhibice ABCG2 v nadorovych buiikach je spojena
s inhibici ABCG2 ve fyziologickych tkanich a tim vyS$$i toxicitou takové
1écby. Proto se dnes o pouziti inhibitori ABCG2 uvazuje zejména jen

v kombinaci s cilenou distribuci pfimo k nadorovym bunikam.
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Latky, které funguji jako induktory ABCG2, stimuluji genovou expresi
(zvysuji pocet transportérti). Mezi induktory ABCG2 patii napiiklad
maraviroc, elvitegravir (Zembruski et al. 2011). Exprese ABCG2 je spojena
s hor§imi vysledky pfi 1écb¢ akutni myeloidni leukémii, akutni lymfoblastické

leukemii, rakoving plic i prsu (Mao and Unadkat 2015; Fletcher et al. 2016).

3.2. Inhibitory cyklin-dependentnich kindz

V dnesni dob¢ je velka snaha hledat cilend 1é¢iva v protinadorové terapii,
nebot’ tato terapie, ktera je zamétena na odliSnosti mezi nddorovou a zdravou
buiikou, neposkozuje DNA (na rozdil od vétSiny cytostatik). Mezi cilenou

protinddorovou terapii patii i inhibitory proteinkinaz.

Cyklin-dependentni kindzy jsou velkou podskupinou proteinovych kinéz,
které hraji zdsadni roli pii regulaci progrese bunééného cyklu a transkripce
RNA. Je znamo ze aktivni cyklin-dependentni kinazy jsou dalezité k uvolnéni

transkrip¢nich faktorti nutnych pro pribéh bunééného cyklu.

Riizné genetické a epigenetické udalosti zptsobuji nadmérnou aktivitu
CDKs bunééného cyklu, coz vede ke ztraté kontroly buniky nad proliferaci a
rozvoji nadorového onemocnéni. Inhibice CDK mize vést k zastaveni
bunécéného cyklu nebo k apoptéze buiiky (Canavese et al. 2012; Law et al.

2015).

Aktivita a exprese CDK je v nddorovych buiikach zvySend, jeji inhibice
tak vede k terapeuticky vyznamné apoptdze buiiky a predstavuje tak jeden z

novych ptistupi v 1é€bé nddorovych onemocnéni (Law et al. 2015).
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Prvnim registrovanym lé¢ivem z této skupiny byl v listopadu roku 2016
palbociklib (Public Health — Union Register of medicinal products, 2020),
nasledovaly v srpnu 2017 ribociklib (Public Health — Union Register of
medicinal products, 2020) a v fijnu 2018 abemaciklib (Public Health — Union
Register of medicinal products, 2020).

V pribéhu vyvoje novych CDKi byl testovan i roskovitin, nicméné byl
v klinickych studiich netspésny. Nasledovala fada testovani jeho derivata,

mezi n€z patii i v této praci hodnocené latky BA-12 a BP-14.

3.2.1. Roskovitin

Roskovitin (CYC-202, seleciclib) je Siroce pouzZivan jako biologicky
nastroj pfi studiich bunééného cyklu, nédorovych bunéck, apoptozy a
neurobiologie. Kromé toho byl hodnocen jako potencidlni 1é¢ivo pro 1écbu
nadorovych onemocnéni, neurodegenerativnich onemocnéni, zanétd,

virovych infekei, polycystickych onemocnéni ledvin a glomerulonefritidy.

Uginky roskovitinu byly hodnoceny na $iroké arovni riiznych nadorovych
bunéénych linii. Byly pozorovany dva zdkladni procesy — zastaveni
bunécného cyklu a zahdjeni apoptdzy. Navic byl prokazan synergicky t¢inek
s dal§imi protinddorovymi latkami (doxorubicin, taxol, vinblastin, paclitaxel,
cisplatina, etoposid, tamoxifen) (Cicenas et al. 2015). V pokusech
s xenografty jaternich nadorti byly pozorovany nadéjné vysledky, roskovitin
vyznamng¢ snizoval velikost nadorii a nenavozoval chemorezistenci (Haider et
al. 2013). Nasledné byl zatazen do klinickych studii, kde byl testovany pro
1é¢bu karcinomu plic a nosohltanu, ty vSak byly po II. fazi ukonéeny (Clinical

Trials, 2020).
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3.2.2. BA-12aBP-14

BA-12 a BP-14 jsou derivaty roskovitinu, které byly hodnoceny jako
potencialni 1éCiva v terapii nadoru jater. Ve studii na zvifatech bylo
prokazano, ze BP-14 vykazovala nizkou biologickou dostupnost po
indraduodendlnim podani, dale ze distribuce byla pozorovana ve vsech
analyzovanych tkdnich (mozek, jatra, plice, ledviny, slezina, tukova tkan,
sval). Dale bylo prokazano, ze BP-14 vykazuje silné antiproliferac¢ni u¢inky
v bunéénych liniich lidské rakoviny. BP-14 je tedy hodnoceno jako
experimentélni 1é¢ivo pro 1é¢bu hepatoceularnich karcinomii (Siroka et al.

2018; Allegri et al. 2016).

Ve studii Novel Inhibitors of Cyclin-Dependent Kinases Combat
Hepatocellular je patrné, ze tyto latky zptsobily zastavu rastu bunécné linie
hepatocelularniho karcinomu a navodily apoptézu. Naproti tomu nevykazaly
zadnou cytotoxicitu a apoptézu u primarnich lidskych hepatocyti. Navic
v buiikach hepatocelularniho karcinomu nebyla pozorovdna Zadna ztrata
chemosenzitivity i po dlouhém vystaveni inhibitorti. Data ukazuji, ze BA-12
nebo BP-14 vykazuji silné protinadorové G€inky zejména u karcinomu jater

(Haider et al. 2013).
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4. Cil prace

Studium vlivu latek ze skupiny CDKi (roskovitin, BA-12 a BP-14) na
expresi Iékovych transportéri ABCB1, ABCG2 na trovni mRNA in vitro.
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5.1

. Experimentalni ¢ast

Pouzity material

5.1.1. Bunécné kultury

LS174T — bunééna linie lidského adenokarcinomu tlustého stfeva

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

5.1.2. Chemikalie

Roskovitin a jeho testované derivaty BA-12 a BP-14 byly pfipraveny
a poskytnuty Laboratofi ristovych regulatort (Univerzita Palackého,
Olomouc) na zakladé¢ spoluprace s prof. Miroslavem Strnadem.
Rifampicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

DMSO — dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagles’s medium (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

MEM —Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

FBS — fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
NEAA - roztok neesencidlnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

PBS — fosfatovy pufr (Lonza)

Trypsin 0,25 % + 0,2 % EDTA (sodna stil ethylendiaminotetraoctové
kyseliny) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

TRI Reagent (Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, USA)
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Nasledujici chemikalie byly ziskané v analytické Cistoté od firmy

Penta: Chloroform, 2-propanol, soli pro ptipravu TEA pufru

5.1.3. Pfistroje

Centrifuga

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000

PCR cycler pro reverzni transkripci (Bio-Rad)

PCR cycler pro qRT-PCR: Quant Studio 6 (Applied Biosystems)
Inkubator, SANYO MCO-18AC(UV), (Honmachi, Moriguchi City,
Osaka)

Laminar Jouan (Saint-Herblain, Francie)

Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (Poteranica, BG, Italie)
UV-transluminator Chemidoc MP (Bio-Rad)
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5.2.  Metody

5.2.1. Kultivace a inkubace bunék

Kultivace bunéénych linii probihala pti 37°C v atmosféte 5% CO:. Pro
bunécnou linii LS 174T byla kultivovana v MEM s piidavkem NEAA a 10%
FBS.

Po dosazeni 70 — 80% konfluence byly buiiky nasazeny v poctu 160 tisic
buné¢k na jamku 24-jamkové desticky. Po 24-hodinové kultivaci v destickach
bylo médium odsato a jednotlivé jamky byly oplachnuty predehiatym PBS.
Do ptisluSnych jamek k bunikam byly pfidany inhibitory rozpusténé v DMSO
a nasledn¢ nafedéné do media o koncentracich: BA-12 (445 nM), BP-14 (70
nM), roskovitin (8,85 uM), rifampicin (10 uM). Jako kontrola bylo pouzito
Cisté medium s ptidavkem DMSO. Bunky byly s latkami inkubovéany pfi
37°C, v atmosféte 5% COz po dobu 24 a 48 hodin.

5.2.2. lIzolace RNA

Po ukonceni inkubace (24 nebo 48 hodin) bylo z jamek odsato médium,
byly proplachnuty studenym PBS a ptiddno 400 ul TRI Reagentu na jamku.
Lyzaty z jednotlivych jamek byly v triplikatech dle jednotlivych inhibitort a
délky inkubace preneseny do mikrozkumavek. Nasledné probéhla izolace
RNA dle protokolu vyrobce TRI Reagentu na principu fenol-chloroformové
extrakce. Ke kazdému vzorku byl pfidan chloroform (200 pl /1 ml TRI
Reagentu). Vzorky byly fadné tfepany po dobu 15 sekund a poté se nechaly
10 minut odstat do rozdéleni fazi. Nasledné byly zcentrifugovany (4°C,
12 000 g, 15 min). Po centrifugaci byla s vysokou opatrnosti odsata vrchni

vodna faze obsahujici RNA a pfenesena do zkumavek. Na 1 ml vzorku v TRI

32



Reagentu bylo pfidano 0,5 ml 2-propanolu, promichdno a 10 minut ponechano
pti pokojové teploté, nasledné zcentrifugovano (4°C, 12000 g, 12 min). RNA
precipituje tvorbou bilych pelet na sténé zkumavky. Po odsati supernatantu
byl precipitat proplachnut 75% ethanolem (1 ml ethanolu na 1 ml TRI
Reagentu) a zcentrifugovan (4°C, 12000 g, 5 min). Tento posledni krok byl
proveden 2x. Po odsati ethanolu a vysuseni pelety v druhém kroku byl vzorek
rozpustén v API (aqua pro injectione) (20 pul API na pivodni 1 ml TRI
Reagentu).

5.2.3. Ovéfeni integrity izolované RNA pomoci gelové elektroforézy

Pro ovéfeni kvality a integrity izolované RNA byla pouzita elektroforéza
na agardzovém gelu. Ta slouzi k odd€leni nukleovych kyselin na zikladé
pohybu v elektronovém poli, kdy DNA s vétsi molekulovou hmotnosti
zlstane na zacatku v misté aplikace vzorku na gel a RNA, ktera ma mensi
molekulovou hmotnost, putuje dal. V ptipadé zachovalé integrity RNA pak
tato tvofi na gelu dva zietelné prouzky (odpovidajici ribozomalni RNA), které
jsou indikatorem toho, Ze v izolované RNA nedoslo k rozkladu a mRNA je

mozné pouzit dal do reverzni transkripce (Obr. 5).

Vzorky byly pfipraveny z 1 pl izolovaného RNA, 4 pl APIL, 1 pl Gel
Loading Dye Blue. Gel (1,5 %) byl pfipraven rozpusténim 0,6 g agardzy ve
40 ml TEA pufru (48,4 g Tris-base; 10,9 g ledova kyselina octova; 2,92 g
EDTA; doplnéno do 1 litru destilovanou vodou). Poté byla smés opakované
zahtata v mikroviné troubé a dobfe rozmichana. Gel byl nality do vanicky,
vlozil se hfeben a nechalo se v§e ztuhnout. Po ztuhnuti se hfeben vyndal a na
gel se nalil TEA puft. Poté se postupné zavadély vzorky. Separace probihala
pii napéti 100 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel vlozen do UV-

transluminatoru Chemidoc MP za t¢elem vizualizace.
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Obr. 5: Gelova elektroforéza vybranych vzorkt. (1) LS174T + kontrola po 24
hod., (2) LS174T + BA-12 po 24 hod., (3) LS174T + BP-14 po 24 hod., (4) LS174T
+ roskovitin po 24 hod., (5) LS174T + rifampicin po 24 hod., (6) LS174T + kontrola
po 48 hod., (7) LS174T + BA-12 po 48 hod., (8) LS174T + BP-14 po 48 hod., (9)
LS174T + roskovitin po 48 hod., (10) LS174T + rifampicin po 48 hod.

5.2.4. Meg¢feni Cistoty a koncentrace RNA pomoci spektrofotometru

Z 1zolované RNA bylo odebréno 2 ul do nové zkumavky. Z toho 1 pl byl
pridan na spektrofotometr Nanodrop. Byl pouzit program Nucleotic acid —
RNA 40. Ptistroj zméiti koncentraci RNA v ng/ul a dva absorpéni poméry,
které poukazuji na ¢istotu vzorku. Hodnoty absorbance 260/280 by se mély
pohybovat mezi 1,8-2,2 (niz§i hodnoty poukazuji na kontaminaci proteiny a
DNA). Hodnoty absorbance 260/230 by mély byt vyssinez 1,7 (niz8i hodnoty
poukazuji na kontaminaci organickymi rozpoustédly). Vzorky byly na
zakladé naméfenych koncentraci nafedény na jednotnou koncentraci RNA

(500 png/ml) a dale pouzity pro reverzni transkripci.
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5.2.5. Reverzni transkripce (RT)

Reverzni transkripce se sklada ze dvou zakladnich krokii. V prvnim
kroku k vyizolované¢ mRNA v takovém mnozstvi, které koreluje s 1000 ng
mRNA v reakci, bylo ptidano oligo (dT) primer (1pul). Doplnéno do objemu
12,5 ml API. Takto pfipravené a zvortexované vzorky byly vlozeny do
pristroje iCycler (Bir-Rad). Program "~'RT-STEP1 'probihal 5 minut pii
teploté¢ 65°C. V druhé kroku bylo ke kazdému vzorku ptidano 7,5 pl v ¢as
potieby ptipraveného Master Mixu (Protoscript II RT reakéni pufr 4 pl, DTT
(dithiothreitol) 2 pl, 10 mM dNTP (smés deoxyribonukleotidil) mix 1 pl,
Protoscript II RT 0,5 pl). Zvortexované vzorky byly vloZeny zpét do cykleru
a byl zvolen teplotni program 42°C, 50 minut, poté 65°C 20 minut). V druhém
kroku reakce tedy bude objem jednoho vzorku 20 pl. Nakonec vzorky

schladime a uchovavame pfi teploté -20°C.

5.2.6. Kvantitativni reverzn€ transkriptdzova polymerazova fetézova

reakce (QRT-PCR)

Po izolaci RNA a nésledné reverzni transkripci, kdy mame k dispozici
cDNA (copyDNA), se mohlo zacit s vlastni kvantitativni PCR (polymerase
chain reaction). Jde o metodu rychlého a snadného zmoZeni iseku DNA na
principu replikace nukleovych kyselin. Podminkou replikace je denaturace
(oddé€leni vldken DNA), ke které je potieba vysoké teploty. Proto se pouziva

nejcastéji termostabilni DNA Taq polymeraza.

V PCR bylo nutné zfedit cDNA na koncentraci 12,5 ng/ul. JelikoZ po RT
jsme méli k dispozici koncentraci 50 ng/ul cDNA, zfedili jsme tak, ze jsme

k 20 pl cDNA piidali 60 pl API. Dale jsme pfipravili smés pro kazdy gen
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oddélené. Geny bude tieba amplifikovat u kazdého vzorku exponovanému
1é¢ivu v triplikatu (tzn. 3 jamky pro kazdy den a vzorek). Dopocitalo se
mnozstvi objemu komponent na dany pocet jamek pro urcity gen. V nasem
pfipadé na kazdou jamku 2,5 pl Master mixu; 1,25 ul API; 0,25 ul roztoku
genu. Postupné na 96-jamkové PCR plato pipetujeme do kazdé jamky 1 pl
cDNA a poté 4 ul ptipravené smési dané¢ho genu. Po napipetovani bylo plato
prikryto transparentni folii a vlozeno do pfistroje Quant, kde nasledné
probéhla qPCR amplifikace v odpovidajicim teplotnim profilu a poctu cykla
40.
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6. Vysledky

6.1. Exprese ABCBI

Hodnotili jsme expresi ABCBI na bunééné linii LS174T po 24-hodinové
expozici latkdm BA-12 v koncentraci 10 nM a BP-14 v koncentraci 0,1 nM.
Hodnoty byly normalizovany k priméru housekeeping genu B2M a HPRT]1.
Vybrané koncentrace vychazi z diive namétenych hodnot cytotoxicity 1Cso.
Roskovitin v koncentraci 100 nM byl pouzit jako parentni latka od niz jsou
ob¢ testovand potencialni 1é¢iva BA-12 a BP-14 odvozena. Kontrolnim
induktorem byl rifampicin (0,01 nM). Pro zhodnoceni, jestli jde o indukci
nebo ne je hranice dvojndsobku exprese. Roskovitin schopnost indukce
ABCBI prokéazal (3,14nasobek kontroly), zatimco oba jeho derivaty
neprokazaly vyrazné zvyseni exprese, naopak hodnoty exprese ABCBI po
expozici obéma latkam klesly. U BA-12 se namétena hodnota rovnala 0,85 a

u BP-14 to bylo 0,48. Jako kontrolu jsme pouzili 0,01 % DMSO (Obr. 6).

Po pilotnim experimentu se schopnosti indukce transportéri po 24-
hodinové expozici latkam, jsme provedli hodnoceni indukce ABCBI po 48
hodinach. Obé¢ testované latky jiz byly pouZity ve dvou koncentracich, BA-
12 (koncentrace 10 nM a 100 nM), BP-14 (koncentrace 0,1 nM a 25 nM),
roskovitin pak v koncentraci 100 nM, kontrolni induktor rifampicin opét v
koncentraci 0,01 nM. Mohli jsme vidét pouze lehkou zvySenou expresi u BA-
12, a to zvySeni o 1,11x v koncentraci 10 nM. V detesindsobné vétsi
koncentraci BA-12 dosSlo k zvySeni exprese pouze o 1,57. Obdobnych
vysledki jsme doséhli u BP-14, kdy u koncentrace 0,1 nM se exprese zménila
na 0,91nésobek. Stejny pokus u BP-14 jsme udélali i s koncentraci 25 nM,
kde kzvySeni doSlo na 1,26nasobek. U roskovitinu vySla exprese na

1,29nésobek (Obr. 7).
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Z téchto vysledkt je patrné, ze BA-12 i BP-14 vyrazné nezvysuji expresi

transportért.
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Obr.6: Exprese ABCBI1 v LS174T bunkdch po 24-hodinové kultivaci. Hodnoty byly
normalizovany k priuméru housekeeping genu B2M a HPRT1 + vztahnuté ke kontrole
(DMSO). V grafu vynesené hodnoty relativni exprese se smérodatnou odchylkou
(triplikat kazdého vzorku).
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Obr.7: Exprese ABCB1 v LS174T bunkach po 48-hodinové kultivaci. Hodnoty byly
normalizovany k priuméru housekeeping genu B2M a HPRT1 + vztahnuté ke kontrole
(DMSO). V grafu vynesené hodnoty relativni exprese se smérodatnou odchylkou (dva
biologicke replikaty v triplikaté pro kazdy vzorek).
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6.2. Exprese ABCG2

Expresi ABCG2 jsme hodnotili, stejné jako ABCBI, na bunétné linii
LS174T po 24-hodinové a 48-hodinové expresi latkami BA-12, BP-14,
roskovitinem a rifampicinem. U 24-hodinové expresi roskovitin, stejné jako
oba jeho derivaty, neprokazaly vyrazné zvySeni exprese. Hodnoty exprese
ABCG?2 po expozici BA-12 i roskovitinu klesly, kdezto u BA-14 byly lehce
zvysené. U BA-12 se naméifena hodnota rovnala 0,72, u BP-14 to bylo 1,42.
Jako kontrolu jsme pouzili 0,01% DMSO (Obr. 8).

Po experimentu se schopnosti indukce transportérii po 24-hodinové
expozici latkam, jsme provedli hodnoceni indukce ABCG2 po 48 hodinéch.
Ob¢ testované latky jiz byly pouzity ve dvou koncentracich: BA-12
(koncentrace 10 nM a 100 nM), BP-14 (koncentrace 0,1 nM a 25 nM),
roskovitin pak v koncentraci 100 nM, kontrolni induktor rifampicin opét v
koncentraci 0,01 nM. Mohli jsme vidét snizeni exprese u BA-12, a to na
0,91nasobek v koncentraci 10 nM. V 100 nM koncentraci BA-12 doslo
k zvySeni exprese pouze o 1,14. Obdobnych vysledka jsme dosahli u BP-14,
kdy u koncentrace 0,1 nM se exprese zvysila 1,07ndsobné. Stejny pokus u
BP-14 jsme ud¢lali i s koncentraci 25 nM, kde se naopak exprese sniZila na

0,60nasobek. U roskovitinu vysla exprese na 0,97nasobek (Obr. 9).

Z téchto vysledkt je patrné, Ze BA-12 1 BP-14 vyrazné nezvysuji expresi

transportéra.
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Obr. 8: Exprese ABCG2 v LS174T busikach po 24-hodinové kultivaci. Hodnoty byly
normalizovany k priioméru housekeeping genu B2M a HPRT1 + vztahnuté ke kontrole
(DMSO). V grafu vynesené hodnoty relativni exprese se smérodatnou odchylkou
(triplikat kazdého vzorku).
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Obr. 9: Exprese ABCG2 v LS174T bunkach po 48-hodinové kultivaci. Hodnoty byly
normalizovany k priuméru housekeeping genu B2M a HPRT1 + vztahnuté ke kontrole
(DMSO). V grafu vynesené hodnoty relativni exprese se smérodatnou odchylkou (dva
biologicke replikaty v triplikaté pro kazdy vzorek).
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7. Diskuze

V této praci jsme hodnotili nova potencionalni protinadorova léciva ze
skupiny derivati roskovitinu, BA-12 a BP-14, z pohledu schopnosti indukce
genové exprese ABCBI a ABCG2, genl kodujicich efluxni membranové
transportéry, jez jsou casto zodpovédné za vznik rezistence nadorovych
bunék. Na zaklad¢ predchozich studii vime, ze BA-12 1 BP-14 jsou latky
s potencialem inhibice ABC transportérii a prekonavani 1ékové rezistence
zprostiedkované pravé ABC transportnimi proteiny (Allegri et al. 2016;
Siroka et al. 2018).

Pilotni in vivo studie s pouzitim xenograftli prokazala snizeni velikosti
jaterniho nadoru po aplikaci BP-14. Jaterni tumory ptedstavuji nadory
s Castou rezistenci (velmi Casto prave na podkladé exprese ABC transportérit),
proto by pouziti BP-14 v kombinaci s dal$im cytostatikem (jeZ je substratem
ABCB1) mohlo vést k synergickému ucinku (Haider et al. 2013). Neovlivnéni
exprese ABC transportért pii1 expozici 1éCiva je v tomto piipad€ zadouci a je

pfiznivym faktorem v charakteristice téchto novych potencialnich 1é¢iv.

Interakce 1é¢iv s lékovymi transportéry je aktualni téma, které je
diskutovano nejen na trovni akademickych a vyzkumnych pracovist, ale téz
farmaceutického primyslu a regulacnich lékovych agentur (Brum 2020;
Zamek-Gliszczynski et al. 2012). Léc¢iva mohou interagovat na nékolika
urovnich, samy byt substraty transportérti a/nebo jejich funkci ovliviovat.
Ovlivnéni mize spocivat v genové indukci transportérii ¢i v inhibici funkce
vzniklého transportniho proteinu. Ob¢ situace vedou ke zméné
farmakokinetiky 1éciva, které je soucasné¢ podano a je substratem daného
transportéru. Dochéazi ke zméné koncentrace v misté uc¢inku, coZ mize vést
ke sniZeni ucinku 1éciva, nebo k vystupiiovani nezadoucich ucinki. U obou
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nasich testovanych latek vime, Ze jsou inhibitory ABCB1 i ABCG2, tedy maji
potencidl vyuziti jako modulator rezistence v nadorovych builkéach.
V piipadé, ze by expresi transportért jest¢ stimulovaly, tak by to znamenalo

rozvoj MDR a selhani terapie.

Pro vlastni gqRT-PCR analyzu jsme pouzili jsme tfi housekeepingové
geny, vici kterym jsme expresi vztahovali. Jeden housekeepingovy gen
(GAPDH) jsme vytadili na zaklad¢ jednoduché analyzy po spocitani hodnot
pruméru Ct a smérodatné odchylky. Nasledné jsme vyfadili gen s nejvyssi
variabilitou, ze dvou ostatnich s prokazanou stabilitou exprese jsme pak
kalkulovali geometricky primér, vici kterému byla exprese cilovych genii

ABCBI 1 ABCG2 vztahovana.

Na zaklad¢ naSich vysledkli vSak muZeme povazovat tyto derivaty
roskovitinu za vyhodnd 1éciva, kterd vyznamné nezvySuji expresi téchto
transportérii a nenavozuji tak MDR. Indukce ABCBI roskovitinem byla po
24-hodinové expozici viditelnd, ale v pfipadé 48-hodinové expozice se
nepotvrdila. Tato situace mohla nastat z toho diivodu, Ze roskovitin vyvolava
pouze kratkodobou zménu exprese, kterd po dvou dnech vymizi. Naopak,
zvySend exprese ABCB1 i ABCG2 byla potvrzena téz pro kontrolni induktor
rifampicin, aZ po 48 hodinach kultivace s LSC bunikami, zatimco po 24 hod
nebyla pozorovatelna. Vysvétleni miize byt v jiném mechanizmu a ovlivnéni
rozdilného stupné regulace genové exprese u dané bunécné linie. Pro ovéteni
téchto vysledkl by bylo nutné cely pilotni pokus rozsifit a ptedevsim ovéfit,
jestli bude mit vliv na néslednou expresi translatované¢ho proteinu a mohli
bychom ptedpokladat i naslednou zménu funkce transportérii (Hershey et al.
2012). Pokud by se tato skutecnost potvrdila, dochazelo by ke zvySenému
efluxu ABCBI substrati (napf. metotrexat, paklitaxel, topotekan, etoposid,

doxorubicin, daunorubicin, atd.) ven zbunék a tim k rozvoji rezistence

44



nadorl. Pro potvrzeni/vylouceni mozného mista novych testovanych derivatt
roskovitinu v terapii nddort bude nutné ziskat vice informaci o téchto latkach

1 prostfednictvim dalSich experimentalnich modelt.
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8. Zaver

Cilem prace bylo studium vlivu latek ze skupiny CDKi (roskovitin, BA-
12 a BP-14) na expresi vybranych 1ékovych transportérii na bunééné linii
lidského adenokarcinomu tlustého stfeva. Z naSich vysledkl je patrné, ze
latky BA-12 a BP-14 nezvysuji expresi ABCBI, ani ABCG?2, a to ani po 24-
hodinové, ani po 48-hodinové expozici. Tato vlastnost by byla v terapii
vyhodna a zaddouci, nebot’ by nedochazelo ke zmén¢ farmakokinetiky, ani ke

snizeni akumulace cytotoxickych 1ékti v nadorovych bunkéch.
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