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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Jakub Hofman

Skolitel: Prof. PharmDr. FrantiSek Staud, Ph.D.

Nazev dizertacni prace: Interakce inhibitori cyklin-dependentnich kinaz s ABC

lékovymi transportéry in vitro a in situ

V této praci jsme se zaméfili na studium farmakokinetickych interakci inhibitord
cyklin-dependentnich kindz (CDKi) s lékovymi efluxnimi transportéry breast cancer
resistance proteinem (BCRP) a P-glykoproteinem (P-gp). Pomoci akumulacnich a
transportnich metod jsme na bunééném modelu MDCKII-ABCG2 prokazali, zZe
purinové CDKi purvalanol A, olomoucin II, bohemin a roskovitin inhibuji BCRP.
S vyuzitim akumula¢nich metod a bunék MDCKII-ABCBI1 jsme dale ukazali, Ze
purvalanol A silné¢ inhibuje P-gp a Caste¢nd inhibice byla zaznamendna 1 u ostatnich
studovanych CDKi (olomoucin II, roskovitin, flavopiridol, SNS-032). Stejné bun&cné
modely jsme pouZili pro studium substratové afinity vybranych CDKi a pomoci
transportni metody jsme urcili olomoucin II jako dudlni substrait P-gp a BCRP.
Substratova afinita purvalanolu A k P-gp ani k BCRP nebyla prokazéana. Tato zjiSténi
jsme potvrdili s vyuzitim stanoveni ATPazové aktivity P-gp, které¢ dale odhalilo
skutecnost, Ze roskovitin je substratem P-gp a flavopiridol a SNS-032 nejsou P-gp
substraty nebo jsou pouze substraty s velmi nizkou afinitou. V dalsi ¢asti prace jsme
ov¢tili predchozi in vitro vysledky na organové urovni pomoci metody dudlni perfize
potkani placenty. Potvrdili jsme inhibici potkaniho Berp pomoci purvalanolu A,
olomoucinu II, boheminu 1 roskovitinu a substratovou afinitu olomoucinu II
k potkanimu P-gp i Berp. Zaroven jsme vyloucili substratovou afinitu purvalanolu A
k obéma testovanym transportérim. V zavéreCné casti studie jsme testovali nasi
hypotézu, Ze CDKi, které inhibuji Iékové transportéry, mohou zvysit akumulaci
soucasn¢ podanych cytotoxickych substrati a zaroven potencovat jejich ucinek svou
vlastni antiproliferativni a cytotoxickou aktivitou. Pro tento ucel jsme vyuzili metody

»~combination index method of Chou-Talalay*. Synergisticky ¢i alesponi aditivni efekt



byl pozorovan v kombinaci olomoucinu II a purvalanolu A s mitoxantronem, znamym
substratem BCRP, na tfech liniich pfirozené exprimujicich zna¢nd mnozstvi BCRP.
Nasi hypotézu jsme dale potvrdili pii kombinaci purvalanolu A, roskovitinu a
olomoucinu II s daunorubicinem (substrat P-gp), kdy jsme sledovali vyrazné¢ vyssi
synergisticky efekt t€chto kombinaci na linii MDCKII-ABCBI1 ve srovnani s parentnimi
bunikami. S ohledem na nase vysledky miizeme ocekavat znacny vliv testovanych CDKi
na farmakokinetické i farmakodynamické chovani soucasné podanych 1éCiv, ktera jsou
substraty BCRP nebo P-gp. Tuto skutecnost je tfeba mit na zfeteli v ptipadé mozného
zavedeni CDKi do klinické praxe. Nas piistup kombinujici CDKi, které inhibuji Iékové
transportéry, s cytotoxickymi substraty téchto transportérd, by alesponn ¢astecné mohl
pomoci pfekonat mnohocetnou 1ékovou rezistenci, kterd predstavuje jednu z nejvétSich

piekéazek v chemoterapii.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Mgr. Jakub Hofman

Supervisor: Prof. PharmDr. Franti$ek Staud, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Interactions of cyclin-dependent kinase inhibitors with

ABC drug transporters in vitro and in situ

In the present work, we focused on the study of pharmacokinetic interactions of
cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKi) with drug efflux transporters breast cancer
resistance protein (BCRP) and P-glycoprotein (P-gp). Using accumulation and transport
methods with MDCKII-ABCG2 cells, we showed purvalanol A, olomoucine II,
bohemine and roscovitine to inhibit BCRP. Employing accumulation method with
MDCKII-ABCBI cells, we further observed that purvalanol A potently inhibits P-gp
and partial inhibition was recorded in the case of other studied CDKi (olomoucine II,
roscovitine, flavopiridol, SNS-032). Transport method with the same cellular models
was used for the study of substrate affinity of olomoucine II and purvalanol A when
olomoucine II was determined to be a dual P-gp and BCRP substrate. Substrate affinity
of purvalanol A toward any of the transporters tested was not observed. These findings
were confirmed by the ATPase vesicular assay and using this experimental setup, we
further showed that roscovitine is a P-gp substrate. Flavopiridol and SNS-032 seem to
lack substrate affinity toward P-gp or to be P-gp substrates with a very low affinity. In
the following part of this work we verified our in vitro results at organ level employing
the method of dually perfused rat term placenta. We confirmed inhibition of the rat Berp
by purvalanol A, olomoucine II, bohemine and roscovitine and substrate affinity of
olomoucine II toward the rat P-gp as well as Bcrp. At the same time, we excluded the
substrate affinity of purvalanol A toward both examined transporters. In the final part of
the study, we tested our hypothesis that CDKi, which inhibit drug transporters, may
increase the accumulation of concomitantly administered cytotoxic substrates and, at the
same time, potentiate their effect by their own antiproliferative and cytotoxic activity.

Combination index method of Chou-Talalay was employed for this purpose. Synergistic



or at least additive effects were observed in the combinations of olomoucine II or
purvalanol A with mitoxantrone, an established BCRP substrate, in three cell lines
which express considerable amounts of BCRP. Our hypothesis was further confirmed in
the combinations of purvalanol A, roscovitine or olomoucine II with daunorubicin (P-gp
substrate) when significantly higher synergistic effects of these combinations were
observed in MDCKII-ABCBI cells in comparison with parent cells. In the light of our
results, it is possible to expect considerable impact of tested CDKi on the
pharmacokinetic as well as pharmacodynamic behavior of concomitantly administered
drugs, which are BCRP or P-gp substrates. This fact should be kept in mind in the case
of possible introduction of CDKi into the clinical area. Our approach combining CDKi,
which inhibit drug transporters, with the cytotoxic substrates of these transporters could,
at least partially, help overcome the multidrug resistance which constitutes one of the

main limitations in chemotherapy.
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1 Seznam zkratek

ABC
ABCBI
ABCG2
ABCP
AhR
Bcl-2
BCRP
CAK
CAR
CB
CDK
CDKi

CI

CIP
CR
Cyc
CYP

DMEM

DYRKIA

ERK

eGFP
EGFR

Fa

»ATP-binding cassette*, rodina transportéri vazajicich ATP
gen kodujici 1ékovy transportér P-gp

gen kodujici 1ékovy transportér BCRP

»placentarni ABC transportér®, alternativni nazev BCRP

»aryl hydrocarbon receptor®, transkripéni faktor

»B-cell lymphoma 2, rodina antiapoptotickych proteint

breast cancer resistance protein, 1ékovy efluxni ABC transportér
kinaza aktivujici CDK

»constitutive androstane receptor®, nuklearni receptor
cerebrospinalni bariéra

cyklin-dependentni kinaza(y), enzym(y) regulujici bunécny cyklus
inhibitor(y) cyklin-dependentnich kinaz

kombinacni index, parametr umoziujici kvantifikaci kombinacniho
ucinku

,CDK interacting proteins*, rodina endogennich inhibitort CDK
,corticosteroid receptor®, nuklearni receptor

cyklin, podjednotka cyklin-dependentnich kinaz

izoformy cytochromu P450

»Dulbecco's modified Eagle's” médium, médium pro kultivaci bunéénych
linii

»dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A“, signalni
protein kinaza

»extracellular signal-regulated kinases“, podrodina signalnich protein
kinaz

zeleny fluorescenéni protein
receptor pro epidermalni ristovy faktor
ovlivnéna frakce bun€k, parametr popisujici pocet zivych/mrtvych bunék

v kombinacénich studiich
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FBS

f/m

FTC
FXR
HEB
HIF-1
HIV
HTB
IAP
INK4

JAK

KIP
LY

Mcl-1

MDCKII-ABCBI1
MDCKII-ABCG2
MDCKII-par
MELK

MRP

NBD

NF-xB

NF-Y
OPT

PAK

fetalni bovinni sérum, aditivum do médii pro kultivaci bunécnych linii

pomgér fetalni koncentrace k matetské koncentraci, parametr slouzici pro
popis a porovnani vysledkti dualnich perfuzi potkani placenty

fumitremorgin C, potentni a specificky inhibitor BCRP
»farnesoid X receptor®, nuklearni receptor
hematoencefalicka bariéra

hypoxii indukovany transkripcni faktor 1

»human immunodeficiency virus*

hematotestikularni bariéra

»inhibitors of apoptosis®, rodina antiapoptotickych genti
»inhibitors of CDK4“, rodina endogennich inhibitorid CDK
»Janus kinases‘, podrodina signalnich protein kinaz

»C-Jun N-terminal kinases, podrodina mitogenem aktivovanych protein
kinaz

,Kkinase inhibitory proteins®, rodina endogennich inhibitorit CDK
LY335979, potentni a specificky inhibitor P-gp

»induced myeloid leukemia cell differentiation protein®, antiapoptoticky
protein

psi ledvinna linie MDCKII transdukovana lidskym ABCB1 genem
psi ledvinna linie MDCKII transdukovana lidskym ABCG2 genem
parentni psi ledvinnd MDCKII linie

»maternal embryonic leucine zipper kinase*, signalni protein kinaza

proteiny spojené s mnohocetnou 1ékovou rezistenci, podrodina 1ékovych
efluxnich ABC transportérii

nukleotidy vazajici doména, podjednotka ABC transportérii zodpoveédna
za hydrolyzu ATP

,huclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells®,
transkripcni faktor

»huclear factor Y, transkripcni faktor
Opti-MEM médium, médium pro kultivaci bunéénych linii

,»p21 activated kinases®, podrodina signalnich protein kinaz
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PBS
P-gp
PKC
PPAR-A
P-TEFb

PXR

Ras

Rb

RNPS1

SNP

Sp
Src

STAT

TFIIH

TMD

VEGF

XIAP

Poznamka

fosfatovy pufr, z angl. ,,phosphate buffered saline*

P-glykoprotein, 1ékovy efluxni ABC transportér

protein kinaza C, signalni protein kinaza

»peroxisome proliferator-activated receptor gamma*®, nukledrni receptor
»positive transcription elongation factor b, transkrip¢ni faktor
»pregnane X receptor*, nuklearni receptor

,retinoic acid receptor®, nuklearni receptor

podrodina signalnich protein kinaz, z angl. ,,rat sarcoma*
retinoblastomovy protein, protein regulujici bunéény cyklus
relativni fluorescen¢ni jednotky

»RNA-binding protein with serine-rich domain 1%, regula¢ni protein

transportni pomér, parametr slouzici pro popis a porovnani vysledki
transportnich experiment

zaména jednoho nukleotidu za druhy, zangl. ,single nucleotide
polymorphism*

»specificity proteins®, rodina transkripcnich faktort
podrodina signalnich protein kinaz, z angl. ,,sarcoma‘

»signal transducers and activators of transcription®, rodina transkripcnich
faktorti

»transcription factor I H, transkrip¢ni faktor

transmembranova doména, doména ABC transportérii prochéazejici skrz
bunécnou membranu

vaskularni epidermalni ristovy faktor

»X-linked inhibitor of apoptosis protein®, antiapoptoticky protein

V textu mohou byt geny a proteiny oznaceny velkymi nebo malymi pismeny v navaznosti na

soucasnd doporuceni,

zvirecich ekvivalenti.

kterd pouzivaji velkd pismena u lidskych genii/proteinii a mala pismena u
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2 Prehled soucasného stavu reSené problematiky

2.1 Lidské ABC transportéry

2.1.1 Obecna charakteristika lidskych ABC transportéru

Rodina ,,ATP-binding cassette” (ABC) transportérii piedstavuje nejpocetnéjsi a
nejlépe prozkoumanou skupinu transmembrdnovych proteintl, jejiz zastupce lze nalézt
jak v zivo€is$né, tak v rostlinné fisi. Charakteristickym rysem, jenz je spolecny pro vsech
48 u Cloveka dosud popsanych ABC transportérd, je schopnost aktivng, za hydrolyzy
ATP, ,,pumpovat® riznorod¢ latky ven z buiiky i1 proti vyraznému koncentraénimu

gradientu (Linton, 2007).

V zavislosti na sekvencni a strukturni homologii, kterd je obecné u ABC
transportérii silné evoluéné konzervovand, jsou jednotlivi zastupci fazeni do sedmi
podrodin oznadovanych A — G. Clenové ABCA podrodiny jsou piitomni piedevsim
ve tkanich nervového a krvetvorného systému a hraji roli v transportu lipidi mezi
bunécnymi organelami (Albrecht and Viturro, 2007; Mack et al., 2008; Takahashi ef al.,
2005). Nekteti zastupci ABCB podrodiny jsou vedle jejich vyznamné funkce
v transportu 1é¢iv zodpoveédni za intracelularni transport peptidd (Herget and Tampe,
2007). Podrodina ABCC obsahuje nejvétsi pocet 1ékovych transportérd, ale rovnéz
zastupce s odlisSnymi funkcemi (napt. ABCC7 — jediny zndmy transportér fungujici jako
chloridovy kanal) (Borst et al., 1999; Deeley et al., 2006). Podrodina genit ABCD
koéduje peroxizomalni tzv. ,,poloviéni* transportéry (z ang. half transporters), z nichz
nekteré jsou spojovany s neurodegenerativnimi onemocnénimi (Wanders et al., 2007).
Podrodiny ABCE a ABCF ptedstavuji strukturni vyjimku v rdmci ABC transportért,
jelikoz postradaji transmembranové domény, a podili se na translaci mRNA (Chen et
al., 2006; Kerr, 2004). Ve vyctu posledni podrodina (ABCG) patii, podobn¢ jako
ABCD, k ,,poloviénim* transportérim a mimo funkce v transportu 1é¢iv zastava také
roli v udrzovani homeostazy cholesterolu a ostatnich steroidi (Kusuhara and Sugiyama,

2007; Velamakanni et al., 2007).
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V ramci rodiny ¢asto byva vyclefiovana samostatna skupina n¢kolika vyznamnych
zastupcl, jejichz spojujicim ¢initelem je transport 1é¢iv (Fromm and Kim, 2011; You
and Morris, 2007). Lékové efluxni transportéry jsou predmétem naseho zkoumani, a

proto se této skupiné budu podrobné vénovat v nasledujicich podkapitolach.

2.1.2 Lékové efluxni transportéry

Do skupiny lékovych efluxnich transportérii byvaji tradicné fazeni zastupci ze
¢tyf podrodin — ABCA (ABCA2), ABCB (ABCBI1), ABCC (ABCC1-6 a ABCCl1) a
ABCG (ABCG2), nicmén¢ nedavné vyzkumy naznacuji, ze az 30 ABC transportérti se
muze podilet na transportu 1é¢iv (Gillet et al., 2007). Nejvyznamnéjsi Iékové
transportéry, u kterych je zndmo, Ze se podili na vzniku rezistence nadorovych bunék
k cytostatické 1écbe, jsou podrobné popsany v podkapitolach 2.1.6, 2.1.7 a 2.1.8.
Clenéni textu v téchto podkapitolach je nasledujici: historie a Givod, struktura, regulace

exprese, lokalizace a funkce, substraty, inhibitory, genetické polymorfizmy.

2.1.3 Struktura lékovych efluxnich transportéri

Primérni struktura 1ékovych efluxnich transportérii a obecné ABC transportért
predstavuje evoluéné vysoce konzervovany sled aminokyselin. V disledku toho je i
sekundarni struktura u vSech 1ékovych efluxnich transportéri velmi podobna a sklada se
z rizného poctu transmembranovych domén (TMD) a nukleotidy vazajicich domén

(NBD) (Zolnerciks et al., 2011; Linton, 2007).

TMD jsou tvotfeny Sesti az jedenacti helikdlnimi tseky spojenymi smyckami.
Typicky, tzv. ,,plny* 1ékovy transportér, obsahuje 2 TMD o Sesti helikalnich tusecich,
ale existuji téz zastupci, kteti maji jednu (,,polovi¢ni* transportéry) nebo dokonce

zadnou TMD (podrodiny ABCE a ABCF) (Schinkel and Jonker, 2003).

NBD, jejichz tkolem je vazat a hydrolyzovat ATP, obsahuji useky, které byly

identifikovany 1 v jinych proteinech vazajicich ATP, tzv. motivy ,,Walker A a B*.
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ABC transportéry obsahuji navic ,,signature (C)* motiv, kterym se od ostatnich ATP
vazajicich proteinii odliSuji. NBD mohou byt lokalizovany jak na N-, tak C-konci
molekuly proteinu a podobné jako u TMD také u NBD plati, ze se jejich pocet u
jednotlivych zastupct rizni (Hyde et al., 1990). Na zaklad¢ vyzkumu izolovanych NBD
nebo celych bakteridlnich ABC transportéri bylo zjist€éno, ze 2 NBD v typickém
»plném* transportéru jsou spojeny v disledku vazby ATP, coz zpisobuje konformacni
zménu proteinu. Plvodni konformace je nédsledné obnovena po hydrolyze a uvolnéni

ATP (Dean, 2009).

V tvorbé terciarni a kvarterni struktury mimo iontovych a hydrofobnich interakci
hraji esencialni roli (v intra- 1 intermolekuldrnim slova smyslu) téz disulfidové vazby
(Wakabayashi et al, 2007). Co se tyCe posttranslacnich modifikaci, vsSechny
transportéry jsou vice ¢i méné N-glykosylovany na extracelularnich smyckach, pfi¢emz
tato modifikace pravdépodobn¢ neni dilezita pro transportni funkci téchto proteini, ale
hraje diilezitou roli v stabilité ukotveni v membrané a pravdépodobné téz ve smérovani
do membrany (Schinkel et al., 1993). Struktura nejvyznamnéjsich 1ékovych transportéri

je shrnuta v Obr. 1.
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Obr. 1: Predpokladana sekundarni struktura nejvyznamnéjsich lékovych transportér tvorena
ruznym poctem TMD a NBD. Ptevzato a upraveno ze Schinkel a Jonker, 2003.
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2.1.4 Lokalizace a funkce l1ékovych efluxnich transportéri

Na prvni pohled je ziejmé, ze lokalizace 1ékovych efluxnich transportéri uzce
souvisi s jejich funkci. Pfitomnost a aktivita diskutovanych transportérti byla potvrzena
v organech s absorp¢ni a eliminacni funkci (jatra, stfeva, ledviny) a dale pak v télesnych
barierach (hematoencefalickd, placentarni a hematotestikularni bariéra) (DeGorter et al.,
2012). Lékové efluxni transportéry prenaseji celou fadu strukturné odlisnych xenobiotik
(1éciv, karcinogenii z potravy a zivotniho prostiedi) a jejich metaboliti, a skytaji tak
ochranu citlivym tkanim proti toxickému vlivu téchto latek (Szakacs et al., 2006).
Zaroven je Siroce akceptovana teorie, ze 1€kové transportéry spolu s biotransformacnimi
enzymy L. a II. faze vytvareji funk¢ni celek, ktery ma za kol branit vstupu a eliminovat
xenobiotika z organismu (Benet and Cummins, 2001; Benet et al., 1999; Szakacs et al.,
2008). Tuto teorii potvrzuje piekryvajici se lokalizace a substratova, inhibi¢ni a
indukéni specificita a v neposledni fadé 1 Castecné shodna regulace exprese téchto
protein. Mimo detoxikacni funkce se nékteré lékové transportéry podileji téZ na
transportu latek endogennich (lipidy, peptidy, vitaminy, cholesterol a ostatni endogenni
steroidy aj.), a maji tak diilezitou funkci v udrzeni homeostazy (Fromm and Kim, 2011;

You and Morris, 2007). Lokalizace 1ékovych transportérii je prehledné shrnuta v Obr. 2.

Obecné vzato, lékové efluxni transportéry do znané miry ovliviuji
farmakokinetické chovani svych substrati, a ovliviiuji tak jejich osud v organismu — od
absorpce, pies distribuci az k eliminaci (Petzinger and Geyer, 2006). Pokud jsou
souCasn¢ podany dva substraty s afinitou ke stejnému transportéru, mize mezi nimi
dojit k soupefeni a vzniku potencidlné nebezpecnych farmakokinetickych lékovych
interakci. Stejné tak aplikace inhibitoru transportéru mtize vyrazné ovlivnit dispozici
soucasn¢ podaného substratu, a tim jeho toxicitu (Giacomini et al., 2010). Na tuto

skutecnost je tieba brat zietel v klinické praxi.
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Obr. 2: Lokalizace 1ékovych transportérti v organizmu. Sipky znaéi smér, kterym jsou substraty
transportovany mezi piislusSnymi télnimi kompartmenty. Pismena oznacuji jednotlivé zastupce
podrodin 1ékovych transportéri. HEB — hematoencefalicka bariéra; CB — cerebrospinalni
bariéra; HTB — hematotestikularni bariéra. Pfevzato a upraveno ze Szakacs et al., 2006.

2.1.5 Mnohoéetna lékova rezistence

Lékové transportéry hraji v organizmu dileZitou detoxikacni a ochrannou roli,
zaroven ale negativn€ ovliviiuji prib¢h a uspéSnost farmakoterapie fady onemocnéni.
Efluxni aktivitou v nddorové tkéani snizuji akumulaci chemoterapeutik, a znemoziuji tak

jejich cytotoxicky a cytostaticky efekt (Fletcher ef al., 2010). Tento fenomén se nazyva
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mnohocetna 1€kova rezistence. Vyraz ,mnohocetnd™ souvisi s faktem, ze Iékové
transportéry jsou polyspecifické (tj. transportuji vice nez jeden substrat), a proto mohou
navodit rezistenci k vice cytostatikiim najednou. Pfimy vztah mezi zvySenou expresi
ABC transportérii a rozvojem mnohocetné 1€kové rezistence nadorovych bunék byl na
klinické urovni prokézan v ptipadé P-glykoproteinu a breast cancer resistance proteinu.
Ackoliv bylo demonstrovano, ze néktefi zastupci podrodiny ABCC transportuji
cytostaticka 1éCiva, korelace mezi zvySenou expresi téchto transportéri a rezistenci
nadort k chemoterapii nebyla na in vivo rovni dosud jednoznacné potvrzena (Szakacs

et al., 2006; Gillet et al., 2007).

Snizeni akumulace 1é¢iva v buiice dané jejim zvySenym vystupem z buiky je
hlavnim mechanizmem Iékové rezistence. Mezi dal§i mechanizmy patii zvySena
detoxikace v disledku indukce metaboliza¢nich enzymii (Stavrovskaya, 2000; Gillet
and Gottesman, 2010; Gottesman et al., 2002). Jako ptiklad mize byt uvedena zvySena
aktivace glutathion-S-transferazy, ktera je schopna navodit rezistenci nadorovych bun&k
k alkylujicim cytostatikiim (Tew, 1994). Zména biologickych struktur (zvySeni nebo
snizeni jejich aktivity/mnozstvi), které jsou cilem daného 1éciva, je dalsi variantou, jak
se mluze bunka stat rezistentni k farmakoterapii. Bylo napf. pozorovano, Ze snizeni
aktivity topoizomerazy II v disledku mutace vede ke vzniku rezistence k adriamycinu,
daunorubicinu, mitoxantronu ¢i etoposidu (Pommier ef al., 1994). Podobné amplifikace
genu pro dihydrofolat reduktdzu a jeji nasledné zvySené mnoZstvi je asociovano s

rezistenci k metotrexatu (Morales et al., 2009).

Dle toho, zda mnohocetna 1ékova rezistence vznikla pied nebo po zapoceti 1écby,
se tato d€li na vrozenou a ziskanou. Vrozend rezistence je ddna fyziologickou expresi
lékovych transportérti v tkani, z které tumor vznikl, a proto napf. nelécené karcinomy
ledvin, jater a stfev jsou vzhledem k ptirozené vysoké hladin€ P-glykoproteinu castecné
rezistentni k 1é¢bé cytostatiky, které jsou jeho substraty (Stavrovskaya, 2000). Velké
riziko predstavuje ziskana rezistence, kdy dochazi v priibéhu 1écby k selekénimu tlaku a
u prezivsich bunék je indukovano mnohondsobné zvyseni exprese 1ékovych transportéra
(Goldstein, 1996; Gillet et al., 2007). Tato indukce je mimo jiné zprostiedkovana
interakci 1é¢iva s nuklearnimi receptory PXR a CAR a naslednou vazbou komplexu
ligand-receptor na ,,xenobiotic response element” sekvenci pfitomnou v promotoru
transportéru (Kohle and Bock, 2009; Pascussi ef al., 2008; Miller, 2010). ZvySené

exprese transportéri v disledku 1écby mutize byt dosazeno téz aktivaci vyznamné
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signalni kaskady, jejimz stfedobodem je hypoxii indukovany transkripéni faktor 1
(HIF-1). Tento transkrip¢ni faktor je aktivovan reaktivnimi formami kysliku, které jsou
produkovany bud’ za hypoxickych podminek, nebo v dasledku plisobeni xenobiotik
(Kuo, 2009; Wartenberg et al., 2003). Hlavni mechanizmy vzniku mnohocetné 1¢kové

rezistence jsou schematicky popsany v Obr. 3
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Obr. 3: Hlavni mechanizmy vzniku tzv. ziskané 1ékové rezistence, kterd je indukovana
pritomnosti 1é¢iva. Pfevzato a upraveno z Fletcher et al., 2010.

Zvysena exprese lékovych transportérti je Casto v praxi korelovana s negativnim
vystupem a selhanim 1é¢by rakoviny (Nakanishi, 2007; Leonard et al., 2003). Analyza

exprese P-glykoproteinu a ostatnich 1ékovych transportérii tak logicky slouzi jako
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prognosticky marker pro odpovéd’ na 1écbu, vznik rezistentniho fenotypu a preziti (Del

Vecchio et al., 1999; Arts et al., 1999; Berger et al., 2005).

Ackoliv bylo jiz mnohokrat na in vitro Grovni demonstrovano, ze mnohocetnou
1ékovou rezistenci lze prekonat pomoci specifickych inhibitort 1ékovych transportéra
(Rabindran et al., 2000; Dantzig et al., 1996; Krishna and Mayer, 2000), snaha pienést
tuto strategii do klinické praxe stdle selhava. S inhibitory P-glykoproteinu bylo
provedeno nékolik desitek klinickych zkouSek, a ptfesto nebyl dosud zjistén vyrazny
benefit kombinace téchto latek s cytostatiky v 1écbé onkologickych pacientt.
Charakteristickou ptekazkou aplikace inhibitoru PSC-833 bylo sniZzeni metabolizmu a
systémové clearance soucasn¢ aplikovaného cytostatika, coz vedlo ke zvyseni
koncentrace cytostatika v plazmé nad toxickou mez. PSC-833 je inhibitorem
2. generace; u této generace byla prokazdna neziddouci inhibi¢ni aktivita vici
cytochromu CYP3A a nespecifické interakce s ostatnimi lékovymi transportéry.
Navzdory tomu, Ze inhibitory 3. generace, jako napf. zosuquidar, tariquidar ¢i elacridar,
jsou pln¢ specifické pro P-glykoprotein, ani u téchto latek nebyl prozatim v klinickém
zkuSeni prokdzan jednoznacny protinadorovy efekt (Szakacs et al., 2006; Fletcher et al.,

2010).

Mezi alternativni pfistupy slouzici k potlaceni mnohocetné 1ékové rezistence patii
inhibice specifickymi peptidy a protilatkami. Sharom et al. popsali inhibici
P-glykoproteinu pomoci peptidi reversinu 121 a 205, které¢ jsou v nizké koncentraci
substraty se silnou afinitou, a ve vysoké pak jeho inhibitory (Sharom et al., 1999).
Nedavno bylo demonstrovano, Ze peptidy napodobujici transmembranovou doménu
P-glykoproteinu jsou schopny obejit mnohocetnou lékovou rezistenci tim, Ze znemozni
normalni poskladani tohoto transportéru (Tarasova et al., 2005). U mysi bylo sledovano
uspéSné potlaceni mnohocetné lékové rezistence pomoci protilatek mifenych proti
P-glykoproteinu, aniz by doSlo k autoimunitni odpovédi (Mechetner and Roninson,

1992).

Snizeni exprese transportéru pomoci specifickych postupt je dalsi z metod, jak
zamezit 1ékové rezistenci vyvolané l€kovymi transportéry. Exprese transkripénich
represord, které se vazi na specifickd mista v promotoru genu kodujicim P-glykoprotein,
zpusobila selektivni sniZzeni exprese tohoto transportéru a obnoveni citlivosti

rezistentnich bundk k chemoterapii (Xu et al., 2002). Usp&iné a selektivni snizeni
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exprese bylo dosazeno téz pomoci metody RNA interference (Xu et al., 2004a; Pichler

et al., 2005).

Relativné jednoduchym piistupem, jak zamezit vzniku mnohocetné Iékové
rezistence, je vyvinout léCiva, kterd nejsou substraty lékovych transportért. Pritom
nemusi jit o zcela nova l1éCiva, ale je mozné pouze modifikovat ta stavajici. Jako piiklad
muze byt uveden analog kamptotecinu ST1481, ktery pfi zachovani cytostatického
ucinku ve srovnani s parentni latkou postrada substratovou afinitu k breast cancer

resistance proteinu (Perego et al., 2001).

2.1.6 P-glykoprotein (P-gp/ABCB1)

P-gp byl objeven v roce 1976 jako membranovy fosfoglykoprotein v rezistentnich
CHO buiikach a v soucasnosti je nejlépe popsanym Iékovym transportérem (Juliano and

Ling, 1976).

Tento 170 kDa protein spada do skupiny ,,plnych* transportérti, obsahuje 2 TMD
o Sesti helikalnich Gsecich a 2 NBD (Obr. 1). U odbornikti, zabyvajicich se strukturou
P-gp, jsou uznavany 3 mozné modely transportu pomoci P-gp: klasickd pumpa,
»vakuovy cistic“ a ,flipasa®“. U prvniho modelu substrat neinteraguje s membranou
viibec, u zbylych dvou se predpoklada, ze substraty pristupuji do jejich vazebného mista
z bunécné membrany. Transportér obsahuje vice specifickych vazebnych mist pro

jednotlivé substraty (Lin and Yamazaki, 2003; Sharom, 2008; You and Morris, 2007).

U lidi je P-gp kédovan jednim genem (ABCB1), zatimco u hlodavcei je potieba
dvou genti (Abcbla, Abcblb). Promotor genu ABCB1 neobsahuje TATA sekvenci, ale
invertovany CCAAT box, ktery interaguje s transkrip¢nim faktorem NF-Y, a dale
GC-bohaty element, ktery vaze transkripcni faktory Spl a Sp3 (Scotto, 2003). Tyto dvé
regulacni sekvence zajist'uji bazalni ¢ili konstitutivni expresi genu ABCBI1. Exprese
ABCBI je vysoce flexibilni a pohotové se méni jako odpovéd’ na rizné stresové stimuly
(tepelny Sok, zanét, hypoxie, xenobiotika, ozafeni UV ¢i radiace) aktivaci signéalnich
kaskad s iCasti protein kindzy C a mitogenem aktivovanych protein kinaz. Soucasti
kaskad je aktivace transkripénich faktort ,heat-shock factor 1 (tepelny Sok), NF-kB
(zanét, xenobiotika) a nuklearnich receptori RAR, FXR, PXR, CAR aj. (xenobiotika)
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(Miller, 2010; Scotto, 2003). Zakladni epigenetické mechanizmy, acetylace/deacetylace
histoni a metylace/demetylace promotoru, rovnéz ovliviiyji transkripci genu ABCBI
(Scotto, 2003). Translacni regulace exprese také hraje svou roli v fizeni exprese
ABCBI, bylo napft. pozorovano zvyseni stability mRNA ABCBI u bunék vystavenych

riznym stresovym stimulim (Yague et al., 2003).

P-gp je exprimovan v malé mife t¢éméf ve vSech tkanich, zatimco vysoké exprese
dosahuje pouze v nékolika specifickych organech (Staud et al., 2010). Jeho vysoka
exprese byla prokdzana v apikdlni membrané enterocytli od duodena po rektum, kde
svou efluxni aktivitou pisobi spolu s CYP3A4 jako bariéra proti vstupu xenobiotik do
krevniho obé&hu pfi peroralnim podani. Timto vyrazné snizuje biologickou dostupnost a
absorpci 1é¢iv, kterd jsou jeho substraty. Zaroven se aktivné podili téz na exkreci do
stolice (Lin and Yamazaki, 2003; DeGorter et al., 2012). V souvislosti s elimina¢ni
funkei je nutné zminit jeho vysokou expresi v apikdlni kanalikuldrni membrané
hepatocytii (exkrece 1é€iv do zluce) a v apikalni membrané proximalnich tubull ledvin
(aktivni sekrece do moci). P-gp vneposledni tadé téz ovliviuje distribucni fazi
farmakokinetiky skrze svou aktivni pfitomnost v fad¢ télesnych bariér. V endotelidlnich
buitkdch mozkovych kapilér tvoii funkéni soucast hematoencefalické bariéry a omezuje
vstup xenobiotik do mozku (Cascorbi, 2011; Lin and Yamazaki, 2003). Vyrazna
exprese P-gp byla prokdzana v hematotestikuldrni bariéfe (endotelialni bunky kapilér
varlat, Sertoliho a Leydigovy buiky), kde se podili na ochran¢ vyvijejicich se spermii
pfed toxickym vlivem xenobiotik (Su ef al., 2011). Svou efluxni aktivitou v apikalni
membrané placentarniho syncytiotrofoblastu P-gp brani ptrestupu toxickych latek
z mateiské do fetalni cirkulace, a hraje tak vyznamnou roli v ochrané plodu (Ceckova-
Novotna et al., 2006). Soucasn¢ je P-gp ve zvySené mife exprimovan v nékterych
nadorech, kde dosahuje 1 né&kolikanasobnych hodnot exprese v porovnani
s fyziologickymi podminkami a navozuje mnohocetnou 1ékovou rezistenci (Leonard et

al., 2003). Pro lepsi piedstavu je lokalizace P-gp popsana v Obr. 4.

P-gp vyrazné ovlivituje farmakokinetické chovani mnoha strukturné odliSnych
1é¢iv. Transportuje predevsim lipofilni nebo slabé bazické ¢i kyselé organické molekuly
o molekulové hmotnosti od 200 do 1900 Da. Velmi vyznamnou skupinu substratt P-gp
tvoii cytostatika (alkaloidy barvinku, mandragory a tisu, antracykliny a kamptoteciny)
vzhledem k schopnosti P-gp navodit mnohocetnou lékovou rezistenci bunék k 1écbé

témito chemoterapeutiky. P-gp transportuje 1éCiva 1 z fady dalSich farmakologickych
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skupin, napt. nékteré zastupce HIV protedzovych inhibitorii, analgetik, antihistaminik,
antagonisti H, receptorti, imunosupresiv, antiobezitik, statinli, antiemetik,
antihelmintik, antiarytmik, blokatorG vépnikovych kandli, srde¢nich glykosidd,
inhibitorii tyrozin kinaz, antipsychotik, antihypertenziv, antibiotik a steroidi (Sharom,

2008; Schinkel and Jonker, 2003; Cascorbi, 2011).

LIVER
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Hepatocyte
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Renal proximal
tubular cell

INTESTINE

Apical membrane - lumen

Tight junction
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Lumen of seminiferous tubule (sperm)

Basolateral membrane Blood

Obr. 4: Lokalizace P-glykoproteinu v tkanich lidského téla. Prevzato ze Staud et al., 2010.

Inhibitory P-gp jsou tradicné d¢leny do tii generaci. Inhibitory 1. generace
(verapamil, cyklosporin A, tamoxifen) a 2. generace (PSC833, VX-710, MS-209,
GF120918) maji oproti inhibitorim 3. generace (LY335979, XR9576, OC144-093)
nevyhodné vlastnosti (niz8i inhibi¢ni potence, mimo P-gp interaguji také s ostatnimi
biologickymi strukturami, transportéry a biotransformacnimi enzymy, neplsobi

alosterickym mechanizmem, ale samy vykazuji substratovou afinitu, jsou relativné

23



cytotoxické a ovliviluji expresi transportéru) (Yang et al., 2008). Zatimco inhibice P-gp
s sebou pfinasi moznost vzniku zavaznych 1ékovych interakci, zaroven skytd moznost
dosahnout terapeuticky uc¢innych koncentraci v télesnych barierach, napt. pro 1écbu
plodu ¢i mozkovych dysfunkei (Lin and Yamazaki, 2003). I pfes dosud neuspokojivé
vysledky onkologickych klinickych studii je inhibice P-gp stdle uznavanou potencidlni
metodou prekonani mnohocetné 1€ékové rezistence, jiz se vénuje obrovska pozornost, a
logicky existuje snaha vyvinout nové inhibitory, které budou vykazovat jesté vyssi

potenci, specificitu a vyhodnéjsi farmakokinetické a netoxické vlastnosti.

Bylo prokazano, ze gen ABCBI je vysoce polymorfni a do dneska bylo objeveno
asi 100 genetickych variant tohoto genu. Vzhledem k tomu, ze mutace a SNP (zaména
jednoho nukleotidu za druhy, z angl. ,,single nucleotide polymorphism®) mohou mit za
nasledek zménu aktivity nebo i exprese proteinu, je farmakogenomice P-glykoproteinu
vénovana velka pozornost. Nejzndméjsi variantou je SNP C3435T, ktery byl pivodné
asociovan se snizenou expresi ABCBI1 ve stfevé a zvySenou biologickou dostupnosti
digoxinu (Hoffmeyer et al., 2000). Nicméné souvislost s vlivem této alelické varianty
na snizeni exprese ABCB1 byla pozdéji vyvracena a jako mozny nasledek tohoto
polymorfizmu byla pfijata zména aktivity (Cascorbi, 2006; Leschziner et al., 2007).
Druhym nejzndméjSim SNP je G2677T, ktery je spojovan s odlisSnou odpovédi na lécbu
statiny mezi jednotlivci s riznym pohlavim a z riznych etnickych skupin (Kajinami et
al., 2004). Vyskyt mutaci a SNP mize korelovat s vy$sim vyskytem chorob, jako je
Crohnova choroba ¢i ulcerativni kolitida, jak bylo demonstrovano u mutace A893S/T a
SNP C3435T (Brant et al., 2003; Schwab et al., 2003). Naopak bylo zjisténo, ze
polymorfizmy G2677T a C3435T, které¢ se ve zvySené mife vyskytuji u cinskeé
populace, pozitivné pusobi na akumulaci antiparkinsonika budipinu v mozku diky
snizené aktivit¢ P-gp, coz ma za nasledek vysSi uspéSnost 1écby touto latkou ve

srovnani s ostatni populaci (Tan et al., 2005).
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2.1.7 Breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG?2)

BCRP je nejpozdéji objevenym ¢lenem skupiny l1ékovych efluxnich transportéri.
Poprvé byl popsan Doylem et al. jako hlavni faktor pfispivajici k adriomycinové
rezistenci u bunécné linie odvozené od rakoviny prsu (MCF-7 AdrVp) (Doyle et al.,
1998). Odtud plyne jeho jméno, které se s postupem casu ukazalo jako nepfili§ trefné,
protoze jeho vyskyt a funkce zdaleka nejsou omezeny pouze na karcinom prsu.
Prvenstvi jeho objevu byva pfipisovano jesté dalSim dvéma laboratofim (Allikmets et
al., 1998; Miyake et al., 1999). Allikmets pojmenoval tento protein pro jeho vysokou
expresi v lidské placenté jako ABCP (,,placentarni ABC transportér®), nicméné tento

nazev nebyl oficidlné pfijat a byl pozdéji definitivné nahrazen nazvem BCRP.

BCRP patii do podrodiny G, kterd je charakteristickd tim, Ze se jednd o
»poloviéni* transportéry. 72 kDa protein se skldda z pouze jedné TMD a jedné NBD
(Obr. 1). Pivodné se ptedpokladalo, ze ,,polovi¢ni transportéry* musi pro vytvoieni
funkéniho proteinu homo- nebo heterodimerizovat (Litman et al., 2001). Dle novéjsich
studii vSak tyto transportéry funguji jako homotetramery (Xu et al., 2004b) nebo
homooktamery tvofené c¢tyfmi homodimery (McDevitt et al., 2006). Pfi spojovani
jednotlivych podjednotek hraji esencidlni roli disulfidové vazby a sacharidové
posttransla¢ni modifikace. Pokud nedojde k témto modifikacim, nefunk¢ni protein je
oznacen ubiquitinem a odsouzen k degradaci v proteazomu (Wakabayashi-Nakao et al.,

2009; Wakabayashi et al., 2007).

Gen ABCGQG2 stejné jako ABCB1 v promotoru postrada sekvenci TATA a jeho
konstitutivni exprese je fizena CCAAT sekvenci a Spl transkripénim faktorem
vazajicim se na prislu§na vazebnd mista (Staud and Pavek, 2005). Promotor ABCG2
obsahuje elementy odpovidajici na estrogen a progesteron, pificemZz hormony
17B-estradiol a progesteron zvySuji expresi ABCG2 skrze aktivaci estrogenového a
progesteronového transkripéniho faktoru (Ee ef al., 2004; Mo and Zhang, 2012).
V promotoru ABCG2 lze nalézt i tfi elementy odpovidajici na hypoxii, s ¢imZ souvisi
zvySena exprese ABCG2 pii  hypoxickych podminkadch zahrnujici plisobeni
transkripcniho faktoru HIF-1 (Krishnamurthy et al., 2004). Z dalSich prokazanych
transkripcnich faktort a nukledrnich receptorti podilejicich se na fizeni exprese ABCG2

1ze jmenovat AhR, PPAR-A, NF-kB, PXR, CR (Mo and Zhang, 2012). VSechny tyto
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receptory a faktory jsou vice ¢i méné spojeny s odpovédi na stresové stimuly, jako jsou
onemocnéni ¢i xenobiotika, coZ souvisi s obrannou funkci BCRP. Béhem wvzniku
rezistentniho fenotypu byla pozorovana hyperacetylace histonli a demetylace promotoru
ABCG?2, coz poukazuje na pravdépodobnou roli epigenetickych mechanizmu v fizeni
exprese tohoto genu (To et al., 2006; To et al., 2008). Posttranskripéni regulace je mimo
jiné zajistovana pomoci mikroRNA, se snizenim exprese jsou spojovany sekvence hsa-
miR-520h a miR-328 (Wang et al., 2010; Pan et al., 2009). Tzv. genova amplifikace
(duplikace genu v rdmci genomu) hraje vyznamnou roli ve zvySeni exprese ABCG2 i
diive diskutovaného ABCBI a uplatiiuje se predevsim pii rozvoji mnohocetné 1€kové

rezistence u nadorovych bunék (Mo and Zhang, 2012).

BCREP stejné jako P-gp vyrazné ovliviiuje farmakokinetické chovani riznorodych
latek (od absorpce, ptes distribuci az po eliminaci) a svou efluxni aktivitou v télesnych
bariérach chrani citlivé tkdné pfed toxickym vlivem xenobiotik (Staud and Pavek,
2005). Neni proto divu, Ze se tkaniova lokalizace téchto dvou lékovych transportérti do
znaéné miry piekryva. BCRP byl detekovan v apikalni membrané enterocytl (s nejvyssi
expresi v duodenu) a v apikdlni kanalikularni membrané hepatocytd, kde ovliviiuje
absorpéni a eliminaéni fazi farmakokinetiky. Aktivita tohoto transportéru byla
prokdzana také v apikdlni membran€ proximalnich tubull ledvin (aktivni sekrece do
moci). Exprese genu ABCG2 byla popsdna v hematoencefalické a hematotestikularni
bariéfe, pficemz BCRP jako funk¢ni jednotka téchto bariér skytd ochranu citlivym
mozkovym bunikdm a spermiim pied toxickym vlivem xenobiotik (You and Morris,
2007; Mo and Zhang, 2012). Mimotadné vysokd exprese BCRP byla pozorovana
v apikdlni membrané placentarniho syncytiotrofoblastu, pficemz zde dosahuje o tad
vysSich hodnot nez exprese P-gp. BCRP v placenté vyrazné omezuje piestup xenobiotik
z matefské do fetalni cirkulace, a pfispiva tak k ochran€ plodu pied jejich Skodlivym
vlivem (Ceckova et al., 2006; Hahnova-Cygalova et al., 2011). Mimo tato tradi¢ni mista
vyskytu byla vyraznid exprese popsana téz v cévach ob&hového systému, déloze a
déloznim c¢ipku, kmenovych buitkach a mlécné zlaze, kde se BCRP podili na aktivni
sekreci xenobiotik do mléka (You and Morris, 2007; Mo and Zhang, 2012). Vysoka
exprese ABCG2 byla pozorovdna u mnoha druhli malignit, kde souvisi s rozvojem
mnohocetné 1€ékoveé rezistence k chemoterapii (Robey et al., 2007). Pfehled vyskytu a

funkce BCRP v organizmu je zndzornén na Obr. 5.
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Obr. 5: Schéma lokalizace a funkce BCRP v organizmu. Pfevzato a upraveno ze Staud a Pavek,

Stejné jako je vyrazny piekryv v lokalizaci a funkci BCRP a P-gp, podobny je i

prekryv v jejich substratové afinit¢. BCRP je vSak na rozdil od P-gp schopen

transportovat také kladné€ a zaporné nabité molekuly, organické anionty a sulfatové a

glukuronidové konjugaty (Staud and Pavek, 2005). BCRP je schopen navodit

mnohocetnou lékovou rezistenci rakovinnych bunck vici nékterym zastupcim
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antimetabolitd, alkaloidli mandragory, antracyklini a kamptotecinti, inhibitorti tyrozin
kindz a cyklin-dependentnich kindz. Mezi jeho dalSi substraty patii 1é¢iva ze skupiny
antivirotik, statind, antibiotik, blokatorti vapnikovych kanali a také antagonista
H2 receptori cimetidin a perordlni antidiabetikum glyburid. BCRP mimo [é¢iv
ovlivituje dispozici endogennich latek (vitaminy, steroidni hormony, jejich prekurzory a
sulfatové konjugaty, porfyriny, kyselina mocova), a ma tak dualezity vliv na udrzeni
normalniho metabolizmu a homeostazy (Mo and Zhang, 2012; Fromm and Kim, 2011;

Natarajan et al., 2012; Sharom, 2008).

Cilena inhibice BCRP je asociovéana jednak s moznosti pfekonani mnohocetné
1ékové rezistence nebo téz zlepSeni farmakokinetického profilu Spatn¢ absorbovanych
substrati. Mykotoxin fumitremorgin C a jeho analog Ko143 jsou znamymi modelovymi
inhibitory BCRP pouZivanymi ve vyzkumu, u nichZ bylo prokdzano, Ze jsou specifické
pro tento transportér (Rabindran et al, 2000; Allen et al., 2002). BCRP muze byt
inhibovdn 1 fadou 1éCiv, znichz jmenuji napt. kortikosteroidy, antivirotika,
imunosupresiva nebo inhibitory tyrozin kinaz (You and Morris, 2007). Vzhledem
k Siroké distribuci BCRP v organizmu a jeho mnohocetnym funkcim je tfeba dbat
opatrnosti pii systémovém podani inhibitorit BCRP z divodu neptedvidatelného
farmakokinetického chovani soucasné podanych substrati a moznému vyskytu toxicity.
Mezi alternativni ptistupy pro potlac¢eni funkce BCRP patii princip RNA interference ¢i

aplikace specifickych protilatek (Mo and Zhang, 2012).

BCRP je podobné jako P-gp vysoce polymorfni, pfi¢emZ né€které alelické varianty
mohou vyrazné ovliviiovat farmakokinetické chovani substrati tohoto proteinu.
Alelické varianty F208S a S441IN snizuji mnozstvi BCRP. Nefunkéni protein je
oznacen ubiquitinem a degradovan v proteazomu (Nakagawa et al., 2008). Ziejmé&
nejvyznamnéjsi SNP je C421A; fada vyzkumnych skupin potvrdila sniZenou expresi a
transportni funkci u této varianty a zvySenou biologickou dostupnost topotekanu a
diflomotekanu u onkologickych pacientli (Mizuarai et al., 2004; Sparreboom et al.,
2005; Sparreboom et al., 2004). Na druhou stranu polymorfizmy s sebou mohou
pfinaset zvySené riziko vzniku chorob. Napi. u populace nesouci SNP C421A byla

pozorovana hypeurikemie a zvySené riziko vyskytu dny (Woodward et al., 2011).
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2.1.8 Proteiny spojené s mnohocetnou lékovou rezistenci

(ABCC/MRP)

Podrodina C ptedstavuje posledni skupinu lékovych transportérd, u nichz byla
prokazana souvislost s Iékovou rezistenci. Farmaka a jejich konjugaty transportuje
prvnich 8 ¢lend (MRP1 - 8), pricemz nejduilezitéjsi jsou MRP1 - 5. Jako prvni zastupce
byl objeven MRP1 v roce 1992 (Cole et al., 1992).

Zatimco struktura MRP4 a 5 odpovida typickému ,,plnému transportéru, jedna z
transmembranovych domén zastupci MRP1, 2 a 3 obsahuje jedenact helikalnich usekt
namisto Sesti (Obr. 1). Podrodina C obsahuje v porovnani s ostatnimi podrodinami ABC
transportérii specifické sekvencni odchylky v obou NBD, coZ poukazuje na spole¢nou

evoluci ¢lent této podrodiny (Deeley et al., 2006).

Regulace exprese u podrodiny C je mnohem méné prozkoumana nez u obou
transportértt diskutovanych v piedchozich podkapitolach (P-gp, BCRP). Existuji
dikazy, ze inducibilni forma fizeni exprese zahrnuje ptsobeni transkripénich faktori a
nuklearnich receptorii, které jsou spojené s odpovedi na stres (CAR, PXR, FXR, HIF-1
aktivovany reaktivnimi formami kysliku, PPAR-L) (Gerk and Vore, 2002; Kast et al.,
2002; Payen et al., 2001; Johnson and Klaassen, 2002). Cim dal vice je zteymé, Ze
stresova signalizace je spojujicim regula¢nim ¢lankem pro vSechny lékové transportéry
a zaroven 1 pro nekteré biotransformacni enzymy, coz zce souvisi s jejich spolecnou

ochrannou a detoxika¢ni funkci v organizmu (Xu et al., 2005).

Zastupci podrodiny C vyrazné ovliviiuji exkreci a eliminaci endogennich latek 1
xenobiotik, coz je jejich hlavni funkce v organizmu, a zdroven jsou zodpovédné za
proces enterohepatalni cirkulace (Deeley et al., 2006). MRP1 je detekovatelny v mnoha
tkanich, zejména v plicich, varlatech, ledvinach, srde¢nim a pfi¢né¢ pruhovaném
svalstvu a v placenté. Polarizace jeho umisténi v membranach je rtznd (apikalni
v syncytiotrofoblastu, bazolateralni v bariéfe hematoencefalické a hematotestikuldrni).
MRP2 je vyrazné exprimovan v apikdlnich membranach hepatocytli, enterocytd a
proximalnich tubulli ledvin, coz souvisi sjeho exkrecni funkci. Déle je pfitomen
v apikdlni membrané placenty, v plicich a Zlu¢niku. Fyziologicky neni exprimovéan

v hematoencefalické ani hematotestikuldrni bariéfe, nicméné za urcitych podminek
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muze dojit k jeho ,,upregulaci® a ovlivnéni vstupu napft. antiepileptik do mozku (Deeley
et al., 2006; You and Morris, 2007). Signifikantni exprese MRP3 byla pozorovana
v bazolateralni membrané hepatocytti, v distalnich tubulech ledvin, ve stfeve, placenté,
zluéniku a nadledvinach. Apikalni lokalizace MRP4 byla detekovana v proximalnich
tubulech ledvin a endotelu mozkovych kapildr. Bazolaterdlni orientace MRP4 se
potvrdila v bunikdch hematoencefalické bariéry a hepatocytech, pricemz v jatrech je
bazalni exprese nizkd. Mimoto byla exprese MRP4 sledovana v astrocytech,
erytrocytech, pyramidalnich neuronech a hladkém svalstvu gastrointestinalniho traktu.
MRPS5 byl detekovan v epitelu mocové trubice, pii€né pruhovaném svalstvu, srdecnich
myocytech, astrocytech a pyramidalnich neuronech. Apikalni lokalizace byla popséna
v endotelu kapildr hematoencefalické bariéry, bazolaterdlni orientace pak
v syncytiotrofoblastu placenty (Fromm and Kim, 2011; You and Morris, 2007). A¢koliv
je vSech prvnich 5 zastupci podrodiny C schopno navodit rezistenci nadorovych bunék
k cytotoxickému ucinku cytostatik in vitro, klinickd souvislost mezi jejich zvySenou
expresi a vznikem rezistentniho fenotypu nadoru in vivo nebyla dosud jednoznaéné

potvrzena (Gillet et al., 2007).

MRP transportéry vykazuji substratovou afinitu k polarnim organickym
aniontim a jejich konjugatim (sulfaty, glukuronidy). MRPI a 2 transportuji
redukovanou 1 oxidovanou formu glutathionu, a ucastni se tak ochrany bunék pied
oxida¢nim stresem. Glutathion aktivuje ATPazovou aktivitu MRP1 a 2 a je vyzadovéan
pro transport ostatnich substratl (pravdépodobné je s nimi kotransportovan) (Homolya
et al., 2003). MRP transportuji fadu endogennich latek (bilirubin, prekurzory muzskych
i Zenskych  pohlavnich  hormonti, prostaglandiny, leukotrieny, cyklicky
guanozinmonofosfat a adenozinmonofosfat aj.), a podili se tak na regulaci
fyziologickych déji (Deeley et al., 2006; Fromm and Kim, 2011; You and Morris,
2007). Vedle endogennich latek se ¢lenové podrodiny C podili na transportu cytostatik
ze skupin antimetabolitli, alkaloidl barvinku a mandragory, inhibitordl topoizomerazy I
a dale téZ na transportu cisplatiny. Ztejmy je prekryv se substratovou afinitou ostatnich

1ékovych transportért (Szakacs et al., 2006).

Mezi inhibitory MRP patii MK571 (antagonista receptorii pro leukotrien D4),
antiuratikum probenecid a antidiabetikum glyburid. MRP1 je inhibovan nespecifickym
P-gp inhibitorem 2. generace VX-710, ktery mimo MRP1 a P-gp inhibuje i BCRP. Mezi
specifické inhibitory MRP1 jsou fazeny bicyklické izoxazoly LY465803 a LY475776
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(Deeley et al., 2006). Vzhledem k tomu, Ze glutathion je vyZadovan pro aktivitu MRP1
a 2, stala se tato molekula cilem pro navrh alternativnich inhibi¢nich strategii. Jeden
z téchto piistupit vyuziva blokady syntézy glutathionu pomoci inhibitoru glutathion
syntetazy DL-buthionin-(S,R)-sulfoximinu (Zaman et al., 1995). Usp&$né inhibice bylo
dosazeno také pomoci peptidovych analog glutathionu (O'Brien et al., 1999). Pii
pfekonani mnohocetné 1ékové rezistence zprostiedkované MRP pomoci inhibice téchto
transportért je tieba mit na zieteli nepfedvidatelnou zménu farmakokinetického chovani
jeho substrati, ktera miize vést k systémové toxicité. Vzhledem k vyzna¢né funkci MRP
v transportu dilezitych endogennich latek muze jejich inhibice téZ negativné ovlivnit

homeostazu.

SNP ¢i mutace v genu MRP transportérii mohou mit za nasledek zménu jejich
aktivity, exprese ¢i lokalizace, a mohou tak ovlivnit farmakokinetické chovani MRP
substrati a mnohocetnou 1ékovou rezistenci u jedincl nesoucich tyto genetické
odchylky. Dale jsou polymorfizmy ABCC spojeny se vznikem chorob, jako napf.
Dubin-Johnsontiv syndrom charakterizovany hyperbilirubinemii (ABCC2), dédi¢né
dermatologické onemocnéni pseudoxanthoma elasticum (ABCC6), cysticka fibroza
(ABCC7), hyperinzulinemickd hypoglykémie u déti (ABCCS8) ¢i dilatovana
kardiomyopatie (ABCC9) (You and Morris, 2007).
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2.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinaz (CDKi)

2.2.1 Cyklin-dependentni kinazy a jejich funkce

Cyklin-dependentni kindzy (CDK) spadaji do rozsahlé rodiny protein kinaz,
jejichz spojujicim rysem je regulace cilovych struktur pomoci fosforylace. V lidském
genomu bylo doposud odhaleno 21 gent pro CDK, pficemz vétSinu lze zatadit do dvou
hlavnich skupin — prvni reguluje bunécny cyklus, zatimco druhé tidi transkripci gent.
Aktivita CDK stfidavé stoupa a klesa s tim, jak buiika postupuje bunéénym cyklem.
Tyto pravidelné oscilace vedou k cyklickym zménam ve fosforylaci vnitrobunéénych
proteint, které iniciuji nebo reguluji hlavni body bunééného cyklu — replikaci DNA,
mitdzu a cytokinezi. Cyklické zmény aktivity CDK jsou zavislé na ¢innosti komplexni
samotny nazev CDK, ptedstavuji cykliny, které po navazani na CDKs probouzi jejich
protein kinazovou aktivitu. Zatimco koncentrace jednotlivych cyklini v pribéhu
bunééného cyklu stoupd a klesa, hladina CDKs zlstdva po celou dobu piiblizné
konstantni (Alberts et al., 2002; Malumbres and Barbacid, 2005; Malumbres et al.,
2009).

2.2.2 Hlavni principy regulace CDK

Aktivace CDK nastavd po spojeni s piislusnou cyklinovou podjednotkou
(A — T), inhibice je zprostfedkovana vazbou endogennich inhibitorit (INK4, CIP/KIP)
na komplex CDK-cyklin. Skupina INK4 endogennich inhibitort (p15, p16, p18, p19)
inhibuje komplexy CDK-cyklin D (CDK 2, 4 a 6). Skupina CIP/KIP (p21, p27, p57)
inhibuje komplexy CDK2-cyklin E a CDK2-cyklin A (Sherr and Roberts, 1999; Sherr
and Roberts, 1995). CDK jsou aktivovany fosforylaci kinazou aktivujici CDK (CAK;
komplex CDK7-cyklin H-MAT1) (Harper and Elledge, 1998) a mohou byt

prostiednictvim fosforylace téz inaktivovany (Morgan, 1995).
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2.2.3 CDK regulujici bunécny cyklus

Prichod fazi Gl a piechod G1/S je fizen retinoblastomovym proteinem (Rb)
(Weinberg, 1995). Aktivni defosforylovany Rb je vdzan na transkripéni faktory ze
skupiny E2F, které jsou touto vazbou inhibovany (Dyson, 1998; Malumbres and
Barbacid, 2001). V prubéhu pifechodu G1/S je Rb nejprve castecné deaktivovan
komplexy CDK4-cyklin D a CDK6-cyklin D, v dasledku ¢ehoz dojde k ¢asteCnému
uvolnéni E2F a k transkripci cyklinu E. Cyklin E se spoji s CDK2 a komplex nésledné
pln¢ fosforyluje Rb, coz vede kuplnému uvolnéni transkripénich faktort E2F a
transkripci genti nutnych pro vstup do S faze (Sherr, 2000). Casné po vstupu do S faze
jsou cykliny D a E degradovany (Elledge and Harper, 1998). Komplex CDK2-cyklin A
provadi bunku S fazi, fidi expresi proteinii ucastnicich se syntézy DNA a zaroven
inhibuje transkripéni faktory skupiny E2F (Ford and Pardee, 1998; Xu et al., 1994).
V pozdni S fazi a béhem G2 faze stoupa exprese cyklinii A a B a aktivita CDK1-cyklin
A (Dehay and Kennedy, 2007). Pfrechod G2/M je zahajen aktivaci CDC25 fosfatazy,
kterd odstraiiuje inhibi¢ni fosfatové skupiny z komplexu CDKlIl-cyklin B a tento
nasledné spousti procesy rozvolnéni jaderné membrany a kondenzace chromatinu
(Sausville, 2002). Signalni drahy ATM-Chk2 a ATR-Chk1 kontroluji aktivitu CDC25 a
brani ptechodu do M féaze v pfipadg, Ze zaregistruji poskozeni DNA (Smith et al.,
2010). CDK3 je také spojena sregulaci bunééného cyklu a pravdépodobné se za
fyziologickych podminek podili na inaktivaci Rb (Malumbres and Barbacid, 2005). Na
druhou stranu bylo popsano, ze CDK3 vaze cyklin C a stimuluje Rb béhem vystupu
z GO faze u rakovinnych bunék (Ren and Rollins, 2004). Schéma funkce CDK v fizeni

bunééného cyklu je shrnuto v Obr. 6.

2.2.4 CDK regulujici transkripci genii

Do skupiny CDKi, které se podili na regulaci exprese rozlicnych gent, patii
pétice CDK (CDK7-11) (Malumbres and Barbacid, 2005). CDK?7 je jedna z komponent
CAK, ktera aktivuje pravdépodobné vSechny CDKi Ucastnici se regulace bunécného

cyklu (viz. 2.2.2). CAK spolu s Sesti dal§imi podjednotkami tvofi transkripéni faktor
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TFIIH, ktery naseda na promotorovou sekvenci geni a spousti jejich transkripci (Lolli
and Johnson, 2005; Fisher, 2005). Komplex CDK8-cyklin C fosforyluje C-termindlni
doménu velké podjednotky RNA polymerazy II, ¢imz tento enzym aktivuje a iniciuje
nasednuti na promotory geni a syntézu mRNA (Akoulitchev ef al., 2000). Stejnym
mechanizmem aktivuje RNA polymerazu II i CDK9, kterd spojenim s cyklinem T a
K vytvaii transkripéni faktor P-TEFb (Garriga and Grana, 2004). CDKI10 inhibuje
transaktivaci transkripéniho faktoru Ets2, ktery reguluje expresi CDK1 (Kasten and
Giordano, 2001). Komplex CDK11-cyklin L interaguje s proteiny RNPS1 a 9G8, které
hraji roli v sestfihu mRNA (Loyer et al., 2005).

Obr. 6: Prubéh bunééného cyklu regulovany aktivitou CDK. R znadi tzv. restrikéni bod, coz je
kontrolni bod na konci G1 faze, kterym kdyz bunka projde, nemtize nadale setrvat v G1 fazi
nebo se vratit do klidové faze GO a je nucena pokracovat v prichodu bunéénym cyklem. Cyc —
cyklin; Cdk — cyklin-dependentni kinaza; Matl — podjednotka CAK; CAK — kinaza aktivujici
CDK. Ptevzato a upraveno z Malumbres a Barbacid, 2005.
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2.2.5 Deregulace kontroly bunééného cyklu v rakoviné

Zméneénad exprese, popi. aktivita CDK nebo jejich inhibitori je velmi casto
sledovanym rysem u bunck, jez podlehly rakovinnému bujeni (Sherr, 1996). Tato
deregulace vede ke ztrat¢ kontroly nad bunécnym cyklem a dava tak rakovinnym
buntkdm moznost rychle proliferovat bez ohledu na okolni podminky, nashromazdéné
mutace a nedostateCnou diferenciaci (Shapiro, 2006). Deregulace signalnich kaskad
zprostiedkovanych CDK4, CDK6, cyklinem D, endogennimi inhibitory ze skupiny
INK4, Rb ¢i E2F byly pozorovany u pfiblizné 80% nadort (Dai and Grant, 2003).
Funkce Rb miize byt u rakoviny ztracena v disledku mutace ¢i deaktivaci na trovni
proteinu, napf. vazbou s viralnim E7 onkoproteinem lidského papilomaviru (Liu et al.,
2006). Velmi casto sledovanym jevem je potlaceni aktivity endogenniho inhibitoru p16
prostifednictvim bodové mutace, delece ¢i epigenetického utlumeni transkripce
(metylace). Toto potlaceni zanechava buiky s trvale zvySenou aktivitou komplext
CDK4-cyklin D a CDK6-cyklin D, coz jim skytd moZnost nekontrolované proliferovat a
uniknout procesu senescence (Shapiro, 2006). ZvySend exprese CDK4 ¢i cyklinu D
v disledku genové amplifikace je rovnéz pomérné Casto sledovanou zalezitosti u
malignich bunék (Buschges et al., 1999; Kanoe et al., 1998; Muthusamy et al., 2006).
Mutace, zplsobujici ztratu schopnosti CDK4 vazat inhibitory ze skupiny INK4, byla
poprvé popsana u lidského melanomu (Wolfel et al., 1995). Zvysena exprese cyklinu D
signalni kaskaddy zahrnujici ptisobeni signalniho proteinu Ras. Kaskdda Ras hraje
dilezitou roli v aktivaci exprese cyklinu D a sama byva pfi rakoviné deregulovana
(Malumbres and Barbacid, 2003), coz mlze zptisobit indukci exprese tohoto dulezitého
cyklinu (Filmus et al., 1994). DalSimi sledovanymi abnormalitami pozorovanymi u
rakovinnych bunék je zvySend aktivita CDK1 a CDK2 v disledku zvySené exprese
cyklint A, B a E a déle zvySena exprese fosfatazy CDC25, ktera kontroluje aktivitu
CDK-cyklin B (Krystof and Uldrijan, 2010).
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2.2.6 Syntetické inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

VysSe popsana deregulace CDK se logicky stala cilem pro design a vyvoj
syntetickych inhibitort CDK (CDKi); inhibice CDK pomoci téchto molekul byla pfijata
jako moderni a relativné netoxicka alternativa 1é¢by rakoviny (Shapiro, 2006). B€hem
minulych 20 let bylo syntetizovdno mnoho strukturné odlisnych CDKi, pfi¢emz
piiblizné 30 z nich vstoupilo do klinického testovani pro 1é¢bu rakoviny. CDKi vykazuji
antiproliferativni ¢inky, navozuji zastavu bunécného cyklu v raznych féazich
v zavislosti na jejich specificité k jednotlivym CDK (Cicenas and Valius, 2011; Dai and
Grant, 2003; Krystof and Uldrijan, 2010). CDKi, které inhibuji CDK zodpovédné za
regulaci transkripce (napi. CDK 7 a 9), navic efektivné indukuji apoptézu tim, ze
aktivuji tumor supresorovy protein p53 a inhibuji transkripci gent kodujicich
antiapoptotické proteiny, jako napt. Bcl-2, Mcl-1, survivinu ¢i XIAP (Krystof and
Uldrijan, 2010; Lam et al., 2001). CDKi, kterymi jsem se zabyval ve své praci, budou

podrobné diskutovany v nasledujicich dvou podkapitolach.

2.2.6.1 Purinové CDKi

Purinové CDKi tvoifi skupinu strukturné podobnych latek odvozenych od
rostlinnych hormont cytokind, které fidi rust, d¢leni, diferenciaci a senescenci
rostlinnych bunék (Havlicek et al., 1997). Skelet purinovych CDKi tvofi adenin, jenz je
substituovan v pozicich 2, 6 a 9 riznymi funkénimi skupinami (Obr. 7). Tyto latky se
vazi do ATP vazebného mista CDK, a znemoZzuji tak navazani a hydrolyzu ATP —
proto jsou fazeny mezi tzv. ATP kompetitivni CDKi (Meijer and Raymond, 2003).
Podle jiné klasifikace je lze zatfadit do skupiny tzv. panspecifickych CDKi, jejichZz
spolecnym rysem je inhibice vice CDKi najednou. Vedle interakci s CDK byla
prokdzana také inhibice jinych zastupcl rodiny protein kindz v fddu mikromolarnich
koncentraci, jako napt. ERK, JNK, Src a mnoho dalsich (Bain et al., 2003; Bain et al.,
2007). Purinové inhibitory inhibuji CDK1, 2, 5, 7 a 9, pfi€emz afinita k jednotlivym
CDK se pro kazdou latku lisi a afinita k CDK4 a CDK6 je nizkd (Meijer and Raymond,

2003). Purinové CDKi nemaji pouze lé€ebny potencial, ale slouzi téz jako vyzkumné
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prostiedky pro studium bunéného cyklu, neurondlnich funkci a apoptozy.
V nasledujicich odstavcich budou diskutovany vlastnosti péti purinovych CDKi, které
byly predmétem naseho vyzkumu. K vybéru jednotlivych latek nas piiméla studie An et
al., ktefi s pomoci transportu hematoporfyrinu pfes membranové vezikuly pfipravené
z Sf9 bunék transdukovanych lidskym genem ABCG2 nastinili moznost interakce

purinovych CDKi s Iékovym transportérem BCRP (An et al., 2009).
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Obr. 7: Struktury testovanych purinovych CDKi.

Olomoucin byl prvnim objevenym zastupcem purinovych CDKi (Vesely et al.,
1994). Tato latka byla jiz pfed svym objevem komeréné dostupnd jako antagonista
rostlinné cytokinin-7-glukozyltransferazy, ale az Jaroslav Vesely ve spolupraci
s Laurentem Meijerem objevili jeji afinitu k CDK (Meijer and Raymond, 2003).
Olomoucin je nejméné potentni purinovy CDKi vykazujici afinitu k CDKI1
(ICsp =7 uM), CDK2 (ICsp = 7 uM) a CDKS5 (ICsp = 3 uM). Z jeho nespecifickych cilti
z rodiny protein kindz lze jmenovat napt. ERK1 (ICso = 25 pM) (Cicenas and Valius,
2011).
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Bohemin patii stejné¢ jako olomoucin k méné potentnim zastupciim purinovych
CDKi. Inhibuje komplex CDKl-cyklin B (ICsp = 1,1 puM), CDK2-cyklin E
(ICso = 4,6 uM) a CDK9-cyklin T (ICso = 2,7 uM) a nespecificky pak signalni protein
kinazu ERK2 (ICso = 52 uM) (Raynaud et al., 2005; Krystof et al., 2002). Pomérn¢
hodné pozornosti bylo vénovano metabolizmu boheminu; bylo prokdzano, Ze tato latka
je intenzivné metabolizovdna izoformami CYP2A a CYP3A (Rypka et al., 2002). U
mysi in vivo bylo sledovano, Ze bohemin je intenzivné metabolizovan a z obéhu zmizi
piiblizn¢ za 60 min, pfiCemz O-B-D-glukosid je hlavnim eliminovanym konjugatem

(Chmela et al., 2001).

Purvalanol A vykazuje mnohem vyssi inhibi¢ni potenci pro CDK ve srovnani s
predchozimi dvéma latkami. Inhibi¢ni afinita k CDK2 (ICso = 4 - 70 nM) je asi 1000x
vy$§i nez u olomoucinu a cca 100x vyssi nez u roskovitinu (Cicenas and Valius, 2011;
Dai and Grant, 2003; Krystof et al, 2002). Purvalanol A inhibuje také CDKI
(ICsp = 50 nM), CDKS5 (ICsop = 75 nM) a mnohem méné selektivni je pro CDK4
(ICsp = 850 nM) (Krystof et al., 2002; Cicenas and Valius, 2011). Mimo interakei s
CDK purvalanol A vyrazné inhibuje protein kindzy PAK4, PAKS, MELK, Src, ERK2
¢i DYRKI1A (Bain et al., 2003; Bain et al., 2007). Purvalanol A u¢inn€ zastavuje
proliferaci (Villerbu ef al., 2002) a zaroven indukuje apoptoézu prostfednictvim inhibice
fosforylace receptori JAK2/STAT3 a RNA polymerazy II, coz vede ke sniZzeni exprese
antiapoptotickych proteinti (lizuka et al., 2008). Indukce apoptdzy cestou inhibice
signalnich drah zahrnujicich aktivitu transkripéniho faktoru NF-xB byla rovnéZ popsana

(Agbottah et al., 2008).

Olomoucin II vykazuje pfiblizné stejnou selektivitu a potenci jako roskovitin
s vyjimkou vyrazné zvySené afinity k CDK9. Olomoucin II inhibuje komplexy
CDKl-cyklin B (ICso = 7,6 uM), CDK2-cyklin E (ICso = 0,1 uM), CDK4-cyklin D1
(ICsp = 19,8 uM), CDK7-cyklin H (ICso = 0,45 uM) a CDK9-cyklin T (ICsp = 0,06 uM)
a dale protein kindzu ERK2 (ICsy = 32 uM) (Krystof et al., 2005). Olomoucin II ma
z purinovych CDKi nejvyssi antiproliferativni a cytotoxické ucinky na rakovinné
bunécné linie. Co se tyce téchto ucinkt in vitro, 1ze purinové CDKi sefadit nasledovné:
olomoucin II > purvalanol A > bohemin = roskovitin > olomoucin, ¢emuZz odpovidaji
nejen poznatky z literatury (Krystof et al., 2002), ale i nase vlastni data. Nedavno bylo
demonstrovano, ze kombinace olomoucinu II s antivirotikem cidofovirem vede k témér

uplné zastave replikace adenoviru sérotypu 4 (Holcakova et al., 2010). Jiz diive bylo
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navrzeno, ze CDKi mohou vykazovat antivirdlni G€inky proti virim, jeZ pro svou

replikaci vyzaduji aktivitu CDK hostitele (Schang et al., 2006).

Roskovitin (CYC202, seliciclib) inhibuje komplexy CDKlI-cyklin B
(ICso = 2.7 uM), CDK2-cyklin E (ICsp = 0.1 uM), CDK4-cyklin D1 (ICsp = 14.2 uM),
CDK7-cyklin H (IC59p = 0.49 uM) a CDK9-cyklin T (ICs9p = 0.74 uM) (Krystof et al.,
2005). Déle inhibuje rGzné mitogenem aktivované protein kindzy a pyridoxal kinazu,
coz pravdépodobné podporuje jeho antiproliferativni uc¢inek (Bach er al., 2005).
Roskovitin, resp. jeho u¢innéjsi R-izomer, jako jediny z purinovych CDKi postoupil do
faze klinického zkouSeni pro 1é¢bu rakoviny. V I. fazi probéhlo nékolik klinickych
studii, kdy byl aplikovan roskovitin sdm nebo v kombinaci s cisplatinou ¢i
gemcitabinem, pfi¢emz c¢asteCné odezvy bylo dosazeno u necelé poloviny pacientt.
Ackoliv v téchto studiich byly pozorovany nezadouci G€¢inky jako napf. nauzea, letargie,
vyrazky, zavraté, hypokalemie a hyponatremie, 1écba pomoci roskovitinu byla shleddna
jako bezpecna a klinické zkousky pokrocily do II. faze (Dickson and Schwartz, 2009;
Cicenas and Valius, 2011). V II. fazi je roskovitin testovan pro 1é¢bu nemalobunééného
karcinomu plic, nosohltanového karcinomu a leukemii (Malumbres and Barbacid, 2009;

Aldoss et al., 2009).

2.2.6.2 Nepurinové CDKi

Dalsi skupinu CDKi tvofi latky, jejichZz struktura neni zalozena na
substituovaném adeninovém skeletu (tzv. nepurinové CDKi). Z této skupiny jsme pro
naSe studium vybrali 2 latky (flavopiridol a SNS-032), které jsou jiz delsi dobu
pfedmétem klinického testovani pro 1écbu rakoviny, ale poznatky o jejich interakcich

s 1ékovymi transportéry jsou dosud velmi omezené (Obr. 8).

Flavopiridol je polosynteticky derivat rohitukinu, alkaloidu z rostliny
Dysoxylum binectariferum a patii mezi nejprostudovanéj$i CDKi (Dai and Grant, 2003).
Jedna se o panspecificky a ATP kompetitivni inhibitor; flavopiridol inhibuje CDK1, 2,
4,6,7 a9 vitadu 40 — 400 nM (Sausville, 2002; Huwe et al., 2003). Inhibice CDK7 a 9
je velmi dulezita pro efektivni indukci apoptdzy skrze snizeni exprese antiapoptotickych

proteinli ze skupiny Bcl-2 ¢i IAP; potlaceni produkce antiapoptotickych proteinti je
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hlavnim mechanizmem této indukce (Dai and Grant, 2003; Krystof and Uldrijan, 2010;
Sausville, 2002). Chao et al. pozorovali, ze flavopiridolem zprostiedkovana inhibice
transkripéniho faktoru P-TEFb, jehoz soucésti je komplex CDK9-cyklin T, vede
k efektivni inhibici replikace viru HIV (Chao et al., 2000), coz je v souladu s diive
zminénymi antivirdlnimi G¢inky olomoucinu II, ktery také vyrazné inhibuje CDKO.
Flavopiridol ma antiangiogenni ucinky, jelikoz je schopen blokovat indukci
vaskularniho epidermalniho rastového faktoru (VEGF) (Melillo et al, 1999). Dale
inhibuje téz receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) a fadu signalnich protein
kinaz (PKC, ERK1 aj.), pfi¢emz inhibice téchto nespecifickych cilti zfejmé podporuje
antiproliferativni efekt flavopiridolu (Sedlacek, 2001). Flavopiridol se vaze na
dvousroubovici DNA, cozZ naznacuje, ze DNA muze byt jeho dalsi cilovou strukturou, a
vysvétluje skutecnost, pro¢ je flavopiridol schopen zabijet i rakovinné bunky, které
neprochdzi bunéénym cyklem (Bible et al., 2000). Flavopiridol byl testovan v asi
Sedesati klinickych zkouSkach faze I i II. NejlepSich vysledkti bylo dosazeno u
chronické lymfocytarni leukemie, kde byla sledovdana castecnd odezva u
40 % pacientti (Byrd et al., 2007; Phelps et al., 2009). Specidlni pozornost je vénovana
kombinacim flavopiridolu se standardnimi cytotoxickymi chemoterapeutiky, které
vedou k synergistickému UCinku. Mechanizmus a uroven synergizmu Uzce souvisi
s druhem soucasné podavané cytotoxické latky a velmi dileZzité je i potfadi podani (Dai
and Grant, 2003; Shapiro, 2006). V klinické zkousce faze II pro 1é¢bu akutni myeloidni
leukemie, kdy byl kombinovan flavopiridol, cytozin arabinosid a mitoxantron, bylo
dosazeno kompletni remise u 75 % pacienti bez ptredchozi 1é¢by a u 75 %, ktefi

prodélali ¢asny relaps po predchozi cytostatické 1é¢be (Karp ef al., 2007).
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Obr. 8: Struktury testovanych nepurinovych CDKi.
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SNS-032 (BMS-387032) je relativn¢ selektivni a potentni CDKi, ktery inhibuje
CDK2 (ICsp = 38 nM), CDK7 (ICso = 62 nM) a CDK9 (ICsp = 4 nM). Inhibuje téz
ostatni CDK, ale az ve vyznamn¢ vyssSich koncentracich (ICso > 300 nM) (Cicenas and
Valius, 2011). Podobn¢ jako flavopiridol, SNS-032 blokuje produkci VEGF, ¢imz
omezuje angiogenezi indukovanou rakovinnymi buiikami (Ali et al., 2007). SNS-032
také negativn¢ pusobi na invazni a migracni schopnosti nddorovych bunék
prostiednictvim inhibice exprese HIF-1, ktery aktivuje geny spojené s rozvojem téchto
schopnosti (Ali et al., 2009). Na in vitro trovni byl sledovan synergisticky ucinek
kombinace SNS-032 a cytozin arabinosidu. Tento efekt byl pfif¢en ucinné redukci
exprese antiapoptotickych proteinii (XIAP, Bcl-2 a Mcl-1) (Walsby et al., 2011). Na
liniich NCI-H460 a A549 byl demonstrovan synergisticky U¢inek SNS-032
s ozafovanim, pficemz vtomto piipadé byl princip ucinku vysvétlen blokddou
mechanizmil Gc¢astnicich se oprav zlomtit DNA a naslednym zvySenim citlivosti bun¢k
k radioterapii (Kodym et al, 2009). Prvni tfi klinick¢ zkouSky faze 1 odhalily
skutecnost, ze SNS-032 je pacienty dobfe sndSen a je relativné bezpe¢ny (Cicenas and
Valius, 2011). V nasledujici zkouSce faze I byl SNS-032 testovan pro lécbu
metastatickych solidnich nddori a refrakterniho lymfomu. Byly pozorovany nevyrazné
nezadouci ucinky (zavraté a nauzea), pficemz stabilizace nemoci bylo dosazeno u 15 %
pacienti (Heath ef al, 2008). Dalsi klinickd zkouSka faze I byla provedena u
devatenacti pacientl s chronickou lymfocytarni leukemii a mnohoCetnym myelomem.
Hlavnim nezddoucim tuc¢inkem byla myelosuprese. Pouze u jednoho pacienta doSlo

k Caste¢né odpovédi na 1écbu, u dvou pak ke stabilizaci nemoci (Tong et al., 2010).

2.2.7 Farmakokinetické interakce studovanych CDKi

Zakladni farmakokinetické parametry CDKi odrazejici farmakokinetické
chovani téchto latek v organizmu (biologickéd dostupnost, distribu¢ni objem, eliminacni
poloCas a clearance) byly pomérné dobie charakterizovany béhem preklinickych a
klinickych studii (Raynaud et al., 2005; Shapiro, 2004). Detailni poznatky o piestupu
CDKi pfes biologické membrany a predevSim o interakcich s transportnimi systémy

jsou naopak velmi omezené.
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Jako prvni se problematikou interakci CDKi s Iékovymi efluxnimi transportéry
zabyvali Hooijberg et al., ktefi pomoci metody stanoveni ATPazové aktivity urcili
flavopiridol jako substrat MRP1 (Hooijberg et al., 1999). S vyuzitim paru bunécnych
linii CHO liSicich se v expresi P-gp bylo prokdzano, ze flavopiridol je slabym
substratem P-gp (Boerner et al., 2001). Co se tyce interakci flavopiridolu s 1ékovymi
efluxnimi transportéry, bylo dale zjisténo, ze tento CDKi i jeho glukuronidovany
konjugat jsou u potkant aktivné vylu¢ovany do zluce prostrednictvim Mrp2 (Jager et
al., 2003). Na zaklad¢ in vivo studii u ,,wild-type*“ mysi a jejich modifikované¢ho
protéjsku s ,knockoutovanym* genem Abcbl byl SNS-032 uréen jako slaby P-gp
substrat (Kamath ez al., 2005). Bachmaier s Millerem jako prvni naznacili inhibici P-gp
roskovitinem pomoci akumula¢nich experimenti s rhodaminem 123 v endotelialnich
buitkdch odvozenych z bovinnich mozkovych kapilar (Bachmeier and Miller, 2005).
Pomoci metody transportu hematoporfyrinu pies membranové vezikuly pfipravené
zSf9 buncék transdukovanych lidskym genem ABCG2 bylo demonstrovano, Zze
purvalanol A a WHI-P180 inhibuji BCRP s vysokou afinitou, zatimco afinita
roskovitinu a boheminu je niz$i a afinita olomoucinu je prakticky nulovd (An et al.,
2009). O rok pozdéji Rajnai et al. s vyuzitim nékolika in vitro metodik urcili roskovitin
jako specificky substrat P-gp s vysokou afinitou a navrhli, Ze tato farmakokineticka
interakce miiZze byt pti¢inou nedostatecné akumulace roskovitinu v mozkovych buiikach

(Rajnai et al., 2010).

Omezené jsou téz poznatky o interakcich CDKi s biotransformaénimi enzymy,
které spolu s lékovymi transportéry vyznamné ovlivituji absorpci a eliminaci 1éciv.
Glukuronidace prostfednictvim enzymu UDP-glukuronyltransferdzy byla prokazéna
jako hlavni biotransformacni cesta flavopiridolu (Jager et al., 1998; Ramirez et al.,
2002). Dostupné informace tykajici se biotransformace boheminu jsou shrnuty
v podkapitole 2.2.6.1. Co se ty¢e roskovitinu, byla demonstrovana jeho metabolizace
riznymi izoformami cytochromu P450 in vitro 1 in vivo, pticemz karboxylat byl
detekovan jako pfevazujici metabolit. Glukuronidace roskovitinu a jeho metaboliti
nasledovand sekreci do zluc¢e a vyloucenim stolici byla ur¢ena jako hlavni elimina¢ni
cesta tohoto purinového CDKi u potkanli (McClue and Stuart, 2008). Neddvno byla
sledovana inhibice CYP3A4, CYPIA2 a CYP2C9 izoforem cytochromu P450

olomoucinem II (Siller et al., 2009).
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Znalosti farmakokinetickych interakei stdvajicich 1 potencidlnich lé¢iv
s 1ékovymi efluxnimi transportéry jsou z klinického pohledu velmi diilezité. Na zakladé
téchto znalosti lze do urcité miry piedpovédét jednak farmakokinetické chovani
zkoumané latky a také zménu farmakokinetického chovani soucasné podanych 1écCiv,
které interaguji se stejnym transportérem jako zkoumand latka, potazmo vznik

potencidlné nebezpecnych 1ékovych interakei (Giacomini et al., 2010).
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3

Cile prace

Z ptedchozi podkapitoly vyplyva, Ze znalosti interakci studovanych CDKi

s Iékovymi efluxnimi transportéry jsou velmi omezené, piestoze se jednd o klinicky

dalezité¢ téma. Hlavnim cilem této dizertacni prace bylo studium farmakokinetickych

interakci CDKi s ABC 1ékovymi efluxnimi transportéry. Dil¢imi cili prace bylo:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Studium inhibice BCRP purinovymi CDKi in vitro pomoci akumulacnich a

transportnich metod.

Studium inhibice P-gp purinovymi 1 nepurinovymi CDKi in vitro pomoci

akumulac¢nich metod.

Studium inhibice potkaniho Bcrp purinovymi CDKi in situ s vyuzitim metody

dudlni perfuze potkani placenty.

Studium substratové afinity purinovych i1 nepurinovych CDKi k BCRP a P-gp in

vitro pomoci metody stanoveni ATPazové aktivity a transportni metody.

Studium substratové afinity purinovych CDKi k potkanimu Bcerp a P-gp in situ

s vyuzitim metody dudlni perfiize potkani placenty.
Zavedeni metody ,,combination index method of Chou-Talalay* a jeji aplikace na

studium kombinace purinovych CDKIi s cytostatiky, ktera jsou substraty 1ékovych

transportért.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a metodika

4.1.1 Chemikalie a reagencie

Purinové CDKi, olomoucin, olomoucin II, bohemin, roskovitin a purvalanol A,
byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) nebo Merck (Darmstadt,
Némecko). Nepurinové CDKi, SNS-032 a flavopiridol, byly od SelleckChem (Houston,
USA). Fumitremorgin C, potentni a specificky inhibitor BCRP (Rabindran et al., 2000),
byl poiizen od Alexis Corporation (Lausanne, Svycarsko). Kol43, dalsi potentni a
specificky inhibitor BCRP (Allen et al., 2002), byl obdrzen od Enzo Life Sciences AG
(Lausen, Svycarsko). LY335979, specificky a potentni inhibitor P-gp (Dantzig et al.,
1996), byl zakoupen od Torronto Research Chemicals (North York, Kanada).
GF120918, potentni dudlni inhibitor P-gp/BCRP (Hyafil et al., 1993; de Bruin ef al.,
1999), byl potizen od GlaxoSmithKline (Greenford, Velka Britanie). Glyburid, znamy
duélni substrat BCRP/P-gp (Gedeon ef al., 2006; Golstein et al., 1999), byl od Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). Jeho radioaktivng znaGend forma, [*H]-glyburid, byla
zakoupena od Perkin Elmer Life and Analytical Sciences (Boston, USA). Modelovy
duélni substrat P-gp/BCRP, hoechst 33342 (Lalande et al., 1981; Scharenberg et al.,
2002), byl obdrzen od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Daunorubicin, zndmy substrat
P-gp (Spoelstra et al., 1992), a mitoxantron, substrat BCRP (Litman et al., 2000), byly
zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). XTT sodna sil, fenazin metosulfat a
dextran znaceny fluoresceinem izothiokyanitem byly od Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Pentobarbital byl potfizen od Abbott Laboratories (Abbott Park, USA). Pierce
BCA protein assay kit slouZzici pro stanoveni obsahu proteinti ve vzorcich byl obdrzen
od Thermo Scientific (Rockford, USA). MDR1 PREDEASY ATPase kit pouzity pro
stanoveni ATPazové aktivity P-gp byl od Solvo Biotechnology (Szeged, Mad’arsko).
Reagencie pro kultivaci bunéénych linii byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA) nebo Gibco BRL Life Technologies (Rockville, USA). Ostatni pouzité

chemikalie byly v Cistot€ ,,pro analysi®.
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4.1.2 Bunécné kultury

Psi ledvinna epitelialni MDCKII linie transdukovana lidskym ABCG2 genem
(MDCKII-ABCG?2), ktera stabiln¢ exprimuje lidsky BCRP transportér, byla vyvinuta
v laboratofi Dr. Schinkela (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, Holandsko).
Stejny ptivod ma i MDCKII linie transdukovand lidskym ABCBI genem (MDCKII-
ABCBI), ktera stabiln¢ exprimuje lidsky P-gp. Tyto dvé sublinie spolu s parentni linii
(MDCKII-par) byly kultivovany v kompletnim ,,Dulbecco's modified Eagle's® médiu
(DMEM) s 10 % fetdlniho bovinniho séra (FBS). Lidska choriokarcinomova linie
BeWo byla potizena z Evropské kolekce bunéénych kultur (Salisbury, Velka Britanie) a
byla kultivovana v Ham's F12 médiu, které obsahovalo 1,5 g/l bikarbonat sodny, 10 %
FBS a 2 mM L-glutamin. Lidsk4 jaterni karcinomova linie HepG2 byla zakoupena z
»American Type Cell Collection (Manassas, USA) a kultivovana v kompletnim
DMEM s 1 mM pyruvatem sodnym, 0,1 mM neesencialnimi aminokyselinami a 10 %
FBS. Nenadorova HRP-1 linie, odvozena od potkaniho trofoblastu, byla darovana Dr.
Michaelem Soaresem (University of Kansas Medical Center, Kansas) a byla
kultivovana v RPMI 1640 médiu obsahujicim 10 % FBS, 1 mM pyruvat sodny a 50 uM

B-merkaptoetanol.

4.1.3 Zvirata

Biezi samice potkana kmene Wistar byly nakupovany od Biotest s.r.o.
(Konarovice, Ceska republika) a chovany pii periodé 12/12 den/noc s krmnymi
peletami a vodou ad libitum. Experimenty byly provadény v 21. den bifezosti. Samice
potkana byly pfed pokusem anestezovany pentobarbitalem (40 mg/kg) podanym
intraven6zné do ocasni Zily. VSechny experimenty byly schvaleny Etickou komisi
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové (Univerzita Karlova v Praze) a provadény
v souladu s Privodcem pro péci a pouziti laboratornich zvifat (1996) a Evropskou
umluvou o ochrané obratlovci pouzivanych pro experimentalni a jiné védecké ucely

(Strasburk, Francie, 1986).

46



4.1.4 Akumulacni studie s hoechst 33342

Buitky MDCKII-ABCG2 (6 x 10* studie inhibice BCRP) nebo MDCKII-
ABCBI (5 x 10%, studie inhibice P-gp) a MDCKII-par (4 x 10*; kontrola) byly nasazeny
na 96 jamkovou desticku v ristovém médiu 24 hod pied experimentem. Po uplynuti
kultiva¢ni doby bylo médium odsato a bunky dvakrat omyty piedehiatym
1 x fosfatovym pufrem (PBS, zangl. ,,phosphate buffered saline®). K buiitkdm byl
pfidan roztok CDKi v médiu Opti-MEM (OPT) a do kontrolnich jamek pouze Cisty
OPT. V pfipad¢ studia inhibice BCRP byl navic aplikovén i fumitremorgin C a u studia
inhibice P-gp pak LY335979 jako pozitivni inhibi¢ni kontrola. Nasledovala inkubace
30 min v inkubatoru a pifidavek hoechst 33342 ve finalni koncentraci 8 pM.
Fluorescence byla méfena ve spodnim modu (excita¢ni vlnova délka = 360 nm, emisni
vlnova délka = 465 nm) ihned po pridavku substratu v 1 min intervalech po dobu
30 min na mikrodestickovém spektrofotometru Genios Plus (Tecan, Salzburg,

Rakousko).

4.1.5 Akumulacni studie s glyburidem

Akumulac¢ni studie s glyburidem byla aZ na malé zmény provedena dle postupu
uvedeného v nasi predchozi publikaci (Staud et al., 2006). Bunky MDCKII-ABCG2
(18 x 10%) a MDCKII-par (15 x 10%) byly nasazeny na 24 jamkovou desti¢ku 24 hod
pfed experimentem. Poté bylo médium odsato a bunky omyty predehiatym 1 x PBS.
Bunky byly nasledné preinkubovany s ¢istym OPT (kontrola) nebo s roztokem CDKij,
popt. fumitremorginu C v OPT za standardnich podminek v inkubatoru po dobu 1 hod.
Po preinkubaci byl piidan [*H]-glyburid ve finalni koncentraci 10 nM a buiiky byly
vlozeny do inkubdtoru na 4 hod. Aktivni eflux byl zastaven umisténim desticky na
ledovou podlozku a odsatim média. Poté byly bunky dvakrat oplachnuty ledovym
1 x PBS a lyzovany v 5 % dodecylsulfatu sodném 24 hod. Detekce [*H]-glyburidu
v lyzatu byla provadéna radiometricky pomoci scintila¢niho analyzéru Tri-Carb

2900TR (Perkin Elmer, Boston, USA). Ziskané¢ hodnoty radioaktivity byly
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normalizovany na celkovy obsah proteind, ktery byl stanoven Pierce BCA protein assay

kitem (bicinchoninova metoda).

4.1.6 Akumulaéni studie s daunorubicinem

Buitky MDCKII-ABCBI (15 x 10*) a MDCKII-par (15 x 10*) byly nasazeny na
12 jamkovou desticku 24 hod pted experimentem. Po uplynuti kultivacni doby bylo
médium odsato a bunky omyty predehifdtym 1 x PBS. Buniky byly nasledné
preinkubovany s ¢istym OPT (kontrola) nebo s roztokem CDKi, popt. LY335979,
v OPT za standardnich podminek v inkubatoru po dobu 30 min. Po preinkubaci byl
pfidan daunorubicin ve finalni koncentraci 2 uM a buiiky byly vloZeny do inkubatoru na
1 hod. Aktivni transport byl zastaven umisténim desticky na ledovou podlozku a
odsatim média. Poté byly bunky dvakrat oplachnuty ledovym 1 x PBS, uvolnény
pomoci 10 x trypsinu, rozsuspendovany v 2 % roztoku FBS v 1 x PBS a uloZeny do
doby, nez byly analyzovany, pii 4 °C. Fluorescence bun€k byla stanovena pomoci
C6 pratokového cytometru (Accuri, Ann Arbor, USA) s nastavenim analyzy 10000
bun¢k v kazdém ze vzorkil pii pouziti excitaniho filtru s vinovou délkou 488 nm a

emisniho filtru o vlnové délce 585 nm.

4.1.7 Transport pies bunéénou monovrstvu

Transportni experimenty byly s vyjimkou nékolika malych zmén provedeny dle
postupu uvedeného v nasi ptfedchozi publikaci (Cerveny et al., 2006). Tyto experimenty
byly pouzity jak pro studium inhibi¢nich, tak i substratovych vlastnosti purinovych

CDK:i.

V piipadé inhibi¢nich experimenti byly buiky MDCKII-ABCG2 a
MDCKII-par nasazeny v poétu 1 x 10° na membranové inzerty (3 pm velikost port,
pramér 24 mm; Costar, Cambridge, USA) 72 hod pted experimentem. Po uplynuti
kultivaéni doby bylo médium odsato a buiky omyty na apikdlni 1 bazalni strané

pfedehfatym 1 x PBS. Do obou kompartmenti byl pfidan roztok CDKi nebo
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fumitremorginu C v OPT, popt. Cisty OPT (kontrola) a buiikky byly preinkubovany
v inkubatoru 1 hod. Experiment byl odstartovan odsatim média v pfislusSném
kompartmentu a vyménou za OPT obsahujici [*H]-glyburid o finalni koncentraci 10 nM
a CDKi nebo fumitremorgin C. Vzorky byly odebirany v dvouhodinovych intervalech
po celkovou dobu 6 hod. Radioaktivita vzorkii byla stanovena pomoci scintilacniho
analyzéru Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, Boston, USA). Integrita bunécné
monovrstvy byla ovéfena ihned po skonceni experimentu, kdy byl sledovan ptestup
dextranu znaceného fluoresceinem izothiokyanatem pifes monovrstvu za 1 hod; pouze

mnozstvi dextranu < 1 % v akceptorovém kompartmentu bylo akceptovano.

U studii substratovych vlastnosti purinovych CDKi byly buiky
MDCKII-ABCG2 nebo MDCKII-ABCB1 a MDCKII-par nasazeny v poétu 1 x 10° na
membranové inzerty (3 pm velikost pord, primér 24 mm; Costar, Cambridge, USA)
72 hod pfed experimentem. V pritbéhu této kultivaéni doby bylo bunkdm kazdych
24 hod ménéno médium za Cerstvé. Po uplynuti kultiva¢ni doby bylo médium odsato a
bunky byly omyty na apikdlni i bazélni strané pfedehiatym 1 x PBS. Do obou
kompartmentti byl pfidan Cisty OPT, popft. roztok fumitremorginu C nebo LY335979
v OPT a bunky byly preinkubovany v inkubdtoru 1 hod. Experiment byl odstartovan
odsatim média v pfisluSném kompartmentu a vyménou za OPT obsahujici CDKi nebo
OPT obsahujici CDKi a fumitremorgin C nebo LY335979. Vzorky byly odebirany
v dvouhodinovych intervalech po celkovou dobu 6 hod. Koncentrace CDKi ve vzorcich
byla stanovena pomoci HPLC/MS analyzy na LC 20A Prominence chromatografickém
systému (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) spojeném s LCQ Max advantage hmotnostnim
spektrometrem (Thermo Finnigan, San Jose, USA). Integrita bunééné monovrstvy byla

ovéfena stejné jako v predchozim ptipade.

4.1.8 Kombinacni studie

Cytotoxicitni test XTT byl vyuzit jak pro stanoveni ICsy jednotlivych latek, tak
pro samotné kombinaéni studie. Buiiky BeWo (1,5 x 10%), HepG2 (1,5 x 10%), HRP-1
(1 x 10%), MDCKII-ABCBI (1 x 10°) nebo MDCKII-par (1 x 10°) byly nasazeny 24 hod
pfed experimentem. Poté bylo médium odsito a vyménéno za cerstvé médium

(kontrola) nebo médium obsahujici CDKi nebo mitoxantron (experimenty sledujici vliv
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BCRP) nebo daunorubicin (experimenty sledujici vliv P-gp). Buiiky byly kultivovany
v inkubatoru 72 hod a poté bylo médium odsato a vyménéno za roztok 0,167 mg/ml
XTT s fenazin metosulfatem v OPT. Bunky byly nésledné inkubovany za standardnich
podminek 2 — 4 hod v zavislosti na testované bunécné linii. Po uplynuti inkuba¢ni doby
byla stanovena absorbance pii vIlnové délce 450 nm na mikrodestickovém
spektrofotometru Genios Plus (Tecan, Salzburg, Rakousko). Ziskané hodnoty ICsy byly

pouzity pro navrh koncentraci pro kombinacni experimenty.

Pro tento ucel jsme vyuzili metody ,,combination index method of Chou-
Talalay*, kterd umoziiuje piesnou kvantifikaci kombina¢niho u¢inku dvou a vice latek
pomoci vypoctu kombina¢niho indexu. Vramci této metody je synergizmus
charakterizovan jako kombinacni ucinek vyssi nez soucet ucinka jednotlivych latek,
aditivni efekt je roven souctu ucinkll jednotlivych latek a antagonizmus odpovida
kombina¢nimu u¢inku mensimu neZ je soucet u€inkl jednotlivé podanych latek (Chou
and Talalay, 1984). V ceské odborné literatufe byvaji kombinaéni G¢inky 1é€iv vétSinou
kategorizovany odlisSnym zptisobem. Vzhledem k tomu, Ze jsme pro nasi praci vybrali
metodu ,,combination index method of Chou-Talalay*, pouzivame pro prezentaci
vysledkii nomenklaturu zavedenou autory metody. V experimentech byly latky
kombinovany ve fixnim koncentraénim pomeéru; tento design je doporucovan, jelikoz
umoznuje nejefektivnéjs$i analyzu dat (Chou, 2006). Fixni koncentraéni pomér pro
danou kombinaci byl zaloZen na poméru ICs, testovanych latek a latky byly
kombinovéany v koncentracich, které u linii BeWo, HepG2 a HRP-1 odpovidaly 0,25,
0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5 a 2 nasobkim jejich ICso. U bunék MDCKII-ABCBI a
MDCKII-par byly pouzity koncentrace latek rovny 0,1, 0,2, 0,25, 0,3, 0,4, 0,45, 0,5, 0,6,
0,7 a 0,75 nasobku jejich ICsy. Metodicky se jednalo o XTT cytotoxicitni test popsany
v pfedchozim odstavci. Ziskand data byla analyzovana pomoci softwaru CompuSyn

3.0.1 (ComboSyn Inc., Paramus, USA)
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4.1.9 Stanoveni ATPazové aktivity P-gp

MDR1 PREDEASY ATPase kit byl pouzit dle instrukci vyrobce. Fosfatova
kalibrace byla pfipravena pro kazdé méieni. Verapamil slouzil jako pozitivni kontrola
pro stimulaci ATPazové aktivity P-gp a cyklosporin A byl pouzit jako kontrola pro
inhibici ATPazové aktivity P-gp.

4.1.10 Dualni perfuze potkani placenty

In situ metoda dudlni perfuze potkani placenty s recirkulaci fetalniho
kompartmentu byla pouzita pro studium inhibi¢nich i substratovych vlastnosti
purinovych CDKi na orgénové urovni. Experimenty byly s vyjimkou nékolika malych

zmén provedeny dle postupu uvedeného v nasi ptedchozi publikaci (Staud et al., 2006).

U samice potkana v celkové anestezii byla oteviena dutina bfiSni a uvolnén
jeden de€lozni roh, ktery byl ponofen do predehiatého Ringerova roztoku. Do délozni
tepny v blizkosti cévniho zasobeni vybrané placenty byl zaveden katetr a pfipojen
k peristaltické pumpé. Do katetru byl ptiveden Krebstv roztok obsahujici 1 % dextranu
rychlosti 1 ml/min. Dé&lozni Zila byla pferuSena, aby mohl matetsky roztok volné
odtékat, a poté byla vcetné€ cévnich zasobeni ostatnich placent zaSkrcena pomoci ligatur.
Vybrana placenta s plodem byla vypreparovéana z déloZzniho rohu, do pupe¢nikové tepny
1 zily byly zavedeny katetry a poté byly pfipojeny pies manometr k umélému fetalnimu
ob¢hu. Pred zacatkem pokusu byl kontrolovan objem fetdlniho roztoku opoustéjiciho
pupecnikovou Zilu pro ovéteni, zda nékde nedochazi k jeho tniku. Po celou dobu
pokusu byl sledovan matefsky a fetdlni tlak, ktery se za normdélnich podminek
pohyboval tésn¢ okolo fyziologickych hodnot. Pokud doslo k ubytku fetalniho roztoku

nebo pokud se matetsky ¢i fetalni tlak vyrazn€ ménil, pokus byl pfedcasné ukoncen.

V ptipadé¢ testovani inhibi¢nich schopnosti purinovych CDKi byla do
matefského 1 fetalniho katetru zavedena infiize roztoku glyburidu a stopového mnozstvi
[*H]-glyburidu s nebo bez piidaného CDKi a po pétiminutovém stabilizaénim intervalu

byl fetalni roztok recirkulovan po dobu 60 min. Vzorky byly odebirany kazdych 10 min
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z fetalniho i mateiského kompartmentu a koncentrace [*H]-glyburidu byla analyzovana

pomoci scintilaéniho analyzéru Tri-Carb 2900TR (Perkin Elmer, Boston, USA).

U experimenttl, které slouzily pro studium substratovych vlastnosti purinovych
CDKi, byla do matetského 1 fetalniho katetru zavedena infize roztoku CDKi s nebo bez
piidaného Kol143, GF120918, glyburidu nebo LY335979. Stejné jako v pfedchozim
ptfipad¢ byl po pétiminutovém stabilizacnim intervalu fetdlni roztok recirkulovan po
dobu 60 min s odbéry vzorkil v desetiminutovych intervalech. Koncentrace CDKi ve
vzorcich byla stanovena pomoci HPLC/MS analyzy na LC 20A Prominence
chromatografickém systému (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) spojeném s LCQ Max

advantage hmotnostnim spektrometrem (Thermo Finnigan, San Jose, USA).

4.1.11 Statisticka analyza dat

Vysledky akumulaénich studii s hoechst 33342 a glyburidem, transportnich
experimentl s glyburidem (podkapitola 4.2.1), akumulacnich studii s daunorubicinem
(4.2.2), perfuznich experimentii s glyburidem sledujicich inhibici Berp (4.2.5) a
perfuznich experimentli ovéfujicich substratovou afinitu olomoucinu II a purvalanolu A
(4.2.6) byly statisticky analyzovdny pomoci jednosmérmého ANOVA testu

nasledovaného Bonferroniho testem.

Ke statistické analyze dat z transportnich experimentti sledujicich substratovou
afinitu olomoucinu II a purvalanolu k BCRP (podkapitola 4.2.3) a k P-gp (4.2.4) byl

pouzit neparovy Studentlv t-test.

Veskera statistickd analyza byla provedena s vyuZzitim programu GraphPad

Prism 5.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, USA).
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4.2 Vysledky a diskuze

4.2.1 Inhibice BCRP prostrednictvim CDKi in vitro

Inhibice funkce BCRP ptisobenim purinovych CDKi (olomoucin, olomoucin II,
bohemin, roskovitin a purvalanol A) na in vitro irovni byla nejprve testovana pomoci
akumulaéni studie s modelovymi substraity BCRP, hoechst 33342 a glyburidem, na
buiikaich MDCKII-ABCG2 a MDCKII-par. Pokud u akumulac¢nich experimentii dojde
k inhibici funkce studovaného transportéru testovanou latkou, zvysi se akumulace
modelového substratu v transdukovanych buiikdch ve srovnani se vzorky obsahujicimi
pouze samotny substrat. U parentnich bun¢k kvili absenci transportéru zadné zmény

v akumulaci substratu po pfidani inhibitoru nenastanou.

V piipadé hoechst 33342 jsme testovali 4 koncentrace CDKi a fumitremorginu C
(5, 10, 25 a 50 uM) a ukézali jsme, Ze ze vSech testovanych latek nejvyraznéji zvysuji
akumulaci substratu purvalanol A a olomoucin II. Zatimco purvalanol A dosahl svého
maximalniho efektu v 50 uM koncentraci, pficemz signifikantné zvySil akumulaci
hoechst 33342 o 44 %, olomoucin II byl nejicinné§i uZz v koncentraci
25 uM a zvysil akumulaci substratu o 41 %. Obé€ tyto latky byly piekvapivé G€innéjsi
nez fumitremorgin C, specificky a potentni inhibitor BCRP, ktery zvysil akumulaci
hoechst 33342 maximalné pouze o 32 % v 50 uM koncentraci. Maximalni zvySeni
akumulace u boheminu bylo rovno 21 % v koncentraci 50 uM a 23 % u roskovitinu
v koncentraci 50 pM, avSak ani u jednoho ztéchto dvou CDKi jsme neprokdzali
statistickou vyznamnost této zmény. Nevyrazna zména v akumulaci hoechst 33342
rovna maximalnimu zvySeni o 10 % v 50 uM koncentraci byla pozorovana v piipadé
olomoucinu (Obr. 9). Dle ocekdvani jsme na parentnich buiikdch sledovali pouze
nevyznamné zmeny v akumulaci hoechst 33342 u vSech testovanych latek (data

neuvedena).
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9: Akumulace 8 uM hoechst 33342, modelového substratu BCRP, v bunkach

MDCKII-ABCG2 inkubovanych s nebo bez (kontrola) purinovych CDKi. Fumitremorgin C byl
pouzit jako pozitivni kontrola pro inhibici BCRP a pro ucely porovnani inhibi¢ni potence. Data
jsou vyjadiena jako prumérné hodnoty + smérodatné odchylky (n = 9). Pro statistickou analyzu
byly pouzity hodnoty z konce pokusu, které byly porovnavany s kontrolni neinhibovanou
hodnotou. RFU — relativni fluorescen¢ni jednotky. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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Na zéklad¢ wvysledkli akumulace hoechst 33342 jsme pro akumulacni
experimenty s ["H]-glyburidem pouzili 2 koncentrace purinovych CDKi (5 a 50 pM). V
5 uM koncentraci purvalanol A signifikantné zvysSil akumulaci glyburidu o 96 %
v transdukovanych buiikach a dosahl stejného inhibi¢niho tc¢inku jako fumitremorgin C
v této koncentraci. 5 uM olomoucin II byl téz signifikantné efektivni a zptsobil zvyseni
akumulace glyburidu o 60 %. Bohemin a roskovitin zvysily akumulaci substratu o 21 a
27 %, statistickou vyznamnost téchto zmén jsme vSak neprokazali (Obr. 10A). V 50 uM
koncentraci byl signifikantné uc¢inny fumitremorgin C (zvySeni akumulace o 115 %),
bohemin (zvySeni o 45 %) 1 roskovitin (zvySeni o 45 %) (Obr. 10B). U 50 uM
olomoucinu II a purvalanolu A jsme vtomto 5 hodin trvajicim experimentu
zaznamenali vyraznou cytotoxicitu, a proto jsme u nich tuto koncentraci vytadili
z testovani. Podobné jako u experimentt s hoechst 33342 nebyla prokazana statisticka
vyznamnost zmén u olomoucinu, ktery zptsobil zvySeni akumulace glyburidu pouze o
4 % v 5 uM koncentraci a o 12 % v koncentraci 50 pM. Na parentnich buitkéch jsme
opét sledovali pouze nevyznamné zmény v akumulaci substratu u vSech testovanych

latek (data neuvedena).
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Obr. 10: Vliv purinovych CDKi na akumulaci 10 nM [*H]-glyburidu, zndmého substratu
BCRP, v buitkdich MDCKII-ABCG?2. (A) 5 pM koncentrace inhibitoru, (B) 50 pM koncentrace
inhibitoru. Fumitremorgin C byl pouzit jako pozitivni kontrola pro inhibici BCRP a pro ucely
porovnani inhibiéni potence. Ziskané hodnoty koncentrace [*H]-glyburidu byly normalizovany
na celkovy obsah proteind. Data jsou vyjadiena jako prumérné hodnoty + smérodatné odchylky
(n=9). *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 v porovnani s neinhibovanou kontrolni hodnotou.

55



Ovlivnéni funkce BCRP prostiednictvim olomoucinu II a purvalanolu A, jez
byly v akumulac¢nich experimentech pozorovany jako nejucinnéjsi inhibitory, byla dale
ovéfena pomoci transportnich experiment. V téchto experimentech jsme aplikovali
[*H]-glyburid jako substrat a sledovali vliv olomoucinu II a purvalanolu A na jeho
transport pres bunéénou monovrstvu MDCKII-ABCG2 a MDCKII-par. Metoda
vyuzivajici transport pfes polarizovanou bunéfnou monovrstvu je zaloZzena na
skutecnosti, ze pokud je dand latka substratem studovaného transportéru, dojde na
transdukovanych buiikkach k urychleni jejiho transportu v jednom smeéru, zatimco
v opa¢ném smeéru je transport omezen. Smér, v kterém bude transport latky urychlen
nebo omezen, souvisi s lokalizaci transportéru na apikalni ¢i bazolateralni membrané.
Pokud dana latka neni substritem nebo je jeji transport inhibovan testovanou latkou,

7adnd asymetrie v transportu nenastane. Na parentnich bunikdch kvili absenci

transportéru také k zadné asymetrii v transportu nedojde (i kdyz je latka substratem).

Na zaklad¢ predchozich vysledki jsme vybrali 10 uM koncentraci CDKi a
fumitremorginu C. K porovnani vysledkii slouzil transportni pomér (») vypocitany z dat
na konci experimentu, ktery je definovan jako pomér transportu v bazolateralng-
apikdlnim sméru ku transportu v apikalné-bazolaterdlnim sméru. Fumitremorgin C i
olomoucin II signifikantné snizily asymetrii transportu glyburidu: zatimco neovlivnéna
asymetrie byla rovna r = 8,2, fumitremorgin C ji sniZil na » = 1,9 a olomoucin II na
r = 2,4 (Obr. 11A). Purvalanol A (» = 1,2) byl nejucinnéjsi inhibitor BCRP v tomto
experimentu, jelikoz témé&f kompletné zamezil asymetrii v transportu glyburidu
(Obr. 11B). Na parentnich buiikach byla sledovana pouze zanedbatelna asymetrie
v transportu glyburidu a nezaznamenali jsme ani Zadné vyznamné zmény po aplikaci

CDKi (data neuvedena).
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Obr. 11: Transport 10 nM [*H]-glyburidu pfes bun&énou monovrstvu MDCKII-ABCG2
ovlivnény (A) 10 pM olomoucinem II a (B) 10 uM purvalanolem A. 10 pM fumitremorgin C
byl vyuzit jako pozitivni kontrola pro inhibici BCRP a pro ucely porovnani inhibi¢ni potence.
m, transport v bazolateralné-apikalnim sméru; e, transport v apikalné-bazolateralnim sméru;
V¥, transport v bazolateralné-apikdlnim sméru ovlivnény fumitremorginem C; A, transport v
apikalné-bazolateralnim sméru ovlivnény fumitremorginem C; g, transport v bazolateralné-
apikdlnim sméru ovlivnény olomoucinem II nebo purvalanolem A; 0, transport v apikdlné-
bazolateralnim sméru ovlivnény olomoucinem II nebo purvalanolem A. Data jsou prezentovana
jako primér + smérodatné odchylky (n = 3). Pro statistickou analyzu byly pouzity hodnoty
z konce pokusu. **p <0,01; ***p <0,001.

Na zdklad¢ naSich dat zakumulacnich a transportnich experimentl lze
studované CDKi zatadit mezi inhibitory BCRP a dle inhibi¢ni potence je muizeme
sefadit nasledovné: purvalanol A > olomoucin II > bohemin = roskovitin. Ziskané data
pfitom velmi dobfe koreluji s diive popsanou inhibici BCRP purinovymi CDKi
(purvalanol A, WHI-P180, roskovitin a bohemin) (An et al., 2009). Autofi studie
pomoci transportu hematoporfyrinu pfes membranové vezikuly pfipravené z Sf9 bunék
transdukovanych lidskym genem ABCG2 prokazali, Ze purvalanol A je inhibitor BCRP
s vysokou afinitou, zatimco afinita roskovitinu a boheminu je niZ§i a afinita olomoucinu
je prakticky nulova. S ohledem na nasSe vysledky lze ocekavat, Zze studované CDKi,
zejména purvalanol A a olomoucin II, mohou do znaéné miry ovliviiovat
farmakokinetické chovani soucasné podanych 1éCiv, ktera jsou transportovana
prostfednictvim BCRP. Toto zjisténi je dilezité vzhledem k moznému zavedeni téchto

CDKi do klinické sféry.

Diskutované vysledky jsou soucasti publikace Hofman et al. (2012), kterd byla

publikovana v casopise Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu publikovanych praci.
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4.2.2 Inhibice P-gp prostrednictvim CDKi in vitro

Podobné jako v pfedchozim piipadé¢ jsme pro studium inhibice P-gp vyuzili
akumula¢nich metod se zndmymi substraty P-gp, hoechst 33342 a daunorubicinem, na
bunécnych liniich MDCKII-ABCB1 a MDCKII-par. V této fazi prace jsme hodnotili
inhibi¢ni u€inky jak purinovych CDKi (purvalanol A, olomoucin II, roskovitin), tak

CDK:i strukturné odlisnych (flavopiridol, SNS-032).

U vsech latek jsme pozorovali na koncentraci zavislé zvySeni akumulace
hoechst 33342 v MDCKII-ABCG2 buiikdach. Hodnoty ICs, testovanych CDKi se
pohybovaly v rozmezi 6 — 18 puM, u modelového specifického inhibitoru P-gp
LY335979 byla zjisténa hodnota ICsy = 130 nM (Obr. 12).
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Obr. 12: Akumulace 8 uM hoechst 33342 v bunkach MDCKII-ABCB1 ovlivnéna CDKi nebo
LY335979 vyjadiena jako kiivky zavislosti ,,koncentrace-ucinek*. Za 100 % kontrolu byla pro
kazdou latku povazovana jeji nejvy$si dosazend hodnota, jako 0 % kontrolu pak hodnota
akumulace ni¢im neovlivnéna. Data jsou vyjadiena jako primérné hodnoty + smérodatné

odchylky (n = 6).
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Pro srovnéni inhibi¢ni potence jednotlivych CDKi jsme v tomto piipad€ provedli
experiment, v némz jsme sledovali vliv CDKi a LY335979 na akumulaci hoechst 33342
v koncentracich rovnych ICso. Hodnota LY335979 byla povaZzovana jako 100 %
inhibice P-gp. Purvalanol A a roskovitin dosdhly 86 % a 57 % efektu LY335979. U
olomoucinu II a flavopiridolu bylo dosazeno 48 % a 31 % efektu LY335979, zatimco u
SNS-032 pouze 23 % (Obr. 13). Na parentnich buiikkdch nedoslo po aplikaci

testovanych latek k zadnym vyraznym zménam v akumulaci substratu (data neuvedena).

= 2000 - LY335979
T = Purvalanol A
14 -
;’ 1500 + Roscovitine
g -~ Olomoucine Il
8 1000/ + Flavopiridol
o - SNS-032
S son = control
™
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0 10 20 30

Time (min)

Obr. 13: Akumulace 8 uM hoechst 33342 v bunkach MDCKII-ABCB1 ovlivnéna CDKi nebo
LY335979. V tomto experimentu jsou latky testovany v koncentracich rovnych jejich ICs, které
byly zjistény v predchozim experimentu. Tento experimentalni piistup byl vybran pro piesné
porovnani inhibi¢ni potence studovanych CDKi. Data jsou prezentovana jako prumérné hodnoty
+ smerodatné odchylky (n =9).

Pfi srovnani maximdlnich dosaZenych hodnot u akumulace daunorubicinu jsme
ukazali, ze LY335979 a purvalanol A shodné 6,2 krat zvySuji akumulaci daunorubicinu
v MDCKII-ABCB1 bunkéch, avSak LY335979 uz v 1 uM koncentraci, zatimco
purvalanol A aZ v koncentraci 20 pM. Olomoucin II a roskovitin byly méné efektivni
nez predchozi dvojice a zvysily akumulaci substrdtu maximalné 3,4 a 3,1 krat, oba az v
nejvyssi testované 20 uM koncentraci. Flavopiridol byl v tomto experimentu nejslabsi
inhibitor P-gp a zplsobil maximalné pouze 2,2 nasobné zvySeni akumulace

daunorubicinu ve srovnani s kontrolou v 20 uM koncentraci. V pfipadé SNS-032 jsme
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nepozorovali zadné ovlivnéni funkce P-gp (Obr. 14). Na parentnich buiikéch jsme opét

sledovali pouze zanedbatelné zmény v akumulaci substratu u vSech testovanych latek

(data neuvedena).

Obr. 14:
bunikach.
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Data jsou vyjadiena jako primérné hodnoty =+ smérodatné odchylky (n = 3).
*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 v porovnani s neinhibovanou kontrolou.

NaSe data potvrzuji inhibici P-gp vSemi studovanymi CDKi, pficemz dle

inhibi¢ni potence je lze sefadit takto: purvalanol A > roskovitin > olomoucin II >

flavopiridol > SNS-032. Ziskané vysledky jsou v souladu s praci Bachmaiera a Millera,

kteti jako prvni naznacili inhibici P-gp roskovitinem pomoci akumulacnich experimentt

s thodaminem 123 v endotelidlnich buiikdch odvozenych z bovinnich mozkovych

kapilar (Bachmeier and Miller, 2005). JeSté pted timto objevem bylo pozorovano, ze
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flavopiridol je ve vysokych koncentracich schopen inhibovat vazbu [*H]-azidopinu na
P-gp vizolovanych membranovych vezikulach, coz opét koreluje s nasimi vysledky
(Boerner et al., 2001). P-glykoprotein obsahuje 2 znamé vazebnd mista pro své
substraty — prvnim je vazebné misto pro rhodamin 123 a druhym pak misto pro
hoechst 33342. Kazdé z téchto mist miize vykazovat odliSnou afinitu pro jednu latku
(Shapiro and Ling, 1997; Tang et al., 2004). Tyto skutecnosti mohou byt divodem
rozdilné inhibi¢ni potence CDKi zaznamenané u akumulace hoechst 33342 a
daunorubicinu. Nejvetsi rozdil jsme pozorovali u SNS-032, ktery zpusobil zvySeni
akumulace hoechst 33342, ale nemél vliv na akumulaci daunorubicinu. Je tedy
pravdépodobné, ze SNS-032 interaguje s transportem skrz vazebné misto
hoechst 33342, ale neovlivituje transfer vyuzivajici vazebné misto pro daunorubicin.
S ohledem na naSe vysledky l1ze ocekavat, Ze testované CDKi, zejména purvalanol A,
olomoucin II a roskovitin, mohou do zna¢né miry ovliviiovat farmakokinetické chovani

soucasn¢ podanych 1éCiv, kterd jsou substraty BCRP. Toto zjisténi je dilezité vzhledem

k moZnému zavedeni téchto CDKi do klinické praxe.

Vysledky prezentované v této podkapitole jsou soucasti publikace Cihalova et
al., kterd byla odesldna do casopisu Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu

publikovanych praci.

4.2.3 Substratova afinita CDKi k BCRP in vitro

MozZna substratova afinita olomoucinu II a purvalanolu A k BCRP byla na in
vitro Girovni testovana pomoci transportnich experimenti, které ndm umoznily sledovat
kinetiku pfechodu téchto dvou CDKi pfes monovrstvu bunék MDCKII-ABCG2 a
MDCKII-par. U olomoucinu II byla pozorovana Casové zavisla produkce sulfatované¢ho
konjugatu, ktery zptsoboval mirné zkresleni vysledkii plivodni latky, a proto byl u
olomoucinu II zkracen interval pro vyhodnoceni a statistickou analyzu vysledkii na
vysledky a kvantifika¢ni limit HPLC/MS metody jsme vybrali pro kazdou latku
2 koncentrace — 100 nM a 10 uM pro olomoucin Il a 1 uM a 10 uM pro purvalanol A.
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U nizké 100 nM koncentrace olomoucinu II jsme na MDCKII-ABCG2 bunkach
zjistili asymetrii transportu odpovidajici » = 2,27. Fumitremorgin C zpusobil
signifikantni snizeni asymetrie na hodnotu » = 1,32, ¢imz potvrdil ¢cast BCRP na
transportu olomoucinu II (Obr. 15A). Kdyz jsme aplikovali vysokou 10 uM koncentraci
olomoucinu II, » se snizil na 1,29 pravdépodobné v disledku saturace BCRP

(Obr. 15B).
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Obr. 15: Transport (A) 100 nM olomoucinu II, (B) 10 uM olomoucinu II, (C) 1 uM
purvalanolu A a (D) 10 uM purvalanolu A pies bunéénou monovrstvu MDCKII-ABCG2. 5 uM
fumitremorgin C (FTC) byl pouzit jako modelovy inhibitor BCRP. Kwvili produkci
sulfatovaného konjugatu byl u olomoucinu II interval pro vyhodnoceni a statistickou analyzu
vysledkl zkracen na 2 hod. U purvalanolu A byl tento interval standardni (6 hod). Transportni
poméry s a bez FTC byly vypocitany pro pfislusné ¢asové intervaly a statisticky porovnany (viz.
grafy ve vyfezu). A, transport v bazolateralné-apikalnim sméru; V¥, transport v apikalné-
bazolateralnim sméru; 2\, transport v bazolateralné-apikalnim sméru ovlivnény FTC;
V, transport v apikalné-bazolateralnim sméru ovlivnény FTC. Data jsou vyjadiena jako
primérné hodnoty + smérodatné odchylky (n = 3). **p < 0,01.
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Na rozdil od olomoucinu II jsme na MDCKII-ABCG2 bunikdch nepozorovali
vyraznou asymetrii transportu purvalanolu A, a ani pifidavek fumitremorginu C
nezpusobil signifikantni zménu tohoto trendu (Obr. 15C, 15D). Na parentnich bunkach
jsme zaznamenali pouze nevyznamnou asymetrii transportu obou latek (data

neuvedena).

Nase vysledky naznacuji, ze olomoucin II je substraitem BCRP, zatimco
purvalanol A nikoliv. V literatufe nejsou dostupné zadné informace tykajici se
substratové afinity CDKi k BCRP. S ohledem na ziskana data Ize ocekavat mozny vliv
olomoucinu II na farmakokinetické chovéani soucasn€¢ podanych 1éciv, ktera jsou
transportovana BCRP. Déle je mozné predpoveédét vznik rezistence k 1écbe touto latkou
u nadorti vykazujicich vysokou expresi BCRP. Tato tvrzeni neplati pro purvalanol A,
coz jej teoreticky ¢ini vhodnéj$§im kandiddtem pro 1écbu rakoviny ve srovnani

s olomoucinem II.

Vysledky diskutované v této podkapitole jsou soucasti publikace Hofman et al.,
ktera byla odeslana do ¢asopisu Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu publikovanych

praci.

4.2.4 Substratova afinita CDKi k P-gp in vitro

Substratovou afinitu olomoucinu II a purvalanolu A k P-gp jsme nejprve
testovali s vyuzitim transportnich experimentd. Vysledky jsme poté potvrdili pomoci
metody stanoveni ATPazové aktivity P-gp v membranovych vezikuldch a do testovani

jsme zahrnuli také roskovitin, flavopiridol a SNS-032.

U MDCKII-ABCBI1 buné¢k byla asymetrie transportu 100 nM olomoucinu II
piiblizné tiikrat vyssi nez u bunék transdukovanych genem ABCG2. Transportni pomér
se po aplikaci LY335979 snizil z 6,45 na 1,48, coz potvrzuje substratovou afinitu
olomoucinu IT k P-gp (Obr. 16A). V koncentraci 10 uM jsme sledovali redukci » na
hodnotu 2,51 pravdépodobné v disledku castecné saturace P-gp (Obr. 16B). Podobné
jako u MDCKII-ABCG2 ani u MDCKII-ABCBI1 jsme nezjistili vyznamnou asymetrii
transportu  purvalanolu A. Soucasnd aplikace LY335979 zpisobila pouze

nesignifikantni sniZeni jiz tak nizkého » (Obr. 16C, 16D). Zadna vyrazna asymetrie
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transportu olomoucinu II ani purvalanolu A na parentnich buiikédch nebyla pozorovana

(data neuvedena).

B
b
*
*
*
oy}
B
o
]

30-

g

BAJAB ratio
s ® & @ =
<

204

=
2

10

olomoucine Il transport
in MDCKII-ABCB1 cells (%)
g
1
olomoucine Il transport
in MDCKII-ABCB1 cells (%)

2 4 6 0 2 4 6
time (h) time (h)

o
o3
=)

o
O

40+

30 g

w
o
1

3
"oy
"
in MDCKII-ABCB1 cells (%)

purvalanol A transport
in MDCKII-ABCB1 cells (%)
3
JAJAB rat
purvalanol A transport

time (h)

Obr. 16: Transport (A) 100 nM olomoucinu II, (B) 10 uM olomoucinu II, (C) 1 uM
purvalanolu A a (D) 10 uM purvalanolu A pfes bunécnou monovrstvu MDCKII-ABCBI. Pro
modelovou inhibici P-gp byl pouzit 1 uM LY335979 (LY). Kvuli produkci sulfatovaného
konjugatu byl u olomoucinu II interval pro vyhodnoceni a statistickou analyzu vysledkl zkracen
na 2 hod. U purvalanolu A byl tento interval standardni (6 hod). Transportni poméry s a bez LY
byly vypocitany pro ptislusné Casové intervaly a statisticky porovnany (viz. grafy ve vyfezu).
A transport v bazolateralné-apikalnim sméru; V¥, transport v apikalné-bazolateralnim sméru;
A\, transport v bazolateralné-apikalnim sméru ovlivnény LY; V, transport v apikalné-
bazolateralnim sméru ovlivnény LY. Data jsou vyjadfena jako primerné hodnoty + smérodatné
odchylky (n = 3). ***p <0,001.

Substratova afinita olomoucinu II a purvalanolu A byla déle testovdna pomoci

aktivaéni varianty stanoveni ATPazové aktivity P-gp. Na koncentraci zavislé zvySeni
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ATPazové aktivity citlivé na vanadat indikuje substratovou afinitu testované latky k
P-gp. Neoddé¢litelnou soucasti stanoveni ATPazové aktivity P-gp je i inhibi¢ni varianta,
kde na koncentraci zavislé snizeni ATPazové aktivity citlivé na vanadat odrazi inhibici
P-gp studovanou latkou. Vyrazné zvySeni ATPazové aktivity v ramci aktivacni varianty
jsme pozorovali u olomoucinu II a roskovitinu, zatimco k zddnému zvySeni nedoslo
v pfipadé purvalanolu A. Nevyraznd indukce ATPazové aktivity byla sledovdna u
flavopiridolu a SNS-032. Na koncentraci zavislé snizeni ATPazové aktivity P-gp
v ramci inhibi¢ni varianty stanoveni jsme zaznamenali u vSech testovanych latek

(Obr. 17), coz je v souladu s vysledky akumulaénich studii sledujicich inhibici P-gp.
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Obr. 17: ATPéazova aktivita P-gp v membranovych vezikulach pfipravenych z hmyzich Sf9
bun¢k transdukovanych lidskym genem ABCBI1. V tomto pokusu byl sledovan vliv CDKi na
ATPazovou aktivitu citlivou na vanadat, ktera je specificka pro ABC transportéry. e, aktivacni
varianta stanoveni aktivity; O, inhibi¢ni varianta stanoveni aktivity. Data jsou vyjadiena jako
primérné hodnoty + smérodatné odchylky (n = 2).
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Ze ziskanych vysledkil vyplyva, ze olomoucin II a roskovitin jsou substraty P-gp
s vysokou afinitou, purvalanol A neni substratem P-gp a u dvojice flavopiridol a
SNS-032 je substratova afinita bud’ velice nizka, nebo zadna. Vysledky transportnich
experimentl a stanoveni ATPazové aktivity spolu dobie koreluji a ziejmy je 1 soulad
s dostupnou literaturou. Rajnai et al. pomoci nékolika in vitro metodik urcili roskovitin
jako specificky substrat P-gp s vysokou afinitou (Rajnai et al., 2010). Flavopiridol byl
s vyuzitim paru bunécnych linii CHO, lisicich se v expresi P-gp, prokazan jako slaby
substrat P-gp (Boerner et al., 2001). SNS-032 byl také urcen jako slaby P-gp substrat
pomoci in vivo studii u ,wild-type“ mysi a jejich modifikovaného protéjsku s
,knockoutovanym* genem Abcbl (Kamath et al., 2005). S ohledem na nase vysledky
lze vpfipadé olomoucinu II a roskovitinu ocekavat jejich mozny vliv na
farmakokinetické chovani soucasné podanych 1é¢iv, kterd vykazuji substratovou afinitu
k P-gp. V disledku tohoto ovlivnéni miize dojit k potenciadlné¢ nebezpecnym Iékovym
interakcim. Nelze vyloucit téz vznik rezistence k 1écbé témito latkami u nadort

vykazujicich vysokou expresi P-gp.

Vysledky transportnich experimentti jsou soucasti pfipravované publikace
Hofman et al., vysledky stanoveni ATPazov¢ aktivity P-gp v membranovych vezikulach
budou prezentovany v publikaci Cihalova et al. Obé publikace byly odeslany do

casopisu Pharmacol Res a jsou uvedeny v Seznamu publikovanych praci.

4.2.5 Inhibice Berp prostrednictvim CDKi in situ

Inhibici potkaniho Bcerp purinovymi CDKi jsme na organové Urovni ovéfili
pomoci metody dudlni perfiize potkani placenty s recirkulaci fetdlniho kompartmentu.
Potkani placenta byla vybrana jako modelovy organ pro studium interakci CDKi
s lékovymi transportéry in situ, jelikoz exprimuje znaéné mnozstvi Berp a P-gp (Staud
et al., 2006). Pokud je testovana latka - substrat - aktivné transportovana z fetalniho do
matetfského ob&hu, dochazi v pribéhu casu k rovhomérnému poklesu jeji koncentrace
ve fetalnim kompartmentu. Pokud je aktivni efluxni systém inhibovén, saturovan nebo
nehraje roli v transportu testované latky, k poklesu jeji koncentrace ve fetdlnim ob&hu

nedojde, popft. je pokles vyrazné omezen.
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V tomto experimentu jsme pouzili 200 nM glyburid jako modelovy substrat
BCRP a sledovali vliv 2 uM CDKi na jeho transplacentdrni pfechod. Pomér fetalni
koncentrace k matefské koncentraci (f/m) byl u neovlivnéné varianty na konci pokusu
roven 0,206. Purvalanol A a olomoucin II signifikantn¢ zamezily piestupu glyburidu
z fetdlniho do matefského kompartmentu a dosahly f/m = 0,568 a 0,634. Ackoliv jsme
in vitro popsali bohemin (f/m = 0,503) a roskovitin (f/m = 0,480) spiSe jako slabé
inhibitory BCRP, oba tyto CDKi inhibovaly potkani Bcrp s vysSi potenci nez
fumitremorgin C, ktery zptisobil pouze nesignifikantni omezeni transplacentarniho
ptechodu glyburidu s hodnotou f/m = 0,412. Zanedbatelny vliv na transport glyburidu
byl sledovan v ptipadé olomoucinu (f/m = 0,316) (Obr. 18).
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Obr. 18: Eliminace 200 nM glyburidu z fetalni cirkulace ovlivnéna 2 uM CDKi. 2 uM
fumitremorgin C byl pouzit jako pozitivni inhibi¢ni kontrola a slouZzil téz pro porovnani
inhibi¢ni potence. ®, mateiska koncentrace; m, neovlivnéna fetalni koncentrace; ¢, fetalni
koncentrace s fumitremorginem C; A, fetalni koncentrace s olomoucinem II; V¥, fetalni
koncentrace s purvalanolem A; o, fetalni koncentrace s roskovitinem; A, fetalni koncentrace s
boheminem; O, fetalni koncentrace s olomoucinem. Vysledky jsou vyjadieny jako prumérné
hodnoty + smérodatné odchylky (n = 5). Statisticka analyza byla provedena s hodnotami z
konce pokusu. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 v porovnani s neovlivnénou fetalni
koncentraci.

Vysledky in situ perfuznich experimentll potvrdily inhibici potkaniho Bcrp

purvalanolem A, olomoucinem II, boheminem a roskovitinem, a koreluji tak tésné
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s vysledky a vystupy in vitro bunéénych experimentti. NaSe vysledky nelze diskutovat s
relevantnimi literarnimi zdroji, jelikoz jsme prvni, kdo se interakcemi purinovych CDKi
s BCRP na organové urovni zabyva. Nevyznamny inhibi¢ni efekt fumitremorginu C
muze byt vysvétlen mezidruhovymi rozdily, které maji za nasledek riznou inhibi¢ni
afinitu k BCRP/Berp u ¢loveéka a hlodavei (Gonzalez-Lobato et al., 2010). Pokud by
testované CDKi byly zavedeny do klinické praxe, bude nutné dbat zvySené pozornosti
soucasnému podani 1éCiv, ktera jsou substraty BCRP, pii medikaci matek béhem
téhotenstvi. Inhibice placentarniho BCRP ptsobenim CDKi by mohla vést k omezeni
odcerpavani soucasné podanych 1éCiv z plodu do matky, ¢imz se zvySuje riziko

poskozeni plodu.

Tyto vysledky jsou soucasti publikace Hofman et al. (2012), kterd byla

publikovana v ¢asopise Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu publikovanych praci.

4.2.6 Substratova afinita CDKi k Berp a P-gp in situ

Dualni perfuze potkani placenty s recirkulaci fetdlniho kompartmentu byla dale
pouzita pro studium substratové afinity olomoucinu II a purvalanolu A k potkanimu
Berp a P-gp na organové tUrovni. V téchto experimentech jsme pouzili stejné

koncentrace CDKi, jeZ byly testovany v transportnich buné¢nych experimentech.

V piipadé 100 nM olomoucinu II jsme pozorovali rovnomérny pokles v jeho
fetalni koncentraci dosahujici f/m = 0,325 na konci experimentu. Aktivni transport proti
koncentratnimu gradientu byl u¢inné blokovan GF120918, dudlnim inhibitorem
P-gp/BCRP, a glyburidem, dudlnim substratem P-gp/BCRP. Prvni jmenovany inhibitor
zvysil f/m na hodnotu 0,757 a druhy na 0,800. Abychom odhalili specificitu a afinitu
olomoucinu II k jednotlivym transportérim, sledovali jsme déale vliv LY335979,
specifického inhibitoru P-gp, a Kol43, specifického inhibitoru BCRP, na jeho
transplacentarni ptechod. LY335979 navodil téméf kompletni omezeni piechodu
olomoucinu II do mateiské cirkulace srovnatelné s tim, které navodil GF120918 a
glyburid (f/m = 0,747). Kol43 sice zpusobil signifikantni zvySeni hodnoty f/m na
hodnotu 0,467, ale Groven inhibice transportniho mechanizmu byla vyrazné mensi nez

v ptipadé¢ LY335979 (Obr. 19A). ZvySeni koncentrace olomoucinu II na 10 uM vedla
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k omezeni poklesu jeho koncentrace ve fetalnim kompartmentu (f/m = 0,804), coz
naznacuje saturaci efluxniho systému (Obr. 19B). Stejny trend jsme pozorovali i

v ptipad¢ bunécnych transportnich experimentt.

U 1 uM purvalanolu A jsme sice pozorovali aktivni transport z fetdlni do
matefské cirkulace dokonce s vyssi kapacitou nez u olomoucinu II (f/m = 0,180), ale
zadny z testovanych inhibitort P-gp/BCRP nezpusobil jeho statisticky vyznamnou
blokadu (Obr. 19C). Po zvyseni koncentrace na 10 uM nedoslo ke zvySeni hodnoty f/m
(ffm = 0,178), coz naznacuje, Ze tato koncentrace neni v piipadé purvalanolu A

saturujici (Obr. 19D).
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Obr. 19: Eliminace (A) 100 nM olomoucinu II, (B) 10 pM olomoucinu II, (C) 1 uM
purvalanolu A a (D) 10 pM purvalanolu A z fetalni cirkulace. Pro potvrzeni substratové afinity
a urCeni substratové specificity studovanych CDKi byly pouzity 4 latky - GF120918, glyburid,
LY335979 a Kol143. Koncentrace GF120918, LY335979 a Ko143 byla 2 uM. Glyburid byl
pouzit jako kompetitivni inhibitor, a proto byla aplikovana satura¢ni koncentrace 100 uM.
e, mateiskd koncentrace; m, neovlivnéna fetalni koncentrace; A, fetidlni koncentrace s
GF120918; o, fetalni koncentrace s glyburidem; V, fetalni koncentrace s Kol43; 0, fetalni
koncentrace s LY335979. Vysledky jsou prezentovany jako primérné hodnoty + smérodatné
odchylky (n > 3). Hodnoty z konce pokusu byly podrobeny statistické analyze. *p < 0,05;
***p < 0,001 v porovnani s neovlivnénou fetalni koncentraci.
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Vysledky vySe popsanych experimenti potvrdily substratovou afinitu
olomoucinu II k obéma studovanym transportérim, pfic¢emz afinita k potkanimu P-gp je
vyrazné vyssi nez afinita k Berp. U purvalanolu A bylo potvrzeno, Ze neni substratem
P-gp ani Berp. Tato zjisténi presné koreluji s vysledky a vystupy in vitro transportnich
experimentl a stanoveni ATPazové aktivity P-gp. Na druhou stranu jsme prokazali, ze
neznamy efluxni systém lokalizovany na apikalni membrané syncytiotrofoblastu je
zodpovédny za aktivni pienos purvalanolu A z fetdlniho do matetského kompartmentu.
Vzhledem k tomu, Ze rodina proteinii spojenych s mnohocetnou 1ékovou rezistenci
predstavuje dalsi dualezity efluxni mechanizmus pusobici v placenté (Deeley et al.,
2006), domnivame se, Ze jeden nebo vice zastupcti podrodiny ABCC by mohl(o) byt
zodpovédny(ch) za transplacentarni ptfechod tohoto CDKi. Tuto hypotézu podporuje
vysoka exprese proteini spojenych s mnohocetnou lékovou rezistenci v potkani
placenté¢ (Leazer and Klaassen, 2003; St-Pierre et al, 2004). Na zaklad¢ naSich
vysledkt 1ze ocekévat relativni bezpecnost olomoucinu II i purvalanolu A pifi medikaci
matek béhem téhotenstvi, jelikoZ oba tyto CDKi jsou efektivné odstraiiovany z fetalniho
obéhu aktivnimi efluxnimi mechanizmy. Pokud by olomoucin II nebo purvalanol A
byly skute¢né pouzivany v prubéhu téhotenstvi, je tfeba dbat zvySené opatrnosti pii
souCasném podavani 1éciv, které inhibuji transportni mechanizmy zodpovédné za

transfer téchto latek z plodu do matky.

Vysledky diskutované v této podkapitole jsou soucasti publikace Hofman et al.,
ktera byla odeslana do ¢asopisu Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu publikovanych

praci.

4.2.7 Kombina¢ni studie

V zévérecné Casti prace jsme testovali nasi hypotézu, ze CDKi, které jsou
nejsilngj$imi inhibitory zkoumanych lékovych transportéri, mohou zvysit akumulaci
souCasn¢ podanych cytotoxickych substratli a zaroveinn potencovat jejich tcinek svou

vlastni antiproliferativni a cytotoxickou aktivitou (Obr. 20).
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Pro tento ucel jsme vyuzili metody ,,combination index method of Chou-
Talalay*, kterd umoziuje presnou kvantifikaci kombina¢niho Uc¢inku dvou a vice latek
pomoci vypoctu kombina¢niho indexu (CI). Hodnota CI < 0,9 znaci synergizmus,

rozmezi CI = 0,9 — 1,1 indikuje aditivni efekt a CI > 1,1 odpovida antagonizmu.
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Obr. 20: Hypotéza synergistického psobeni CDKi inhibujicich 1ékové transportéry podanych
soucasné s cytotoxickymi 1é¢ivy, ktera jsou substraty téchto transportérti. Obrazek byl pievzat a
upraven z grafického abstraktu k publikaci Hofman et al. (2012), ktera byla publikovana
v Casopise Pharmacol Res a je uvedena v Seznamu publikovanych praci.

V prvni kombina¢ni studii jsme aplikovali olomoucin II nebo purvalanol A
soucasn¢ s mitoxantronem, zndmym cytostatickym substratem BCRP, na liniich BeWo,
HepG2 a HRP-1, které pfirozené exprimuji znacnd mnozstvi BCRP/Bcerp (Ceckova et
al., 2006; Li et al., 2007; Staud et al., 2006). Ackoliv by bylo vhodné provést studii na
dvojici liniit MDCKII-ABCG2 a MDCKII-par, tuto moznost jsme vyloucili vzhledem
k diive zjisténé interferenci zeleného fluorescencniho proteinu (eGFP) ptitomného
v butkkdch MDCKII-ABCGQG?2 s cytotoxickou aktivitou cytostatik (Ceckova et al., 2008).
Kombinaéni efekt olomoucinu II i1 purvalanolu A na lidské choriokarcinomové linii
BeWo spadal do aditivni kategorie kombina¢niho G¢inku v celém rozmezi ovlivnéné
frakce bunék (Fa) (Obr. 21A). U olomoucinu II jsme na lidské jaterni karcinomové linii
HepG2 pozorovali synergizmus v rozmezi Fa od 0,5 do 0,97 a rovnéZ u purvalanolu A

jsme zaznamenali synergisticky efekt kombinace s mitoxantronem v rozmezi Fa od 0,3

71



do 0,97 (Obr. 21B). Kombinac¢ni efekt olomoucinu II na nenadorové bunécné linii
odvozené od potkaniho trofoblastu HRP-1 byl vyhodnocen jako aditivni v témé&f celé
Skale Fa. U purvalanolu A jsme vSak pozorovali nejsilnéjsi synergisticky efekt v rdmci
téchto experimentl v rozmezi Fa od 0,05 do 0,97, jehoz maximélni zaznamenana

uroven odpovidala CI= 0,51 (Obr. 21C).
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Obr. 21: Fa-Cl kiivky kombinace olomoucinu II nebo purvalanolu s mitoxantronem v
(A) BeWo, (B) HepG2 a (C) HRP-1 burikach. Dva nebo tii cytotoxicitni testy pro jednotlivé
latky byly provedeny prfed piislusnymi kombinacemi a fixni koncentratni pomeér pouzity
v kombinaci byl zaloZzen na ICs, jednotlivych Ilatek, které byly vypocitany =z téchto
pfedchazejicich experimentl. Pro vypocet hodnot CI slouzily hodnoty ze tfi nezévislych
kombinacnich experiment. Fa-CI kiivky olomoucinu II jsou prezentovany jako pferusovana
linka, Fa-CI kfivky purvalanolu A jako linka plnd. Fa = 0 vyjadifuje stoprocentni
zivotaschopnost bun¢k a Fa = 1 indikuje nulovou Zivotaschopnost.
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Nasi hypotézu synergistického ptisobeni CDKi v kombinaci s cytotoxickymi
substraty 1€ékovych transportéri jsme dale ovéfili na Grovni P-gp. V této studii jsme
vybrali ti1 CDKi, u kterych byla zjiSténa nejsilné;jsi inhibi¢ni afinita k P-gp (purvalanol
A, roskovitin a olomoucin II), a zkombinovali je s daunorubicinem, cytotoxickym
substratem P-gp. Abychom jednozna¢né potvrdili G€ast P-gp na synergistickém efektu,
provedli jsme experimenty na liniich MDCKII-ABCB1 a MDCKII-par. Bunky
MDCKII-ABCBI jsou na rozdil od MDCKII-ABCG2 piipraveny bez pouziti eGFP, a
proto jsme je vtomto piipadé mohli pouzit. Na bunécné linii MDCKII-par jsme
zaznamenali synergizmus u purvalanolu A v rozmezi Fa 0,45 — 0,97, u olomoucinu II
v rozmezi 0,4 — 0,97 a u roskovitinu mezi 0,55 — 0,97. Nejvyssi pozorovana troven
synergizmu pro purvalanol A odpovidala CI = 0,64, pro roskovitin CI = 0,61 a pro
olomoucin II CI = 0,53 (Obr. 22A). Na linii MDCKII-ABCBI jsme u vSech tii
testovanych CDKi pozorovali celkové vySsi trovein synergizmu nez na parentni linii.
Kombinac¢ni efekt purvalanolu A, olomoucinu II i roskovitinu spadal do kategorie
synergizmu v téméf' celé Skale Fa (od 0,1 do 0,97). NejvySs$i zaznamenand uroven
synergizmu pro purvalanol A byla rovna CI = 0,46, pro roskovitin CI = 0,52 a pro

olomoucin II CI = 0,54 (Obr. 22B).
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Obr. 22: Fa-Cl kiivky kombinace purvalanolu A, olomoucinu II nebo roskovitinu
s daunorubicinem v (A) MDCKII-par a (B) MDCKII-ABCB1 buiikdch. Dva nebo tii
cytotoxicitni testy pro jednotlivé latky byly provedeny pied pifislusSnymi kombinacemi a fixni
koncentracni pomér pouzity v kombinaci byl zalozen na ICs, jednotlivych latek, které byly
vypoéitany z té€chto predchazejicich experimentt. Pro vypocet hodnot CI slouzily hodnoty ze tii
nezavislych kombinacnich experimenti. Fa = 0 vyjadfuje stoprocentni zivotaschopnost bun¢k a
Fa =1 indikuje nulovou Zivotaschopnost.
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Pozorované rozdily v kombinac¢nich efektech na liniich BeWo, HepG2 a HRP-1
mohou byt pfisouzeny nékolika faktorim, jako napf. rGzné expresi transportérii a
biotransformacnich enzyma, ptivodu linii (rakovinné versus nerakovinné) a rozdilné
inhibi¢ni afinit¢ CDKi k lidskym versus potkanim transportériim. Co se tyc¢e kombinaci
olomoucinu II nebo purvalanolu A s cytotoxickymi latkami, jsme prvni, kdo takovou
studii provedl. Na druhou stranu, né€kolik kombinacnich studii bylo provedeno
s klinicky nadéjnym roskovitinem, blizkym strukturnim analogem olomoucinu II a
purvalanolu A, kdy byl pozorovan synergisticky efekt kombinace s doxorubicinem,
paklitaxelem, taxolem, 5-fluorouracilem ¢i vinblastinem in vitro i in vivo (Appleyard et
al., 2009; Abaza et al., 2008; Coley et al., 2007). Mechanizmus ucinku téchto
synergizmu byl €asto ptisuzovan efektivnéjsi indukci apoptodzy, nicméné Appleyard et
al. nezaznamenali 7z4dné zmény apoptotickych markerd (exprese p53 a survivinu,
fosforylace p53) u kombinace roskovitinu s doxorubicinem v bunikkdich MCF7 a navrhli,
ze synergisticky efekt této kombinace podminuje spiSe zastava bunécného cyklu
(Appleyard et al, 2009). Sohledem na nasSe vysledky véfime, ze vySe popsané
synergizmy mohou byt alespon z&asti zprostiedkovany farmakokinetickymi interakcemi
na P-gp, protoze roskovitin je znamy inhibitor P-glykoproteinu (Bachmeier and Miller,
2005) a doxorubicin, paklitaxel/taxol a vinblastin jsou substraty P-gp (Schinkel and
Jonker, 2003). Nami navrZzeny pfistup kombinujici CDKi, které inhibuji lékové
transportéry, se substraty téchto transportérti by se mohl uplatnit v onkologické 1é¢bé a
mohl by alespoil castecné pomoci piekonat mnohocetnou lékovou rezistenci u

nékterych typti nadorovych bujeni.

Vysledky kombinacnich studii s mitoxantronem jsou soucasti publikace Hofman
et al. (2012), ktera byla publikovana v Casopise Pharmacol Res. Vysledky
kombinacnich studii s daunorubicinem jsou soucasti publikace Cihalova et al., ktera
byla odeslana do Casopisu Pharmacol Res. Obé& publikace jsou uvedeny v Seznamu

publikovanych praci.
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4.3 Zavér

Zavérem lze konstatovat, Zze jsme splnili vSechny vytycené cile a podafilo se
nam detailné popsat farmakokinetick¢ interakce vybranych CDKi s lékovymi
transportéry BCRP a P-gp. NaSe vysledky pfindsi zcela nové a dulezité informace,
jejichz interpretace muze do zna¢né miry ovlivnit vybér a zptisob aplikace studovanych

latek pfi jejich piipadném zavedeni do klinické praxe.

S ohledem na zjiSténé inhibi¢ni schopnosti testovanych CDKi Ize ocekavat
zna¢ny dopad téchto latek na farmakokinetické i farmakodynamické chovani soucasné
podanych 1é¢iv, ktera jsou substraty BCRP nebo P-gp, a je mozné predikovat i vznik

potencidlné nebezpecnych 1ékovych interakei.

Vzhledem k potvrzené substratové afinité¢ olomoucinu II a roskovitinu k P-gp je
mozné predpovédeét vznik rezistence k 1écbé touto latkou u nadorti vykazujicich
vysokou expresi zminéného Iékového transportéru. Tento problém by se nemél
vyskytnout v pfipad¢ purvalanolu A, flavopiridolu a SNS-032, u nichz jsme vyvratili
signifikantni substratovou afinitu k vySe zminénému transportéru. S ohledem na tato
zjiSténi by purvalanol A, flavopiridol a SNS-032 mohly teoreticky byt vhodné&jSimi

kandidaty pro onkologickou 1é€bu neZ olomoucin II a roskovitin.

Na zaklad€ vysledk dudlnich perfuzi potkani placenty lze ofekéavat relativni
bezpecnost olomoucinu II 1 purvalanolu A pifi medikaci matek béhem tchotenstvi,
jelikoz oba tyto CDKi jsou efektivné odstranovany z fetalniho obchu aktivnimi
efluxnimi mechanizmy. Pokud by olomoucin II nebo purvalanol A byly skutecné
pouzivany v priibéhu téhotenstvi, je tfeba dbat zvySené opatrnosti pii soucasném
podéavani 1éCiv, ktera inhibuji transportni mechanizmy zodpovédné za transfer téchto
latek z plodu do matky. Vzhledem k moznym mezidruhovym rozdilim by bylo vhodné

naSe vysledky ovéfit také na jinych placentarnich modelech véetné lidského.

Potencialné klinicky dulezity je i ndmi navrzeny piistup kombinujici CDKij,
které inhibuji 1ékové transportéry, s cytotoxickymi substraty téchto transportérti. Tato
kombinacni terapie potvrzena na in vitro urovni by se mohla uplatnit v onkologické
1é€beé a mohla by alesponl ¢astecné pomoci prekonat mnohocetnou Iékovou rezistenci,

ktera predstavuje jednu z nejvétsich prekazek v chemoterapii.
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5 Souhrn

Rodina cyklin-dependentnich kindz (CDK) pfedstavuje srdce systému, jehoz
ukolem je fizeni a kontrola bunétného cyklu. Abnormalné a trvale zvySend aktivita
téchto enzymu je charakteristickym rysem, ktery spojuje mnoho druha rakoviny. Tato
skutecnost vede ke ztrat¢ kontroly nad bunéénym cyklem a dava rakovinnym bunkam
moznost rychle proliferovat bez ohledu na okolni podminky, nashromazdéné mutace a
nedostate¢nou diferenciaci. VySe popsanad deregulace aktivity CDK se logicky stala
cilem pro design a vyvoj syntetickych inhibitort CDK (CDKi) a specifickd inhibice
CDK pomoci téchto molekul byla ptijata jako moderni a relativné netoxicka alternativa
1é¢by rakoviny. Béhem poslednich dvou desetileti bylo syntetizovano mnoho strukturné
odlisnych CDKi, pfi¢emz piiblizn€ 30 z nich vstoupilo do klinického testovani pro
lécbu rakoviny. CDKi vykazuji antiproliferativni u¢inky, navozuji zastavu bunécného
cyklu v riznych fazich v zavislosti na jejich specificité k jednotlivym CDK a néktefi
zastupci navic efektivné indukuji apoptéozu. Ackoliv farmakodynamické vlastnosti
CDK:i jsou pomérné dobte prozkoumany, znalosti jejich farmakokinetického chovani a

zejména interakei s 1ékovymi efluxnimi transportéry jsou velmi omezené.

Lékové efluxni transportéry P-glykoprotein (P-gp/ABCB1) a breast cancer
resistance protein (BCRP/ABCG2) z rodiny ABC (ATP-binding cassette) transportérii
plni v organizmu vyznamnou ochrannou a detoxikacni roli, coz souvisi s jejich vysokou
expresi ve stfevé, jatrech, ledvinach a v télnich bariérach. Tyto proteiny aktivné
pumpuji Sirokou Skélu strukturné rozlicnych substratl, casto 1é¢iv, ven z bunky, a
ovlivituji tak do zna¢né miry jejich farmakokinetické chovani — od absorpce, pfes
distribuci az k eliminaci. Zaroven je patologicky zvySena exprese a aktivita téchto
transportérti korelovana se vznikem mnohocetné 1€kové rezistence nadorovych bunék,

kdy v disledku omezené akumulace cytostatik dochazi k selhani 1€cby.

V této praci jsme se zaméfili na studium farmakokinetickych interakci CDKi
s lékovymi transportéry BCRP a P-gp. Pomoci akumulacnich a transportnich metod
jsme na bunééném modelu MDCKII-ABCG2 prokazali, Ze purinové CDKi purvalanol
A, olomoucin II, bohemin a roskovitin inhibuji BCRP, pfi¢emz purvalanol A a
olomoucin II vykazuji pfiblizn€ stejnou potenci jako modelovy specificky inhibitor

BCRP fumitremorgin C. S vyuzitim akumula¢nich metod a bunck MDCKII-ABCB1
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jsme dale ukézali, Ze purvalanol A inhibuje P-gp s témé&f srovnatelnou potenci jako
specificky inhibitor LY335979 a castecnd inhibice tohoto transportéru byla
zaznamenana 1 v piipadé ostatnich studovanych CDKi (olomoucin II, roskovitin,

flavopiridol, SNS-032).

Stejné bunéné modely jsme pozdéji pouzili pro studium mozné substratové
afinity olomoucinu II a purvalanolu A a pomoci transportni metody jsme urcili
olomoucin II jako dualni substrat P-gp a BCRP, pfi¢emz substratova afinita tohoto
CDK:i k P-gp je vyznamné vyssi nez k BCRP. Substratova afinita purvalanolu A k P-gp
ani k BCRP nebyla prokdzéna. Tato zjisténi jsme potvrdili na zakladé vysledki
stanoveni ATPazové aktivity P-gp, které dale odhalily skuteCnost, ze roskovitin je
substratem P-gp. ATPazové experimenty na druhou stranu naznacuji, ze flavopiridol a
SNS-032 pravdépodobné nejsou P-gp substraty nebo jsou pouze substraty s velmi

nizkou afinitou.

V dalsi ¢asti prace jsme ovéfili nase predchozi in vitro vysledky na orgénové
urovni pomoci metody dudlni perfuze potkani placenty. Potvrdili jsme inhibici
potkaniho Berp pomoci purvalanolu A, olomoucinu II, boheminu i roskovitinu a
substratovou afinitu olomoucinu II k potkanimu P-gp 1 Berp, pfi€emZ inhibi¢ni potence
a vySe substratové afinity byly pfibliZzné srovnatelné s témi, které byly pozorovany
v bunéénych experimentech. Zaroveil jsme vyloucili substratovou afinitu purvalanolu A

k obéma testovanym transportérim, coz opét velmi tésné koreluje s in vitro vysledky.

V zévérecné Casti studie jsme testovali nasi hypotézu, ze CDKi, které jsou
nejsilngj$imi inhibitory zkoumanych Iékovych transportérd, mohou zvysit akumulaci
soucasné podanych cytotoxickych substratli a zaroven potencovat jejich ucinek svou
vlastni antiproliferativni a cytotoxickou aktivitou. Pro tento ucel jsme vyuzili metody
»combination index method of Chou-Talalay®, kterd umoziluje pfesnou kvantifikaci
kombinac¢niho ucinku dvou a vice latek. Synergisticky ¢i alespoil aditivni efekt byl
pozorovan v kombinaci olomoucinu II a purvalanolu A s mitoxantronem, ktery je
znamym substratem BCRP, na tiech liniich pfirozené¢ exprimujicich znacnd mnozstvi
BCRP/Berp (BeWo, HepG2 a HRP-1). Nasi hypotézu jsme dale potvrdili pfi kombinaci
purvalanolu A, roskovitinu a olomoucinu II s daunorubicinem (substrat P-gp), kdy jsme
sledovali vyrazn¢ vyssi synergisticky efekt téchto kombinaci na linit MDCKII-ABCBI1

ve srovnani s parentnimi buiikami.
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Zavérem lze konstatovat, Ze s ohledem na nase vysledky mizeme ocekavat
znaény vliv testovanych CDKi na farmakokinetické i farmakodynamické chovani
soucasn¢ podanych 1é¢iv, ktera jsou substraty BCRP nebo P-gp, a je mozné predpovedét
1 vznik potencidlné nebezpecnych 1ékovych interakci. Tuto skutecnost je tfeba mit na
zieteli v pfipadé mozného zavedeni CDKi do klinické praxe. Vzhledem ke zjisténé
substratové afinité olomoucinu II k P-gp a BCRP Ize o¢ekavat vznik rezistence k 1écbé
touto latkou u nadort vykazujicich vysokou expresi zminénych Iékovych transportért.
Olomoucin II i purvalanol A by na druhou stranu mohly byt relativné bezpecné pro
medikaci matek béhem téhotenstvi, jelikoz oba tyto CDKi jsou efektivné odstraiiovany
z fetalniho ob&hu aktivnimi efluxnimi mechanizmy. Nas pfistup kombinujici CDKi,
které inhibuji 1€kové transportéry, s cytotoxickymi substraty téchto transportérii, by se
mohl uplatnit v onkologické 1éébé a mohl by alespoil ¢astecné pomoci piekonat
mnohocetnou 1ékovou rezistenci, kterd predstavuje jednu znejvétSich prekazek

v uspésné chemoterapii.
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6 Summary

The family of cyclin-dependent kinases (CDK) represents the hearth of the
system which ensures the orchestration and control of the cell cycle. Abnormally and
permanently increased activity of these enzymes is the common feature found in various
cancer cells. This feature leads to the loss of control of the cell cycle and allows the
cancer cells to proliferate quickly without respect to the surrounding conditions,
acquired mutations and poor differentiation. This deregulation has logically become a
target for the design and development of synthetic inhibitors of cyclin-dependent kinase
inhibitors (CDKi) and specific inhibition of CDK by these compounds has been widely
accepted as a safe and relatively non-cytotoxic alternative in cancer therapy. A variety
of structurally diverse CDKi has been synthesized during the last two decades while
approximately 30 of them have entered the clinical trials for cancer treatment to date.
CDKi show antiproliferative effects, they evoke the cell cycle arrest in various stages of
cell cycle depending on the specificity toward particular CDK and some agents also
effectively induce apoptosis. Although pharmacodynamic properties of CDKi are
relatively well understood, the knowledge of their pharmacokinetic behavior, especially

interactions with drug efflux transporters, is considerably limited.

Drug efflux transporters P-glycoprotein (P-gp) and breast cancer resistance
protein (BCRP) from the family of ABC (ATP-binding cassette) transporters play an
important protective and detoxication role in organism and this fact is associated with
their high expression in the intestine, liver, kidneys and body’s barriers. These proteins
actively pump a variety of structurally diverse substrates, commonly drugs, out of the
cells and affect their pharmacokinetic behavior — from absorption, through distribution
up to elimination. At the same time, pathologically increased expression and activity of
these transporters is correlated with the generation of multidrug resistance when limited

accumulation of cytostatics in the cells leads to the failure of anticancer treatment.

In the present work, we focused on the study of pharmacokinetic interactions of
CDKi with drug efflux transporters BCRP and P-gp. Using accumulation and transport
methods with MDCKII-ABCG2 cells, we showed purvalanol A, olomoucine II,
bohemine and roscovitine to inhibit BCRP whereas purvalanol A and olomoucine II

shared similar potency with fumitremorgin C, a model specific BCRP inhibitor.
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Employing accumulation method with MDCKII-ABCBI1, we further observed that
purvalanol A inhibits P-gp with almost the same potency as LY335979 and partial
inhibition of this transporter was recorded in the case of other studied CDKi

(olomoucine II, roscovitine, flavopiridol, SNS-032).

Transport method with the same cellular models was later used for the study of
possible substrate affinity of olomoucine II and purvalanol A when olomoucine II was
determined to be a dual P-gp and BCRP substrate, while affinity to P-gp was markedly
higher than that toward BCRP. Substrate affinity of purvalanol A toward any of the
transporter tested was not observed. These findings were confirmed by the ATPase
vesicular assay and using this experimental setup, we further showed that roscovitine is
a P-gp substrate. On the other hand, flavopiridol and SNS-032 seem to lack the
substrate affinity toward P-gp or to be P-gp substrates with a very low affinity.

In the following part of our work we verified our previous in vitro results at
organ level employing the method of dually perfused rat term placenta. We confirmed
inhibition of the rat Berp by purvalanol A, olomoucine II, bohemine and roscovitine and
substrate affinity of olomoucine II toward the rat P-gp as well as Berp. Inhibitory
potencies and levels of substrate affinities were comparable to those observed in the
cellular experiments. At the same time, we excluded the substrate affinity of purvalanol
A toward both examined transporters while these results again tightly correlate with

previous in vitro findings.

In the final part of the study we tested our hypothesis that CDKi, which are the
strongest inhibitors of examined drug transporters, may increase the accumulation of
concomitantly administered cytotoxic substrates and, at the same time, potentiate their
effect by their own antiproliferative and cytotoxic activity. Combination index method
of Chou-Talalay was employed for this purpose as it allows for the quantification of
combination effect of two or more simultaneously applied drugs. Synergistic or at least
additive effects were observed in the combinations of olomoucine II or purvalanol A
with mitoxantrone, an established BCRP substrate, in three cell lines which express
considerable amounts of BCRP/Berp (BeWo, HepG2 and HRP-1). Our hypothesis was
further confirmed in the combinations of purvalanol A, roscovitine or olomoucine II
with daunorubicin (P-gp substrate) when significantly higher synergistic effects of these

combinations were observed in MDCKII-ABCBI cells in comparison with parent cells.
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In conclusion, in the light of our results it is possible to expect considerable
impact of tested CDKi on the pharmacokinetic as well as pharmacodynamic behavior of
concomitantly administered drugs, which are BCRP or P-gp substrates, and it is also
possible to predict the rise of potentially dangerous drug-drug interactions. This fact
should be kept in mind in the case of possible introduction of CDKi into the clinical
area. With respect to the discovered substrate affinity of olomoucin II toward P-gp and
BCRP, it is possible to expect the generation of resistance of tumors overexpressing
these transporters to the olomoucine II based anticancer therapy. On the other hand,
olomoucine II and purvalanol A might be relatively safe in the medication of mother
during pregnancy as both these CDKi are effectively cleared from the fetal circulation
by active efflux systems. Our approach combining CDKi, which inhibit drug
transporters, with the cytotoxic substrates of these transporters could be applicable in
the oncological treatment and could, at least partially, help overcome the multidrug

resistance which constitutes one of the main limitations in the successful chemotherapy.
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