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Monild&keresistenssin on havaittu heikentdvan sydpahoitojen tehoa. Morakisarssi voi
olla joko luonnollista tai hankittua ja sen taustalla voi olla useiianismeja. Aivosyovissa
veriaivoeste rajoittaa ladkeaineiden péasya aivoihin. Lisdksi sygpassistenssimekanismit
aiheuttavat resistenssia. ABC-perheen kuljetinproteiinit heikenta&keaineiden vaikutusta
syopasoluissa pumppaamalla solun sisdén kulkeutuneen laékeaineen ults. sdléislen
kuljetinproteiinien on havaittu esiintyvdn seka veriaivoesteessa, agitisyopasoluissa.
Lisédksi DNA:n korjausmekanismien, kuten O6-metyyliguaniini-DNA-rgktsansferaasi -
entsyymin seka emaspoisto ja nukleotidikorjausjarjestelmien, on tuavaibeuttavan
|&&keaineresistenssia. Hoidon tehon parantamiseksi ladkehoidon ohekehiieilla
inhibiittoreita kuljetinproteiineille ja DNA:n korjausmekanismeille.

Erikoistyossa selvitettin  ABC-perheen kuljetinproteiinien (P-gpRM-6 ja BCRP)
iimentymistd RNA-tasolla ihmisen sydpéasolulinjoissa ja maksarimaarisoluissa
kvantitatiivisella polymeraasiketjureaktiolla. Solulinjat olivaihidisin munasarjasydvasta
(HeLa), keuhkosyodvasta (A549), munuaissyovasta (Caki-2) ja kolme gétzoify87MG,
U118MG ja T98G). Lisaksi neljassa syopasolulinjassa (U87MG, U118M8G ja BT4C)
selvitettiin muuttaako doksorubisiinialtistus kuljetinproteiinien (R-dMRP1, MRP2 ja
BCRP) ilmentymista.

Maksan ilmentymistasoihin suhteutettuna ABC-perheen kuljetinproteiiimentymistasot
vaihtelivat paljon tutkituissa solulinjoissa. Ainoastaan P-gp ilmesdaynalla tasolla kaikissa
solulinjoissa. Esimerkiksi BCRP:n havaittiin ilmentyvan A549:ssa, d4eda, U87MG:ssa ja
U118MG:ssa noin 20-kertaisesti maksaan verrattuna. Doksorubisiinialéstigesirauksena
ABC-perheen kuljetinproteiinien ilmentyminen joko kasvoi tai heikentyillsghkohtaisesti.
Esimerkiksi P-gp:n ilmentyminen kasvoi erittdin merkittavasti kontrollerrattuna T98G:ssa
(noin 4-kertaisesti).

ABC-perheen kuljetinproteiinien ilmentyminen muuttuu ymparistotekijpidaiktuksesta.
Mikali ilmentyminen heikkenee, muut resistenssimekanismit &zttt kompensoida
muutosta. Kuljetinproteiinien ilmentyminen tulisi jatkossa selvittd@ds proteiinitasolla.
Liséksi voitaisiin tutkia la&keainealtistuksen vaikutusta solulinjojentegssiin.
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The multidrug resistance is a major problem in the treatmehtamf cancers. For example
blood-brain barrier restricts the entering of many anti-cadieegs into the brain. In addition,
different molecular mechanisms in cancer cells are asedomth the multidrug resistance.
For example efflux transporters can transport drugs out of tiee aed thus decrease the
therapeutic effect of the drug. It has been observed that efflogpveters are expressed
widely both in the blood-brain barrier and in the cancer cells. IntiaddiDNA repair
mechanisms are known to cause the resistance. Inhibitors against efflpotienssand DNA
repair mechanisms have been developed to improve drug efficiency.

The purpose of this study was to characterize the expressioBGftransporters (P-gp,
MRP1-6 and BCRP) at RNA-level in six human’s cancer cell lii¢87MG, U118MG,

T98G, A549, HelLa and Caki-2) and in primary liver cells by usinggadive polymerase
chain reaction. In addition, the impact of doxorubicin exposure to the sskpmeof four

transporters (P-gp, MRP1, MRP2 and BCRP) was investigated in éulines (US7MG,

U118MG, T98G and BT4C).

According to the results ABC-transporters were expressedlilnes at variable levels. P-gp
was expressed in all studied cell lines approximately atange level. On the other hand,
BCRP was expressed at 20-fold higher level in A549, HelLa, U87MG and L@ 1B&h in
the liver. Doxorubicin exposure was observed to influence on the eigpresf the
transporters in the cell lines. For example P-gp expressisnnaeeased in T98G cells 4-fold
compared with control.

Environmental changes may change the expression level of the @fflosporters. In

addition, the other resistance mechanisms may compensate the change iregsoexpf the

efflux transporters. However, the expression of the transportersdsheuhvestigated at the
protein level. In addition, the multidrug resistance to doxorubicin shouldvestigated in

the future.
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| KIRJALLISUUSKATSAUS

1 JOHDANTO

Aivosyopiin kuuluu eri aivoalueilla sijaitsevia syopia, jotka kehittyetaivokudostyyppien
alkaessa kasvaa hallitsemattomasti mutaatioiden seurauksei@miyi@ aivosyopia ovat
gliasoluista kehittyneet glioomat (Theeler ja Groves 2011). Vuosind-2007 yli 213 500
aivosyopaa diagnosoitiin Yhdysvalloissa ja naista 36 % oli pahardeaf{Kohler ym. 2011).
Suomessa glioomia todetaan vuosittain noin 400 (Maenpaa 2010). Glioomiejaiapsis
hoitomuoto on kasvaimen poisto leikkauksella, minka jalkeen potilaalle anrsidahoitoa

ja kemoterapiaa, jossa yleisimmin kaytetaan temotsolomidiarfpig 2010, Decléves ym.
2006). Hoidosta huolimatta keskimé&érainen glioomapotilaiden elinaika on t@aona2—5
vuotta ja pahanlaatuisissa glioblastoomissa vain 14—15 kuukautta (Theeler ja Groves 2011).

Heikkoon hoidon tehoon saattaa olla monia syitd. Esimerkiksi monet idé&ekulkeutuvat
heikosti tai eivat ollenkaan veriaivoesteen |api verenkierrosta aivojhi edelleen
syopasoluihin (Begley 2004, Abbot ym. 2006). Lisaksi sydpahoidon tehottomuuderveyyna
olla syopasolujen resistenssi. Monilaakeresistenssi (MDR) te&osolun vastustuskykya
useille laakeaineille tai sadehoidolle (Lu ja Shervington 2008, Liu 2008)R:n
muodostumiseen vaikuttavat mekanismit ovat monimutkaisia, minka vuoksieninéla
tunneta hyvin (Bahr ym. 2003, Lu ja Shervington 2008). On kuitenkin huomattu, etta
resistenssi voi esiintya luontaisesti syopasoluissa tai kaHithydon aikana, mitd kutsutaan
opituksi resistenssiksi (Longley ja Johnston 2005, Liu 2009). Lisaksi hoidamaaivoi
kehittyd ristiresistenssia hoidossa kaytetyn l|a&keaineen lisd@kslle kemoterapiassa
kaytettaville la&keaineille, vaikka niilla olisi erilainen vaikunhekanismi (Longley ja
Johnston 2005).



MDR voi johtua useista eri tekijoista. Syopakudoksen kuljetinproteiiarehavaittu olevan
merkittavia MDR:n aiheuttajia (Kaspar 2009, Liu 2009). Niiden on huoniatijettavan
syopalaakkeitd ulos solusta. Kuljetinproteiineja on ihmisessa runpsaastta tassa
kirjallisuuskatsauksessa keskitytdédn vain adenosiinitrifosfg@tii&) sitova kasetti (ABC) -
perheen tunnetuimpiin kuljetinproteiineihin. Naista merkittavimpia ovglyReproteiini (P-
gp), rintasyovanresistenssiproteiini (BCRP) ja monilaakeresisteotssipr 1 (MRP1).

ABC-perheen kuljetinproteiinien on todettu ilmentyvan aivosyovissa (Bahr 3003,
Benyahia ym. 2004). Esimerkiksi MRP1:n, MRP3:n ja MRP5:n on havdittantyvan
useissa glioomasolulinjoissa (Bahr ym. 2003, Calatozzolo ym. 2005). Lissdsien ABC-
perheen kuljetinproteiinien on todettu ilmentyvan veriaivoesteessaA missrajoittavat
ladkeaineiden paasya aivoihin (Paolinelli ym. 2001, Cooray ym. 2002, Ughid2011).
Uloskuljettavien kuljetinproteiinien lisdksi resistenssia voi aitaeuvahentynyt ladkeaineiden
kuljetus soluihin sisaankuljettavien kuljetinproteiinien valitykselmpudkar ym. 2003,

Longsley ja Johnston 2005).

Kuljetinproteiinien  lisdksi  resistenssia  voivat aiheuttaa fhbA#eet DNA:n
korjausmekanismit. Esimerkiksi ®@netyyliguaniini-DNA metyylitransferaasi (MGMT)
-entsyymi korjaa syopalaakkeiden aikaansaamia DNA:n vaurioitaindk ym. 2010).
Resistenssin taustalla voi olla myds muutokset DNA:ta korjaaylgsgnsopimattomuuksien
korjausjarjestelmassa (MMR) tai emaksen poistokorjausjamesssia (BER) (Marchesi ym.
2007, Villano ym. 2009). Muita resistenssia aiheuttavia tekijoita vobdat esimerkiksi
muutokset ladkeaineen vaikutuspaikoissa, solun apoptoosiin ajavien tekijoidemunuauutt
toiminta tai ladkeaineen inaktivointi (Ambudkar ym. 2003, Longsleyofamsgton 2005). On
my0s esitetty, ettd aivosyovissa esiintyvat kantasolut voiksdh resistenssia (Ignatova ym.
2002). Kantasoluihin olisi teorian mukaan kertynyt resistenssimekgaisjoloin hoito ei
pystyisi tuhoamaan kantasoluja ja ne voisivat muodostaa uusia kasyRieya ym. 2001,
Liu ym. 2006). Edella mainittuja resistenssia aiheuttavia tekigitditenkaan kasitella tassa

kirjallisuukatsauksessa.
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2 AIVOSYOVAT

Aivosyovat muodostavat vain noin 2 % kaikista syovista (Kleihues ym. 20@pksilla ne
ovat toiseksi yleisin syopatyyppi leukemian jalkeen. Lisakgbsyidvat ovat lasten sydvista
eniten kuolemia aiheuttavia. Aivosyovat luokitellaan Maailman tesjéejeston (WHO)
mukaan syopasolutyypeittdin (Read ym. 2006). Luokittelun ongelmana on knitmketta
jotkut syovat eivat muistuta mitaan tiettyad solutyyppia. Lisdksbnet syodvat ovat
heterogeenisid, eli niissa on erilaisia solutyyppejd sekaW®idO:n luokittelussa syovat

lajitellaan my6s pahanlaatuisuuden mukaan asteisiin I-IV, misséa aste pghanlaatuisin.

Aivojen eri solutyypeista lahtoisin olevia aivosyopia on hyvin runsgBstad ym. 2006).
Yleisimpia ovat gliasoluista perdisin olevat glioomat, aivokalvokiatoisin olevat
meningoomat ja lasten yleisin aivosyOpatyyppi, pikkuaivoista peraisievat
medulloblastoomat (Read ym. 2006, Mawrin ja Perry 2010). Lisdksi aveisisesiintya
muualta elimistdsta peréisin olevien sydpien etdpesakkeitad. eiidtyy noin 20—-40 %:lla
syopapotilaista (Kraker ja Blakeley 2008). Yleisimmat syovéatstgoiaivoetapesakkeita

muodostuu, ovat keuhko-, rinta- ja ruuansulatuskanavan syovat.
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Glioomia on kolmea eri tyyppia riippuen siitd, mista gliasoluisi@pa on lahtdisin
(taulukko 1) (Decléves ym. 2006). Oligodendrosyyteista peraisin oldioaintat reagoivat
yleensa astrosyyteistd peréisin olevia kasvaimia paremmiroomoiilMaenpaa 2010).
Glioomat lajitellaan lisdksi muiden aivosyopien tapaan neljgaresesta pahanlaatuisuuden
mukaan (taulukko 1) (Decléves ym. 2006, Read ym. 2006). Jaettaessa glioataian ma
korkean asteen glioomiin asteet | ja Il luokitellaan matadiitiljseka IV korkeisiin. Asteen |
glioomat ovat hyvéanlaatuisia ja hoidetaan usein ainoastaan leikkauK&aktleves ym.
2006). Myos asteen Il glioomilla ennuste on usein hyva, mutta ne vaoinatttua
pahanlaatuisiksi. 11l asteen glioomilla ennuste on huonompi kuin Igatéen glioomilla. Ne
ovat erilaistumattomia ja usein syntyneet Il asteen glioomauttoessa. IV asteen ryhmaan
kuuluvat glioblastoomat. Ne ovat kaikkein aggressiivisimpia glioomidgsimpiad aikuisten
glioomista. Glioblastoomat ovat yleensa perdisin astrosyyteidtienpda 2010).
Glioblastoomat voivat olla primaarisia, jolloin ne muodostuvat suoraansggteista tai

sekunda&arisia, jolloin ne muodostuvat asteiden Il ja Il kautta.

Taulukko 1. Glioomien luokittelu (Decléves ym. 2006

Luokittelu Erilaistumisasteet

Astrosytooma I: Pilosyyttiset astrosytoomat, ganglioglioomat
0 Lahtdisin astrosyyteista 0 Hyvanlaatuisia

Oligodendrosytooma II: Astrosytoomat tai oligodendrogliomat
o Lahtdisin oligodendrosyyteista 0 Hyvin erilaistuneita

Oligoastrosytooma IlI: Anaplastiset astrosytoomat ja oligodendrogladm
0 Sekoitus astrosyytteja ja 0 Erilaistumattomia

oligodendrosyytteja IV: Glioblastoomat

o0 Pahanlaatuisia
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3 VERIAIVOESTE

3.1 Rakenne

Veriaivoeste rakentuu aivojen verisuonten endoteelisoluista seka yni@aroivista
perisyyteistd ja astrosyyteista (kuva 1). Veriaivoesteen \#&htin pitdd ylla aivoissa
biologisesti vakaita olosuhteita ja estdd haitallisten aineidasypaaivoihin (Begley 2004).
Veriaivoeste rajoittaa aivosairauksien, kuten aivosyodpien, hoitoa mupdiistaesteen
ladkkeiden siirtymiselle verenkierrosta aivoihin (Begley 2004, Abbot 2606). Lisaksi

veriaivoesteen kuljetinproteiinit aiheuttavat MDR:& aivosyodpien hoidossa.

Kuva 1. Poikkileikkaus veriaivoesteen rakenteegtaiojen kapillaariverisuonia (valkoinen alue kedigl

ympardivat endoteelisolut (EC) (Hawkins ja David802). Endoteelisolut ovat kiinni toisissaan tiiil

litosten (TJ) valityksella. Endoteelisoluihin kudsen puolelle on kiinnittynyt perisyytteja (PC). itléin

ymparilla on kollageenistd ja muista proteiineistauodostunut tyvilevy (BL). Tyvilevyn ymparilla on
astrosyytteja (AC), jotka yhdistavéat endoteelisateuroneihin (Abbot ym. 2006). Yhdessa neuronienska
endoteelisolut ja astrosyytit muodostavat neurowvksitisen yksikon, joka osallistuu aivojen verenkia ja

veriaivoesteen lapéaisevyyden saatelyyn (Hawkir3gaids 2005, Abbot ym. 2006). Lahde: Hawkins javida

2005.
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Veriaivoesteen endoteeli poikkeaa rakenteeltaan ja toiminnaltdemistén muista
endoteeleista (Paolinelli ym. 2010). Veriaivoesteen endoteelisobnllgyypillistd alhainen
pinosytoosiaktiivisuus, mitokondrioiden suuri mé&arad ja solujen valiseiit tiiitokset

(Hawkins ja Davids 2005, Paolinelli ym. 2010). Tiiviit liitokset esié vesiliukoisten
molekyylien kulkeutumisen solujen valista diffuusiolla (Lee ym. 2001gl&e 2004).

Tiiviiden liitosten lisdksi aineiden paasya aivoihin rajoittavaetaboloivat entsyymit ja
kuljetinproteiinit (Abbot ym. 2006, Paolinelli ym. 2010). Veriaivoesteessti seka
solunsisaisia etta -ulkoisia metaboloivia entsyymeja kuten peptjdajas P450-entsyymeja,
jotka metaboloimalla |d8keaineita estavat niiden paasya aivoilbbo( ym. 2006).
Veriaivoesteessa esiintyy myos paljon seka ulos-, etta sis@ltdwib kuljetinproteiineja
(Abbot ym. 2009). Nama kuljettavat sisdén ravintoaineita ja poistsolatta haitallisia

aineita ja metaboliatuotteita.

3.2 Laékeaineiden kulkeutuminen veriaivoesteen lapi

Veriaivoeste heikentdd aivoihin kohdistuvien laékehoitojen onnistumista, s&llrajoittaa
monien ladkeaineiden paasya aivoihin. Vesiliukoisten molekyylien diflaedujen valeista
on erittdin vahaista tiiviiden liitosten vuoksi. Rasvaliukoiset molekyoivat sen sijaan
lapaista veriaivoesteen passiivisella diffuusiolla solukalvojpn(kuva 2) (Abbot ym. 2006,
Zhao ym. 2009). Solukalvoja lapaisevien molekyylien koon on oltava allel&@ihia ja
logaritminen oktanoli-vesi jakautumiskerroin -0,5-6 (Pardridge 2005, Abbo2§69, Pasha
ja Gupta 2010). Rasvaliukoiset laakeainemolekyylit ovat kuitenkin uadjatinproteiinien
substraatteja (Abbot ym. 2006). Talldin uloskuljettavat kuljetinprotefirikentavat niiden
paasya veriaivoesteen lapi. Toisaalta sisaankuljettavat kuljetfipibtvoivat parantaa
lapaisya. Suuret molekyylit paasevat puolestaan kulkeutumaan vesig@oe lapi
transsytoosilla, joka voi olla joko absorptiivista tai reseptoriidith (Pardridge 2005, Abbot
ym. 2009). Ongelmana kuitenkin on, etta transsytoosi on veriaivoestebsgsstav&errattuna

elimistdon muihin endoteeleihin (Abbot ym. 2006).
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Kuva 2. Veriaivoesteen lapaisyreitit. Ladkeaineetigta pallo) voivat lapaista veriaivoesteen kayttdseita eri
reitteja. A) Hyvin pienet hydrofiiliset molekyylit voivat diffadoitua tiiviiden liitosten (musta suorakulmio) 1ap
solujen véleista (Abbot ym. 2006, Zhao ym. 200B). Rasvaliukoiset molekyylit voivat lapdista veriadgteen
passiivisella diffuusiolla solukalvojen lapi (Abbgim. 2006).C) Kantajaproteiinit (harmaa) voivat vieda
ladkeaineita veriaivoesteen lapi, mikali ladkeameistuttaa kantajaproteiinin substraattia (Abbot. 2006,
Alarm ym. 2010). D) Reseptorivélitteisessa transsytoosissa laakeaitoaitieu reseptoriin, mika johtaa
endosytoosiin (Alarm ym. 2010). Laéakeaine kuljedetaolun lapi rakkulassa ja vapautetaan eksosytasesiun
toisella puolella. My6s isot molekyylit voivat kudltua transsytoosilla veriaivoesteen lapi (Abbot 2®10,
Alarm ym. 2010). E) Adsorptiotranssytoosilla veriaivoesteen voivatéigfa positiivisesti varautuneet aineet,

jotka sitoutuvat solun pinnan sitoutumiskohtiin @b ym. 2010).

Suurin osa aivosyopien hoitoon kaytetyista ja tutkituista laakeainsigigsty lapaisemaan
veriaivoestetta (taulukko 2) (Juillerat-Jeanneret 2008). Tasta johtdgkkeiden
veriaivoesteen lapaisykyvyn tehostamiseksi on kehitetty sdlakeinoja. Laé&keaineita
voidaan antaa injektiona suoraan keskushermostoon, jolloin veriaivoeste nvaldataa
(Deeken ja Loscher 2007). Injektio voidaan antaa esimerkiksi kovakallgrvaltimoon tai
aivokammioon (Cloughesy ym. 1997, Newton ym. 2003, Deeken ja Loscher 20@KsiLis
ladkkeita voidaan vieda vaikutuskohteeseen aivoihin asennettavien implawttiea (Alarm
ym. 2010, Noél ym. 2011). Esimerkiksi karmustiinin antamista implanttina kasvainstarpoi
yhteydesséa kasvaimen onkaloon on tutkittu (No&l ym. 2011). Implantti va|@gketta 2-3

viikon ajan. Etua kontrolliin verrattuna ei kuitenkaan havaittu.
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Taulukko 2. Esimerkkeja syopalaékkeiden veriaiveestiapaisysta (Greig ym. 1990, Brewster ym. 18a4/je
ym. 2004, Elonen 2007, Juillerat-Jeanneret 200§n.i2011 ja DrugBank 2011).

Lapaisee Ei lapéaise

Laakeaine Koko LogP Laakeaine Koko LogP

Temotsolomidi 194 Da 2,8 Doksorubisiini 543 Da -0,5

Irinotekaani 587 Da 3,2 Paklitakseli 854 Da 3

Lomustiini 234 Da 3 Sisplatiini 300 Da -2,2

Karmustiini 214 Da 1,5 Metotreksaatti 454 Da -2,2
Vinkristiini 825 Da 2,8
Vinblastiini 811 Da 3,9
Gansikloviiri 255 Da -1,7

Laakeaineiden lapaisyn parantamiseksi on tutkittu myos veriagerestiliaikaista avaamista
(Abbot ym. 2006). Avaamisen tulisi olla mahdollisimman lyhytaikainetei e vahingoita
aivoja. Kaulavaltimoon infuusiona annetulla hypertonisella arabinoosnaanitoliliuoksella
on saatu tiiviit liitokset levenem&an korkean osmoottisen painekia fa onnistuttu
lisddmaan kasvaimeen kulkeutuvan ladkeaineen maaraa (Rapoport 2001 yRAbl26I06).
Eldinkokeissa on saatu lupaavia tuloksia my6s tulehduksen valittaji@ainkuten
bradykiniinilla, mutta kliiniset tutkimukset eivat ole tukeneetrédékeiden tuloksia (Emerich
ym. 1999, Prados ym. 2003). Esimerkiksi annettaessa bradykiniinin reseagmnnstia
(RPM-7) infuusiona rotalle todettiin, ettd mydhemmin injektiona annddanboplatiinin
maara lisdantyi kontrolliin verrattuna (Emerich ym. 1999). Toigaalgonistilla ei ollut
vaikutusta, jos karboplatiini annettiin samanaikaisesti infuusiona. Kurteni§iohemmin
kliinisesséa tutkimuksessa glioomapotilailla ei havaittu tildisedti merkitsevad eroa RPM-
7:4a ja karboplatiinia saaneilla potilailla verrattuna kontrolfffnados ym. 2003). Tutkijat

kuitenkin arvelivat, etta erilaisella annostuksella voitaisiin saavutiydy

16



Veriaivoesteen véliaikaista avaamista on tutkittu myos muilkeiléa kuten etanolilla ja
pinta-aktiivisilla aineilla kuten glyserolilla (Alarm ym. 201@ineilla on saatu tiiviit liitokset
avautumaan ja ladkeaineen maaraa aivoissa kasvatettua. UéEd&inen avulla on pyritty
saamaan aikaan paikallinen, vdliaikainen veriaivoesteeseen haildin joén lapaisevyys
la&keaineille paranisi. (Hynynen ym. 2001, Hynynen 2008). Kaneitldyssa tutkimuksessa
todettiin, etta ultraddnen avulla onnistuttin saamaan aikaan ppagkallveriaivoesteen

avautuminen vanhingoittamatta ymparoivaa aivokudosta (Hynynen ym. 2001).

Ladkeaineista on kehitetty muunnoksia ja konjugaatteja, jotka |&pgiseviaivoesteen
alkuperaista laakeainetta tehokkaammin. Hyvin lapéaiseva ladkeaamsierakenteeltaan olla
uloskuljettavien kuljetinproteiinien substraatti (Pasha ja Gupta 2010nh S@an
sisdankuljettavien kantajaproteiinien substraatti tai solun pinnagptogsihin sitoutuva
rakenne on eduksi ladkeaineelle (Abbot ym. 2010, Alarm ym. 2010). Myosipesdia
varauksesta on hyotya, koska silloin laakeaine sitoutuu tehokkaasti ineesti
varautuneeseen verisuonenseindn endoteelisolukerrokseen ja voi helpossta lapai
veriaivoesteen  adsorptiotranssytoosilla  (Alarm  ym. 2010). Liséksiékekineen

rasvaliukoisuuden lisd&dminen saattaa parantaa veriaivoesteen lapasye jPGupta 2010).

Laakeaineen lapaisykykya parantavia ominaisuuksia pyritddn tisginaan kehittamalla
ladkkeista aihiolaakkeitd tai yhdistamalla laékeaine kantajadarm ym. 2010, He ym.
2011). Ladkeaine voi olla joko kantajan sisalla tai kantajan pintaanitkity. Kantaja
vapauttaa lddkeaineen paastyaan veriaivoesteen lapi. Kantajmsykgkya voidaan parantaa
kiinnittamalla sen pintaan ligandi, jonka solunpinnan reseptori tunniste ¥&. 2008, He
ym. 2011). Kantajina on tutkittu esimerkiksi dendrimeerid, jonka sisdakehine oli
kapseloitu (He ym. 2011). Dendrimeerin avulla doksorubisiinia kulkeutui e@emm
veriaivoesteen lapi kuin vapaata doksorubisiinia. Lisaksi havaittié dethdrimeerin pintaan
kiinnitetyt kaksi erilaista aktiivista kohdentajaa tehostivat waoisteen [apaisya viela lis&a.
Liséksi toisessa tutkimuksessa havaittiin transferriinilla pietit liposomin, jonka sisassa
oli 5-fluorourasiilid, lapéaisevan veriaivoesteen pelkkaa liposomité#dkieainetta paremmin
(Soni ym. 2008). Transferriinin oletettiin sitoutuvan veriaivoesteeas#aa kuljettavaan
reseptoriin ja kulkeutuvan sisaan reseptorivalitteisella transsytoosilla
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3.3 Veriaivoesteen muutokset glioomissa

Veriaivoesteen on arveltu muuttuvan lapaisevammaksi glioomissalGaa6Gilbert 1995,
Papadopoulos ym. 2001). Glioomapotilailla on havaittu turvotusta ja paanetiasa, minkéa
arvellaan johtuvan nesteen kertymisesta aivoihin veriaivoesteeruv@es |apaisevyyden
lisdantyessa. Veriaivoesteen solumallin on todettu olevan lapaipeasvatettaessa sité
glioomasolulinjojen kanssa kuin kontrollina olleiden endoteelisolujen karSsablf ja
Gilbert 1995). Toisaalta on huomattu, etta terveiden astrosyyttieantdapanivat rotan solut
vahvistivat veriaivoestettda. Liséksi tutkimuksessa havaittiin, editrosyyttien tai
glioomasolujen ei tarvinnut olla kosketuksissa veriaivoesteen solujesaarean vaikutus

valittyi solujen erittamien erilaisten liukoisten tekijoiden valitykaell

Veriaivoesteen |lapaisevyyden on havaittu korreloivan gliooman pedtarduusasteen kanssa
(Papadopoulos ym. 2001). Korkeamman asteen glioomissa veriaivoegigéiey tdi matalan
asteen glioomia tai tervettd aivokudosta suurempaa. Syyksi hiayatta korkean asteen
glioomissa tiiviita liitoksia oli vAhemman ja ne olivat avautung#loin solujen valit olivat
suurempia. Lisdksi havaittiin, ettd tiiviille liitoksille tak& okkludiiniproteiinia oli
vahemman korkean asteen glioomissa kuin matalan asteen. Okkludiinin pdapaliauuden
valilla havaittiin selva kaanteinen korrelaatio. Okkludiinin vahaisyyarveltiin selittavan

tiiviilden liitosten avautumista ja veriaivoesteen lapaisyn kasvua.

Veriaivoesteen |apaisyn parantumisen syyksi on myds arveltuevywil koostumuksen
muutoksia (Rascher ym. 2002). Glioomapotilailla on havaittu tyvilevgdeétunut solun
ulkoisen proteoglykaanin agriinin maara. Agriinia on todettu esiimtywviéirmaalissa
tyvilevyssa ja keskushermoston verisuonissa. Agriinin vdhenemisetiaan vaikuttavan
veriaivoesteen astrosyyttien vesikanavaproteiini aquaporin-4 (AQR®Baraan (Noell ym.
2007). Tiedetdédn, etta kasvatettaessa astrosyytteja agriininakagd34:n ilmentyminen
astrosyyteissa kasvoi verrattuna kontrolliin. Agriinin havaittiiryds lisdavan solujen
vedenottokapasiteettia ja -nopeutta. Taten arvellaan, etta glicewragsmin vaheneminen
tyvilevyssa saisi aikaan astrosyyteissad hairion veden kulkewgssais jonka seurauksena
astrosyyttien toiminta hairiintyisi. Astrosyytit osallistiveeriaivoesteen tiiviiden liitosten

saatelyyn, jolloin niiden héairiintynyt toiminta saattaa loystytta@oeeelin tiiviita litoksia
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4 ABC-PERHEEN KULJETINPROTEIINIT

4.1 Rakenne

ABC-perheen kuljetinproteiinit ovat solukalvolla sijaitsevia protgéngoilla on hyvin laaja
substraattikirjo (taulukko 4). Kuljetinproteiinien rakenteessa on solukal&péaideva osa,
solun sisdinen osa ja solun ulkopuolinen osa (kuva 3) (Kaspar 2009). Nanti&puajeiinit
muodostavat solukalvon Iapi kanavan, jonka kautta substraatit siirretd&n solun ulkopuolelle.

Solun sisapuolella sijaitsee hydrofiilinen nukleotidin sitova aluBON (Kaspar 2009).
NBD:n avulla kuljetinproteiini voi sitoa ja hydrolysoida ATP:akéimahdollistaa aineiden
poistamisen solusta konsentraatiogradienttia vastaan (Sarkad20@6, Kaspar 2009, Liu
2009). NBD:n lisadksi ABC-perheen kuljetinproteiineissa on solukalvon kipdisalueita
(TMD) (Sarkadi ym. 2006, Liu 2009). Yksi TMD koostuu viidesta tai kuudesta
hydrofobisesta solukalvon lapaisevasta kierteesta ja naiden \@bsssta luupeista. (Sarkadi
ym. 2006, Jones ym. 2009, Liu 2009). Toimiva kuljetinproteiini rakentuu kahdestasiBD:
ja kahdesta tai useammasta TMD:sta (kuva 3) (Sarkadi ym. 2006, Kaspar 2009).

ABC-perheen kuljetinproteiineja koodaa ihmisella 49 geenia ja ne dllakih seitsem&an
alaluokkaan (ABCA-ABCG) rakenteen perusteella (Sarkadi ym. 20060&ha008, Liu
2009). Kuljetinproteiineja esiintyy useissa kudoksissa kuten maksaseéstassa ja
munuaisissa ja niilla on tarkea rooli ladkkeiden jakautumisessaytymisessa ja

eliminaatiossa (de Lange 2004, Kaspar 2009).

P-gp on ABC-perheen kuljetinproteiineista tunnetuin. Se on tayskuljeteipi, joka
muodostuu kahdesta samanlaisesta osasta (kuva 3A) (Ambukar ym. 2003, LiuCx#19).
muodostuvat yhdestd TMD:sta ja yhdesta NBD:sta. Osia yhdistdditksalue (Ambukar
ym. 2003). P-gp:ssa seka C- ettd N-terminaalipdd ovat solukalv@pugisllia.
Samankaltainen rakenne on myés MRP4:11a, MRP5:11a, MRP8:lla ja MRP9alBu(xhi ym.
2001, Kruh ja Belinsky 2003).
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MRP1 muistuttaa rakenteeltaan P-gp:a (kuva 3B) (Kool ym. 1997, Liu 2@@A on
kuitenkin kahden TMD:n ja NBD:n lisaksi yksi viidesta kierteesta ko@sTMD (TMDO) N-
terminaalipaassa (Kool ym. 1997, Bakos ja Homolya 2007, Liu 2009). TMDRiiomi
TMD1:ssa kahdesta kierteestd muodostuvan Kkiinnitysalueen (L1) awRP1:n N-
terminaalipad on solun ulkopuolella, toisin kuin P-gp:lla (Bakos ja Hgend&007).
Samankaltainen rakenne on myds MRP2:lla, MRP3:lla, MRP6:lla jP MR (Kruh ja
Belinsky 2003).

BCRP on rakenteeltaan puolikuljetinproteiini (kuva 3C) (Doyle ym. 1988)muodostuu
yhdestd TMD:sta ja yhdesta NBD:sta. Nam& osat ovatagesjyksessa kuin P-gp:ssa ja
MRP1:ssa. BCRP:n C- ja N-terminaalipdd ovat solukalvon sisdpuolgbiksi BCRP-
molekyylida, joita yhdistdd disulfidisidos, muodostavat biologiseséiktiivisen

homodimeerirakenteen (Kage ym. 2002).

TMD1 TMDZ NHZ
Ulkopuoli

Solukaho

sisdpuol

A COCH

Ulkopuoli

solukalvo

Sisapuoli

NH2 MBD

Kuva 3. Esimerkkeja adenosiinitrifosfaattia sitokasetti (ABC) -perheen kuljetinproteiinien rakestai
A) P-glykoproteiini (P-gp) B) monildékeresistenssiproteiini 1 (MRP1J) rintasyévan resistenssiproteiini
(BCRP). ABC-perheen kuljetinproteiinit koostuvalid@lvon lapéisevista alueista (TMD) ja solun sisélplla
sijaitsevista nukleotidin sitovista alueista (NBO)ayskuljetinproteiini muodotuu osista, joita yhs&sitavat

kiinnitysalueet (L1 ja LO).
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4.2 ABC-perheen kuljetinproteiinit aivosyovissa

ABC-perheen kuljetinproteiinien on huomattu osallistuvan MDR:iin poistama
syopalaakkeitd syodpasoluista. Muun muassa P-gp:n ja MRP1:n ilmetdtyonistutkittu
potilailta eristetyista glioomanaytteista ja glioomasolwiista. Kuljetinproteiinien on havaittu
iimentyvan vaihtelevasti eri glioomasolulinjoissa, vaikka solulirpabt kaikki peraisin
glioblastoomasta (taulukko 3). MRP1:n, MRP3:n ja MRP5:n on havaittunijm@&n useissa
glioblastoomasolulinjoissa. Sen sijaan MRP2:n ilmentymisen on toddévan heikkoa.

BCRP:n ilmentymistéa glioblastoomasolulinjoissa on tutkittu vain vahan.

Taulukko 3. Kuljetinproteiinien ilmentyminen mRNtsolla jatkuvissa glioblastoomasolulinjoissa.mehtyy,

- ei ilmenny, tyhja ei tunneta.

Solulinja P-gp BCRP MRP1 MRP2 MRP3 MRP4 MRP5 Léhde

8MG - + - + + + Decléves ym. 2002
Al172 - + - + + + Bahr ym. 2003
D272MG - + = + = + Bahr ym. 2003
GL15 - + - + + + Decléves ym. 2002
IN157 - - + Haga ym. 2001
LN-18 + - + + + + Bahr ym. 2003
LN-229 + + - + - + Bahr ym. 2003
T98G + + - + - - Bahr ym. 2003
U343 + - + Haga ym. 2001
us7MG - + - - - + Tanaka ym. 2000,

Bahr ym. 2003,
Nakai ym. 2009
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Potilailta eristetyista glioomanaytteista heti eristykg@élkeen tutkittaessa on havaittu eroa
parempiennusteisten matalan asteen (asteet | ja Il) glioojaigrahanlaatuisten korkean
asteen (asteet Il ja 1V) glioomien valilla kuljetinproteiimiglmentymisessa. MRP1:n
havaittiin  ilmentyvan proteiinitasolla enemman korkean kuin matalasteen
oligodendroglioomissa (Benyahia ym. 2004). Matalan asteen oligodendrogigaoMRP1
iimentyi vain 10 %:ssa kasvaimen soluista kun taas korkeammaenadsssvaimissa se
iimentyi yli 90 %:ssa soluista. On myds havaittu, ettda MRP1l:ikdis MRP3 ja MRP4
iimentyvat proteiinitasolla enemman korkean kuin matalan asteeangssa (Calatozzolo
ym. 2005). P-gp:lla ei kuitenkaan ole havaittu vastaavaa eroa. Tgkdtaknentymista
MRNA-tasolla milla&n kuljetinproteiinilla ei havaittu eroa alah ja korkean asteen

glioomien vadlilla (Calatozzolo ym. 2005, Bronger ym. 2005).

Oligodendroglioomien on todettu reagoivan astrosytoomia paremmiidtsgidpon (Méaenpaa
2010). Syyna tdhan saattavat olla kuljetinproteiinit, koska niitd onithavémentyvan
vahemman oligodendrosytoomissa kuin astrosytoomissa (Bronger ym. 20@5a \ah.
2009). MRP3:n, MRP4:n ja MRP5:n havaittin ilmentyvdn potilailta tetysssa
astrosytoomissa oligodendrosytoomia korkeammalla tasolla (BrgmgeR005, Valera ym.
2007). Toisaalta BCRP:n on huomattu ilmentyvan oligodendroglioomissaaransa kuin

astrosytoomissa (Valera ym. 2007).

Kuljetinproteiinien arvellaan aiheuttavan resistenssia syopatdbikk Niilden maaran on
arveltu kasvavan laakehoidon aikana ja esimerkiksi pitkaaikaisen doissimialtistuksen on
todettu kasvattavan P-gp:n ja MRP1:n maaraa leukemiasoluissa (Bar 2007, Kweon ym.
2010). Sen sijaan lyhytaikaisemmissa vinplastiinialtistuksissaittien P-gp:n, MRP1:n ja
BCRP:n maarien alenevan altistuksen seurauksena glioomasolsbn{Malera ym. 2007).
Pitkdaikaisessa altistuksessa kuljetinproteiinien maaran kasvarsettaa mahdollisesti
johtua soluissa tapahtuvasta valinnasta, eika niink&&an proteiinientylmean kasvusta.
Kuljetinproteiinien ilmeneminen glioomasoluissa ei kuitenkaan johdu péBaést
ladkehoidosta, vaikka kemoterapia saattaa kasvattaa ilmentymisea $yOpasoluissa.
Kahdessa tutkimuksessa suurin osa potilaista ei ollut saanut kepmedesskd saddehoitoa
ennen kasvaimen poistoa (Benyahia ym. 2004, Bronger ym. 2005). T&sta dttaolim

glioomasoluissa havaittiin ilmentyvan useita kuljetinproteiineja.
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4.3 ABC-perheen kuljetinproteiinit veriaivoesteessa

Veriaivoesteessa ilmentyy runsaasti ABC-perheen Kkuljetinprotajinejikd heikentaa
aivosyopien hoitoon kaytettavien laakeaineiden tehoa (taulukko 4) (Paoiinelli2010).
Kuljetinproteiinien ilmentymisesta veriaivoesteessa on saattriitassia havaintoja
(taulukko 4). Esimerkiksi vuonna 2002 todettiin, etteivdt MRP1 ja MRP5 ilgpnenn
proteiinitasolla ihmisen veriaivoesteessa (Cooray ym. 2002). Myohssadntatkimuksessa
molempien kuljetinproteiinien kuitenkin todettiin ilmentyvéan veriaivoestée (Nies ym.
2004). Myos MRP4:n on todettu erdissa tutkimuksissa puuttuvan veriaivogstergta
myOhemmin sen havaittiin ilmentyvan proteiinitasolla ihmisen waresteessa (Cooray ym.
2002, Nies ym. 2004, Uchida ym. 2011). Lisaksi MRP3:n ja MRP7:n on havaigatyvan
MRNA-tasolla, mutta ei proteiinitasolla (Cooray ym. 2002, Warren 3099, Uchida ym.
2011). Tutkimuksissa saatujen ristiriitaisten tulosten syyna vdidoibsesti olla erilainen
menetelm&. Eri menetelmilla saattaa olla erilainen herkkygymistaa pienid maaria
proteiineja. Proteiinitason ja mMRNA-tason erojen syyna saali@aae, ettei RNA:sta tuoteta

toiminnallista proteiinia.

Kuljetinproteiinien ilmentymista veriaivoesteessad on vertailtuislem ja jyrsijan valilla.
MRP4:n on huomattu ilmentyvdn mRNA-tasolla ihmisen veriaivoestdeskasti verrattuna
hiiren veriaivoesteeseen (Warren ym. 2009). My6hemmin myo6s mitdeblla havaittiin
sama ero (Uchida ym. 2011). Lisédksi huomattiin, etta proteiinitad®lgp:a ilmentyi
vahemman ihmisen veriaivoesteessa kuin hiiren. P-gp oli my0s toitsestl aktiivisempi
hiiressa kuin ihmisessa. Toisaalta BCRP:n todettiin ilmentyvéateipritasolla huomattavasti
enemman ihmisella kuin hiirella ja tasojen olevan korkeampia kuin mtudettujen ABC-

perheen kuljetinproteiinien.

Kuljetinproteiinien sijaintia veriaivoesteessa ei tunneta hyvin,tanuatiiden on todettu
sijaitsevan sekad verenkierron puoleisella ettd aivojen puoleisdliadvolla (taulukko 4)
(Virgintino ym. 2002, Bendayan ym 2006). P-gp:n on esimerkiksi vaitetgitsgyan
pelkastaan verenkierron puoleisella solukalvolla (Virgintino ym. 2002).a&ties Bendayan
kumppaneineen havaitsi, etta se sijaitsisi molemmin puolin endo(Belnzlayan ym. 2006).
MRP1:n on havaittu sijaitsevan molemmilla solukalvoilla jyrsijatiéutta heikommin aivojen

puolella (Roberts ym. 2008).

23



Taulukko 4. ABC-perheen kuljentinproteiinien ilmemtinen ihmisen ja jyrsijan veriaivoesteen soluissa.

ilmenee, - eiilmene, (+) ilmenee matalalla thsf@ -/+ ristiriitainen tulos, tyhja ei tutkittu.

Kuljetin liImentyminen IiImentyminen Proteiinin sijainti  Lahteet
proteiini mRNA-tasolla proteiinitasolla verenkierron tai aivojen
puoleisella solukalvolla

P-gp + + + + veren / veren Cooray ym. 2002,
molemmilla Virgintino ym. 2002,
Bendayan ym. 2006,
Roberts ym. 2008,
Uchida ym. 2011,
Yousif ym. 2007

MRP2 (+) - - - Cooray ym. 2002,
Nies ym. 2004,

Warren ym. 2009,
Yousif ym. 2007

MRP4 + + Yy + veren veren Cooray ym. 2002,
Nies ym. 2004,
Warren ym. 2009,
Roberts ym. 2008,

Uchida ym. 2011

MRP6 (+) + - Warren ym. 2009,
Uchida ym. 2011

MRP8 - - - Warren ym. 2009,
Uchida ym. 2011

BCRP veren veren Cooray ym. 2002, Zhang
ym. 2003, Roberts ym.

2008, Uchida ym. 2011
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4 .4 Inhibiittorit

ABC-perheen kuljetinproteiinien aiheuttaman ladkeresistenssin midksi on kehitetty
aineita, jotka inhiboivat kuljetinproteiinien toimintaa (Fox ja BaR&97). Inhibiittoreiden
yhdistamisella syopéalddkkeiden kanssa toivotaan syopalddkkeiden tehanevpar
Kuitenkaan inhibiittorit eivat ole viela saaneet myyntilupaa sydvan hoidossa.

Ensimmaisen polven inhibiittoreita ovat P-gp:a inhiboivat sydan- jenpaieelaékkeenakin
kaytettava verapamiili, reumalaakkeena kaytettava siklospériisekd rytmihairidlaake
amiodaroni (taulukko 5) (Tsuruo ym. 1981, Hyafil ym. 1993, Bardelmeijer ym. 2R@4djen

inhibiittoreiden on todettu olevan tehokkaita, mutta niiden affiniteetjpf#n on heikko.

Taman takia niitd on jouduttu kayttdm&an suurina annoksina, jotka aihetwkgssuutta.

Lisdksi myohemmin ensimmaisen polven inhibiittoreiden havaittiin vakatt sytokromi
P450-entsyymien toimintaan ja olevan myos P-gp:n substraattegdil(i#im. 1993, Helgason
ym. 2006, Fox ja Bates 2007).

Toisen polven inhibiittoreihin kuuluu muun muassa valspodar (PSC-833) (taulukkax5a(F

Bates 2007). Valspodar on siklosporiini D:n johdannainen, jolla on 10-20 -kertaine

affiniteetti P-gp:iin verrattuna siklosporiini D:hen (Fox ja Bag907). Valspodarin tehoa on
tutkittu in vitro -tutkimusten liséaksi myds Kkliinisesti (Kolitz ym. 2010, O’Brien .y@&010).
Naissa tutkimuksissa valspodarin haitaksi kuitenkin havaittin sen akakmeettiset
yhteisvaikutukset kuten sytokromi P450-entsyymien inhibointi sydpalaakkekdessa,
minka vuoksi samaan aikaan annettavien syopalaakkeiden toksisuus ka&ra@n(@m.
2010).
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Kolmannen polven inhibiittoreita ovat tariquidar, elacridar, ONT-093, l|adajuija
zosuquidar (taulukko 5) (Newman ym. 2000, van Zuylen ym. 2000, Morschhams&0§7,
Hubensack ym. 2008). Niilla ei ole toisen polven inhibiittoreiden kaltéésimakokineettisia
yhteisvaikutuksia syopalaakkeiden kanssa ja suurin osa on spesijigiieRvan Zuylen ym.

2002, Morschhauser ym. 2007, Abraham ym. 2009). Ne eivat myodskaan ole P-gp:n
substraatteja (Hyafil ym. 1993, Abraham ym. 2009). Kaikkia kolmannen polven itdrdiiia

on tutkittuin vitro- ja in vivo -tutkimusten lisaksi myds Kliinisesti (van Zuylen ym. 2002, Chi
ym. 2005, Morschhauser ym. 2007, Hubensack ym. 2008, Abraham ym. 2009). Niiden on
todettu olevan turvallisia ja soveltuvan yhdistettavaksi useiden sydpalaakkendsa.ka

P-gp:n lisdksi myds BCRP:n inhibiittoreita on tutkittu, mutta suarogaa ainoastaamvitro.
Fumitremorgin C (FTC) oli ensimmaisia tutkittuja BCRP:n inltibreita (taulukko 5), jonka
kuitenkin my6hemmin todettiin olevan neurotoksinen (Allen ym. 2002, Kihnle ym. 2009).
FTC:n pohjalta kehitettiin johdannaisia, joista tehokkain oli Kol43. Se onifispas
BCRP:lle kun taas P-gp:n inhibiittoreista elacridarin ja tadgtn on todettu estavan myos
BCRP:n toimintaa (Breedveld ym. 2005, Kihnle ym. 2009). Uusin BCRRilldetty
inhibiittori on apatinibi. Sen on havaittu inhiboivan P-gp:a ja BCRiPswtro (Mi ym. 2010)

Myds MRP kuljetinproteiineille on kehitetty inhibiittoreita (taulukko. 3Ylonet MRP:ja
inhiboivista aineista inhiboivat kaikkia MRP:ja. MRP1:n inhibiittoteisbiricodaria on
tutkittu myos kliinisessa faasin Il tutkimuksessa (Gandhi ym. 2007kimiuksessa kuitenkin
havaittiin, ettei biricodarin yhdistdmisesta vinkristiinin tai dokasiinin kanssa saavutettu

merkittavaa hyotya syovan hoidossa.
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Taulukko 5. ABC-perheen kuljetinproteiineja.

Geeni (sijainti Muut Proteiinin ~ Substraatit Inhibiittorit Lahteet

kromosomissa) lyhenteet  koko

ABCC1 MRP1 190kDa doksorubisiini  indometasiini Sharom 2008,
(16p13) GS-X daunorubisiini probenecidi Liu 2009,
epirubisiini MK571 GeneCards 2010,
ABC29 vinblastiini verapamiili PAK- Kool ym. 1997,
vinkristiini 104P biricodar Palerno ym. 2004,
etoposidi Minderman ym2004
teniposidi
topotekaani
irinotekaani
metotreksaatti
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Geeni (sijainti Muut Proteiinin ~ Substraatit Inhibiittori Lahteet
kromosomissa) lyhenteet koko
ABCC3 MRP3 169 kDa etoposidi delaviridiini Haga ym. 2001,
1722 sisplatiini efavirenz ITC 2010,
metotreksaatti emitrikitabiini GeneCards 2010,
MK571 Hopper ym. 2001
ABCC4 MRP4 150 kDa tiopuriinit selekoksibi GeneCards 2010,
13032 metotreksaatti diklofenaakki Fletcher ym. 2010,
kamfoterisiini  probenesidi El-Sheikh ym. 2008,
gansikloviiri MK571 Reid ym. 2003,
ITC 2010,
Adachi ym. 2002
ABCC5 MRP5 160 kDa tiopuriinit probenesidi GeneCards 2010,
3027 metotreksaatti sildenafiili Fletcher ym. 2010,
sisplatiini trequinsin Reid ym. 2003
ABCC6 MRP6 165 kDa doksorubisiini  indometasiini GeneCards 2010,
16p13 daunorubisiini propenesidi Fletcher ym. 2010,
sisplatiini llias ym. 2002
etoposidi
ABCC10 MRP7 162 kDa vinblastiini MK571 GeneCards 2010,
6p21 vinkristiini sulfinpyratsoni Fletcher ym. 2010,
paklitakseli siklosporiini A Chen ym 2003
dosetakseli
ABCC11 MRP8 154 kDa tiopuriinit - GeneCards 2010,
16q12 Fletcher ym. 2010
ABCC12 MRP9 152 kDa - - GeneCards 2010
16q12
ABCG2 BCRP 72 kDa doksorubisiini  fumitremorgin C  Lu ja Shervingto 2008,
4q22 MXR1L daunorubisiini  imatinibi Sharom 2008,
topotekaani elacridar Liu 2009,
ABCP irinotekaani Ko143 Breedveld ym. 2005,
metotreksaatti tryprostatin A Kihnle ym. 2009,
epirubisiini novobiocin Woehlecke ym. 2003,
etoposidi apatinibi Shiozawa ym. 2004,
tenoposidi Mi ym. 2010,
imatinibi ITC 2010
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5 DNA:N VAURIOITA KORJAAVAT MEKANISMIT AIVOSYOVISSA

5.1 C-metyyliguaniini-DNA metyylitransferaasi

Temotsolomidia kaytetaan glioomien hoidossa ensisijaisena laake@eapaa 2010, Kato
ym. 2010). Temotsolomidi kuuluu alkyloiviin sydpalaakkeisiin (Villano ym. 2008dméa

ladkeaineet liittavat DNA:han alkyyliryhman. Talléin DNA:n kalskierre vaurioituu, mika
johtaa solun apoptoosiin. Tarkeimmat temotsolomidin aikaansaamistmimtieysta ovat

metylaatio G-asemassa olevassa guaniinissaadieniinissa ja Nguaniinissa (Broniscer ym.
2007, Palma ym. 2009, Villano ym. 2009). Temotsolomidin liséksi muita aivosyopitomoi
kaytettavia alkyloiviasyopalaakkeitd ovat muun muassa prokarbgtsinitrosoureat, joihin

kuuluvat lomustiini ja karmustiini.

Alkyloivien syodpéalaakkeiden aikaansaamia DNA:n vaurioita korj&metyyliguaniini-DNA
metyylitransferaasi (MGMT), joka siirtda°@uaniinissa olevan metyyliryhméan aktiiviseen
kohtaansa ja korjaa DNA:n vaurion (kuva 4) (Kaina ym. 2010). MGMT:n on thavai
iimentyvan runsaasti sek& normaalissa, ettd syopakudoksessa. Sedtodettu olevan
suurin resistenssin aiheuttaja temotsolomidillenentymistasoissa on kuitenkin eroja
kudosten ja ihmisten valilla. MGMT:n on kuitenkin todettu olevan aktiivigem
syopakudoksessa verrattuna ympardivadn normaaliin kudokseen (Preuss yriairt®gm.
2010).
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Kuva 4. O-metyyliguaniini-DNA metyylitransferaasin (MGMT) imintamekanismi. Temotsolomidi liittaa
DNA:n guaniiniin metyyliryhman (M). MGMT korjaa DNA vaurion sitomalla metyyliryhméan aktiiviseen

kohtaansa.

MGMT:n maaréan on todettu korreloivan glioblastooman hoitoennusteesed¢an@va ym.
2011). Solut, joissa on runsaasti MGMT:a ovat 4—10 kertaa resistentimpia nitoke bxen

solut, joista MGMT puuttuu (Gerson 2004). Lisaksi on selvitetty, et@MM ilmenee
enemman korkean asteen glioomissa verrattuna matalan asteeniigli@mehauf ym.
2006). MGMT:n on todettu ilmentyvan korkealla tasolla 63 %:ssa uus@tamattomista
glioblastoomista (Wiewrodt ym. 2008). Lisdksi sen maaran on huomattunotenaempi
uusiutuneessa glioblastoomassa verrattuna alkuperdiseen samam pgitddastoomaan.
Syyksi tdhén arvellaan, ettda glioblastooman uusiutuessa laakeatmaeloivat MGMT:n

iimentymista tai kasvaimessa tapahtuu valintaa, jolloin ne goissa on paljon MGMT:a
selvidvat (Wiewrodt ym. 2008). Uusiutuneissa glioblastoomissa havaigita MGMT:n
maarat kasvoivat enemman potilailla, jotka saivat sadehoitokyigala aineita verrattuna
pelkkdad sadehoitoa saaneisiin. Lisdksi matala MGMT-aktiivisuuselkoriadkehoidon
tehokkuuteen (Wiewrodt ym. 2008, Watanabe ym. 2011).
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MGMT:n aiheuttamaa resistenssia aivosyovissa on pyritty véamékd MGMT-geenin
hiljentamisella (Kato ym. 2010). MGMT:n promoottorin metylaation on huamestavan
geenin ilmentymisen ja taten olevan yhteydessa tehokkaampaawtsdéomidihoitoon
glioomissa (Kaina ym. 2010, Felsberg ym. 2011, Watanabe ym. 2011).aftiugj etta
promoottorin metylaatioaste voisi mahdollisesti toimia markkerjola ennustettaisiin
temotsolomidin tehoa (Felsberg ym. 2011). Kuitenkin tutkimuksessa on todéfiu, e
MGMT:n promoottorin metylaatio sailyi suurimmalla osalla posilaisamana glioblastooman
uusiutumisen jalkeen hoidosta riippumatta. Tasta tutkijat paattedittdtmahdollisesti jokin

muu mekanismi kuin metylaatio vaikuttaa resistenssin lisaantymiseemsydsi@tumisessa.

Temotsolomidiresistenssia on yritetty vahentaa hiljentama@MNV geenin ilmentymisté
pienen hairitsevan RNA:n (siRNA) avulla (Kato ym. 2010). Tutkimulsdsslettiin, etta
MGMT:n maara véheni ja temotsolomidin sytotoksisuus lisdantyiaksis sSiRNA:n ja
temotsolomidin yhdistelmaa tutkittiin hiiriin istutetuissaoglnissa ja siRNA:n huomattiin
vahentdvan merkittavasti MGMT:n maarda ja lisdavan temotsolontielhoa pelkkaa

temotsolomidia saaneisiin hiiriin verrattuna.

MGMT:lle on my6s kehitetty inhibiittoreita parantamaan alkylaivi@ineiden tehoa
aivosyopien hoidossa (kuva 5) (Villano ym. 2009). Inhibiittoreiden toimintauspeu
MGMT:n kertakayttoisyyteen. MGMT voi reagoida vain yhden metyklingn DNA:sta
kanssa, jolloin toiminnan jatkaminen edellyttdd uuden entsyymin tust@anminhibiittorit
siirtavat MGMT:n aktiiviseen kohtaan bentsyyli- tai bromoetyylmén, jolloin MGMT ei
pysty enada sitomaan metyyliryhnmaa DNA:sta (Villano ym. 2009ts@a ym. 2010).
Esimerkiksi inhibiittoreilla havaittiin tehoa kasvainsoluissa, mukaaiheuttivat luuytimen
vajaatoimintaa kliinisessa kaytdssa, minka takia temotsolomidin semnaskettiin alle
tarpeellisen tason (Villano ym. 2009, Kato ym. 2010). Lisaksi huomatita inhibiittorit

ovat toksisia myos normaalissa kudoksessa (Kaina ym. 2010).
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Kuva 5. O-metyyliguaniini-DNA metyylitransferaasin (MGMT) luibiittorit, niiden vaikutusmekanismit ja

esimerkkeja tutkimuksista.

5.2 Yhteensopimattomuuksien korjausjarjestelma

Toinen alkyloivien syodpalaakkeiden tehoon vaikuttava DNA:n korjausjéhje&t on

yhteensopimattomuuksien korjausjarjestelma (MMR),

johon kuuluu useita iipe@e

(Villano ym. 2009). MMR tunnistaa vaarin pariutuneet emakset sekatemédsleetiot ja

insertiot uudessa syntetisoidussa DNA-juosteessa ja pyrkii koa@ane. MMR:n virheeton

toiminta lisda temotsolomidin tehoa ja sen puutteen on todettu airsuttasistenssia

temotsolomidille aivosyotvissa (Felsberg ym. 2011).
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MMR pyrkii korjaamaan DNA:n kahdentuessa syntetisoituun vastinjessén
muodostuneita virheita (Marchesi ym. 2007). Temotsolomidin alkyloima3sBA:n
templaattijuosteessa guaniiniin on kiinnittynyt metyylirynmamaa seurauksena guaniinin
pariksi vastinjuosteeseen muodostuu virheellisesti tymidiini spiossijaan (kuva 6). MMR
tunnistaa taman virheen ja pyrkii korjaamaan sen. Korjaus kohdistuu kuoitesakn
vastinjuosteeseen, eikd templaattiin, jossa virhe on. Korjauksen gb&atteastinjuoste
muodostetaan uudelleen templaatin mukaan, jolloin metyloituneen guaniimiksipa
muodostuu jalleen tymidiini. MMR tunnistaa virheen uudelleen ja korjias alusta. Useat
turhat korjaukset aiheuttavat DNA:han aukkoja, jotka johtavat DNA:n kddedisen

rikkoutumiseen ja apoptoosiin.

MMR:n proteiinien maaran vahenemisen on huomattu olevan yleistaagiobmissa, mika
saattaa edistdd resistenssid ja syovan uusiutumista (Gelsber 2011). Kuitenkaan
vahenemisen ei ole todettu olevan yhteydessad vain kemoterapiaan yaanpeikalla

sadehoidolla hoidettuihin kasvaimiin.

Templaati T T T T T T 11 TTT LTI TTT]1 TTT LT T T T
O~-meii O~-mei3 O~-meis

T T
Vastinjnoste L1 1 1 1 1 1 1 1 1 L1 1 11 I T I I |

L B C

Kuva 6. Yhteensopimattomuuksien korjausjarjestelm@tMR) toiminta temotsolomidin metyloimassa
DNA:ssa. A) Metyloituneen guaniinin (®meG) pariksi on vastinjuosteeseen virheellisestiodostunut
tymidiini (T). MMR tunnistaa taman tymidiinirB) MMR poistaa palan vastinjuosteesta tymidiinin ymilpi
C) Vastinjuoste korjataan templaattina olevan DNA:okaisesti, jolloin sama virhe muodostuu uudelleen,

metyloituneen guaniinin pariksi tulee taas tymidjinkorjaus alkaa alusta.
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5.3 Emaspoisto- ja nukleotidikorjausjarjestelma

Temotsolomidille resistenssia aiheuttaa myos DNA:n virheitd ja&ova
emaspoistokorjausjarjestelma (BER). Se korjaa temotsolomidinutih@a DNA:n
N2-adeniinin ja N-guaniinin alkylointeja (kuva 7) (Marchesi ym. 2007, Villano ym. 2009).
Toisin kuin MMR:ssa BER:n korjaus kohdistuu suoraan DNA:han. Kuitenkaan rBER:
merkitys temotsolomidiresistenssille ei ole yhta merkittava MGMT:n, silla N-adeniinin
metylointi on vain 9 % temotsolomidin aikaansaamista virheistd B$&A:(Villano ym.
2009). Lisaksi BER toimii suurimmassa osassa syoOpasoluja, joterotsi@omidin
N2-adeniinin metyloinnin merkitys on hyvin véahainen. Kuitenkiadeniinin metylointi on
soluille tappava, joten BER:n inhibointi parantaisi temotsolomidin tehoa.

Nukleotidikorjausjarjestelmén (NER) toiminta on samankaltaista R&R:n (Henderson ym.
2010). Se poistaa vaurioituneen kohdan DNA:sta ja syntetisoi tilatlen palan juostetta. Se
pystyy kuitenkin poistamaan laajemman palan vaurioitunutta DNA:taB&R (Rouillon ja
White 2011). NER:aan kuuluu useita proteiineja, jotka voivat tunnistaa jat&dfNA:n
virheitd. NER aiheuttaa resistenssia erityisesti karbopildgii joka muodostaa sidoksia

DNA-ketjujen kanssa ja saa aikaan ristisidoksen DNA-ketjujen valille.

Glykosylaatti

O HA-polymeraasi
D HA-ligaasi
ﬁ
| ] ]

T - r 1 1 1 1

—
1 1 ] 1 1 1 ]

C D

Kuva 7. Emaspoistokorjausjarjestelmadn (BER) toiminA) Glykosylaatit tunnistavat temotsolomidin
metyloiman adeniinin (NmeA) DNA:ssa ja poistavat seB) Endonukleaasi (APE) pilkkoo DNA-juosteen
emaksettomasta kohdas@. DNA-polymeraasi ja DNA-ligaasi syntetisoivat uudensteenD) Korjattu DNA-

juoste.
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BER:ssa olennainen proteiini on Poly(ADPriboosi)polymeraasi (PARHano ym. 2009).
Se vaikuttaa muun muassa endonukleaasin ja DNA-polymeraasin torm{Magschesi ym.
2007). PARP:n inhibiittoreiden on havaittu lisddvan temotsolomidin tedlassa, joissa on
puutteellinen MMR riippumatta MGMT:n maaréasta (Villano ym. 2009)Tutkittuja
inhibiittoreita ovat CEP-8983 ja ABT-888 (Miknyoczki ym. 2007, Palma ym. 2009)
Molempien on todettu lisdavan temotsolomidin tehoaivo ja yhdistelman temotsolomidin
kanssa olevan hyvin siedetty. ABT-888 on edennyt faasin Il kliinisitkimuksiin.
Tavoitteena olisi kehittdd yhdistelmd temotsolomidin, MGMT:n inhdoih ja PARP
inhibiittorin kesken, jotta temotsolomidin tehoa voitaisiin parantaa wimsen hoidossa
(Villano ym. 2009).
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6 YHTEENVETO

Monilaakeresistenssi aivosyopien hoidossa johtuu paaosin veriaivogstegdpakudoksen
resistenssimekanismeista. Ensin laékeaineen on lapaistavidoesia. Veriaivoesteen tiiviit
litokset estavat monien laékeaineiden kulkeutumisen verenkierrastiiudokseen. Lisaksi
veriaivoesteen endoteelin soluissa esiintyy runsaasti metaboloivisyymeja ja
kuljetinproteiineja, jotka heikentavat ladkeaineiden veriaivoesteersi@péhbbot ym. 2006,
Paolinelli ym. 2010). Taman jalkeen laékeaineen on paastava syopakudpksgeuduttava
vaikutuskohtaan sydpasolussa vasteen aikaansaamiseksi. Syopakudokiseps&@Esenkin
monia resistenssimekanismeja, kuten kuljetinproteiineja ja DNAanri@ita korjaavia
mekanismeja (Ambudkar ym. 2003, Benyahia ym. 2004, Calatozzolo ym. 2005).
Taulukossa 6 esitetdaan yhteenvetona glioomien hoidossa kaytettdkedin@@t ja niiden

tunnetut resistenssimekanismit.

Veriaivoeste on merkittava aivosyopalddkkeiden tehoa rajoittdija f@ on ajateltu, etta
tehostamalla |aékeaineiden péésya aivoihin veriaivoesteen lapiswoitparantaa hoidon
vastetta. Kuitenkin my0ds laakeaineilla, jotka paasevat verisigen lapi, kuten
temotsolomidilla, hoitotulokset ovat huonoja. Tama osoittaa, ettei vairaiw@esteen
lapdisya parantamalla voida vaikuttaa resistenssiin, vaan mydgakaydoksen
resistenssimekanismit ovat merkittdvia selittavia tekijoitd dowoi heikkoon tehoon.
Laakeaineille, jotka eivat pysty lapaisemaan veriaivoested® kuitenkin muodostaa
merkittavimman esteen (Bahr ym.2003). Toisaalta veriaivoesteehawaittu |6ystyvan
glioomapotilailla, mikd mahdollisesti saattaa parantaa sydgdédiaten paasya aivoihin
(Grabb ja Gilbert 1995, Papadopoulos ym. 2001).
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Veriaivoesteen kuljetinproteiinien ovat merkittavia resistenssin k@nrfan huomattu, etta
kuljetinproteiinit poistamalla saadaan sydpalaakkeen maara pastsijé hiirilla aivoissa
suuremmaksi kuin kontrollissa (Leggas ym. 2004). Samoja kuljetinproteiinegntyy myos
syopakudoksessa ja hiiriin istutetuissa kasvaimissa niiden merbitybavaittu suureksi
(Hyafil ym. 1993, Calatozzolo ym. 2005). Aivosydpakudoksen kuljetinproteiinierkitye

on kuitenkin viela epaselva. Niiden suhteellista merkitysta veriag@eeuljetinproteiinien

lisdna ei tunneta.

Resistenssia aiheuttavat monet mekanismit, joiden merkityseleehtadkeainekohtaisesti.
Kuljetinproteiineja on tutkittu runsaasti ja on huomattu, ettd kuljettegineja inhiboimalla
voidaan in vitro parantaa laakeaineiden tehoa (Hyafil ym. 1993, Newman ym. 2000).
Kuitenkin kuljetinproteiinien lisaksi on myds muita resistenssin aibgat ja osalle
ladkeaineista kuljetinproteiinien merkitys on huomattavasti vamise jolloin  muut
resistenssimekanismit muodostuvat tarkedmmiksi. Esimerkiksi telootslin ei tiedeta
olevan P-gp:n liséksi muiden kuljetinproteiinien substraatti ja &ililkeimmat resistenssin
aiheuttajat ovat DNA:n korjausmekanismit MGMT ja BER. MGMTnhibointia tutkittaessa
on huomattu, ettd temotsolomidin teho yhdessa inhibiittorin kanssa pavanedtuna
pelkkaa temotsolomidia saaneisiin (Clemons ym. 2005, Broniscer ym. 2G07#a dsoittaa
MGMT:n olevan merkittava tekija temotsolomidin resistenssissateRkaan inhibointi ei
poista resistenssia kokonaan, joten resistenssiin vaikuttavat myoseakijiit Resistenssi on
monien mekanismien summa, jossa mekanismit taydentdvat toisiaanyhgen

sammuttamisella saavutetaan vain osittaista hyotya.
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Kuljetinproteiinien, MGMT-entsyymin ja BER-jarjestelmén inhitoieilla on pyritty
valttamaan MDR:&. Kuljetinproteiinien inhibiittoreilla on saavutéiyityd, mutta ongelmana
kuitenkin on kuljetinproteiinien runsaus (Newman ym. 2000, Hubensack ym. 2008). Yhta
inhiboitaessa saattavat muut Kkuljetinproteiinit kompensoida sen toanintiksi
inhibiittoreiden tulisi olla useaa kuljetinproteiinia inhiboivia. Kuitamkialloin havaitaan
toksisuutta elimiston terveissa kudoksissa, koska kuljetinproteiinejantiyiy elimistossa
useissa kudoksissa ja inhibiittorit vaikuttavat myds niissd. Myds NI@&Ma BER:n
inhibiittoreilla on saavutettu hyotyén vivo (Clemons ym. 2005, Broniscer ym. 2007,
Miknyoczki ym. 2007). Kuitenkin my6s néiden inhibiittoreiden ongelmana on imnhibit
normaalissa kudoksessa. Koska resistenssia aiheuttavat monét, te&n voittamiseksi
syopalaakkeeseen tulisi yhdistdd useita erilaisia inhibiittorggt mahdollisesti myds
veriaivoesteen lapdisyd parantavaa laékeainetta. Talloin kuitemdrmaalit kudokset
karsivat, koska samat mekanismit, jotka suojaavat sydpasoluja, suajagysitnormaaleja

soluja.
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Taulukko 6. Glioomalaakkeiden resistenssimekanismit

Laakeaine Lyhenne Annostelu  Resistenssimekanismit Lahteet

Karboplatiini CBP suoneen + Eilapaise veriaivoestetta ~ Parney ja Chang 2003,
. P-gp Yamazaki ym. 2008,
«  Apoptoosin vahentyminen  Keating ym. 2010,
+  Glutationi Byun ym. 2005,
« NER Henderson ym. 2010,

Ishida ym. 2002,

¢ Heikentynyt soluunotto
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I KOKEELLINEN OSA

7 JOHDANTO

Syodpéasolulinjojen karakterisointi on tarkedd, koska niitd kaytetaaisegte malleina
ladkekehityksessa. Erityisesti ABC-perheen kuljetinproteiinien kkanigointi on tarkeaa,
koska ne vaikuttavat solulinjan laakeaineresistenssiin ja heiken@é&taineiden tehoa.
ABC-perheen kuljetinproteiineista P-gp:n, MRP1-6:n, ja BCRP:n ti@detdmentyvan
elimistdéssa useissa kudoksissa ja monet aivosyopéalddkkeet ovat suioktnaatteja. Naita

kuljetinproteiineja ilmentyy myos ihmisen sydpasolulinjoissa (Bahr ym. 2003).

Kuljetinproteiinien karakterisoinnissa solulinjoista voidaan kaytta@&itais menetelmia.
Polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla voidaan selvittda kuljettapnin ilmentyminen
MRNA-tasolla (Smith ja Osborn 2009). Kvantitatiivinen PCR (g-PCR)dubistaa tarkkojen
RNA-méaarien kvantitoinnin. Western blot:lla spesifisten vastaid@me avulla naytteesta
saadaan maaritettya proteiinitason ilmentyminen spesifisterefoivien leimojen avulla
(Kurien ym. 2011). Myo6s muiden fluoresenssivarjaysmenetelmien avoylstytaan

karakterisoimaan proteiinien ilmentymista (Suzuki ym. 2007).

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettda pahanlaatuisemmissa, korkeammesm ggioomissa
kuljetinproteiineja ilmentyy enemman kuin matalan asteen gliganiBenyahia ym. 2004,
Calatozzolo ym. 2005). Lisdksi on todettu, etta altistus ladkeainesiaa kuljetinproteiinien
iimentymista syodpasolulinjoissa (Shinoda ym. 2005, Turner ym. 2006)etTkikeet ovat
taas osoittaneet, ettd kuljetinproteiinien ilmentyminen on laskemiutirgassa altistuksen
seurauksena (taulukko 7) (Valera ym. 2009). Ristiriitaisten tutkuagten vuoksi tarvitaan

jatkotutkimuksia.
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Taulukko 7. Tutkimuksia, joissa syOpasoluja on sdtitu |&dkeaineille ja tutkittu altistuksen vaiksta
kuljetinproteiinien ilmentymiseen. + ilmentyminekasvaa, - ilmentyminen pienenee, * ei muutosta

ilmentymisessa. DOX doksorubisiini, VIN vinplastii€IS sisplatiini

Altistusaika Laadkeaine Pitoisuus  Solulinja Tulos Lahde
6 paivaa DOX 1,34uM Munasarjasyovasta P-gp Di Nicolantonio ym.
soluja MRP1 + 2005

BCRP +

6 paivaa DOX 0,828 puM  Rintasydvasta soluja MRP1+  Di Nicolantonio ym.
P-gp+ 2005
BCRP+

20h DOX 0,1uM Myelooma: RPMI-8226, BCRP+  Turner ym. 2006

NCI-H929

Viikkoja DOX ? Gliooma: T98G, LN-229 P-gp Rieger ym. 2000

12kk DOX 220 nM Leukemia (AML) P-gp+ Baran ym. 2007
MRP1+

3kk DOX ? Leukemia (AML) MRP1+  Kweon ym. 2010

24h DOX 50 nM Keuhkosyopa MRP1+  Shinoda ym. 2005

24h, 48h DOX 0,1pg/ml  Glioblastooma: USB7TMG P-GP+ Rittierodt ja Harada 2003

24h, 48h DOX 0,1pg/ml Rotan glioblastooma: 9L P-GP+ Rittierodt ja Harada 2003

24h VIN 10nMja  Astrosytooma |: R28 P-GP+ Valera ym. 2009

60 nM MRP1-

BCRP+

24h VIN 10nM ja Anaplastinen P-GP+ Valera ym. 2009

60 nM astrosytooma: UW46 MRP1-

BCRP-

24h VIN 10 nM Glioblastooma: SF188 P-GP- Valera ym. 2009
MRP1 +
BCRP-

24h VIN 60 nM Glioblastooma: SF188 P-GP- Valera ym. 2009
MRP1+
BCRP+

Pitkaan DOX 50 uM Glioblastooma: U87MG P-GP +  Vanpouille ym. 2009
MRP1+

Pitkaan CIS 20 nM Glioblastooma: UB7MG P-GP £  Vanpouille ym. 2009
MRP1 +

Taman tyon tarkoituksena oli maarittdd kahdeksan ABC-perheen kuljesimmprot(P-gp,
MRP1-6 ja BCRP) ilmentyminen kuudessa ihmisen pahanlaatuisessas@wtippassa
MmRNA-tasolla. Tutkimuksessa solulinjoina kéaytettin kolmea glioblastasolulinjaa
(UB7TMG, U118MG, T98G), munuaisen karsinooma solulinjaa (Caki-2), kohdunkaulan
adenokarsinoomasoluja (HelLa) ja keuhkojen karsinoomasoluja (A549). Lis#ksen
glioomasolulinjoja (U87MG, U118MG, T98G) ja rotan glioomasolulinjaa (B)ldfiistettiin
syopalaake doksorubisiinille ja tutkittin, miten altistus vaikuttaaBCAperheen
kuljetinproteiinien (P-gp, MRP1, MRP2 ja BCRP) ilmentymiseen mR&i®olla.
Doksorubisiinin tiedetaan olevan substraatti ainakin P-gp:lle, MRPMRP2:lle, MRP6:lle

ja BCRP:lle (Sharom 2008, Fletcher ym. 2010).
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8 MATERIAALIT JA MENETELMAT

8.1 Solujen yllapito

Erikoistydssa kaytettiin kuutta ihmisen pahanlaatuista syopasohul{tgalukko 8) ja rotan
glioomasolulinjaa. Kaikki solulinjat saatiin Seppo Yla-Herttualammiista (Ark Therapeutics
Oyj, Sandmair ym. 2000). Caki-2-solujen kasvatusliuoksena kéaytettiinofsC5A +
GlutaMax:a (Gibc8, Carlsbad, USA), johon oli lisatty 10 % inaktivoitua naudan sikion
seerumia (FBS) (Gib& Carlsbad, USA) ja 1 % penisilliinistreptomysiiniliuosta (HES
(Euro Lane, Siziano, lItalia). T98G-solujen kasvatusmediumi koostui Minigsslential
Medium Eagle:sta (Sigma-Aldri€hLTD Irwinr, Iso-Britannia), johon lisattiin 10 % FBS:a ja
1 % PEST:.a. US7TMG-, U118MG-, BT4C-, A549- ja Hela-soluille kaytetbulbecco’s
Modiefied Eagle’s Medium:a (DMEM) (Sigma-Aldri€hLTD Irwinr, Iso-Britannia), johon
lisattin 10 % FBS:a ja 1 % PEST:a. Solut kasvatettiin inkubassia 37 °C:ssa ja 5 %:n
hiilidioksidipitoisuudessa. Solut jaettiin yllapitoon uusille malmilkaksi kertaa viikossa
jakosuhteilla A549 1:7-1:40, U87MG 1:3-1.5, U118MG 1:3-1:5, T98G 1:3-1.6, BT4C 1:50,
Hela 1:6-1:20 ja Caki-2 1:3-1:5.

Taulukko 8. Kaytetyt ihmisen pahanlaatuiset syohdisgat.

Solulinja Morfologia Elin Sairaus ATCC®tuotenumero

us7MG Epiteeli Aivo Glioblastooma, HTB-14™
astrosytooma

Ul18MG Sekamuoto Aivo Glioblastooma, HTB-15™
astrosytooma

T98G Fibroblasti Aivo Multiforminen CRL-1690™
glioblastooma

Caki-2 Epiteeli Munuainen Puhdas HTB-47™
solukarsinooma

HelLa Epiteeli Kohdunkaula Adenokarsinooma CCu-2

A549 Epiteeli Keuhko Karsinooma CCL-185™
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8.2 RNA:n erististys ja kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

RNA:n eristys Maljalla kasvavilta soluilta poistettin medium ja solut huuhdeltii
fosfaattipuskuriliuoksella (PBS). Solut hajotettiin 4 ml:lla TRe&genssia (Ambidh Foster
City, USA) (Chomczynski ja Sacchi 1987). Taman jalkeen 1 ml solususteerssrrettiin
neljagan putkeen ja lisattin 200 pl kloroformia (Sigma-AldfichSt Louis, USA).
Sentrifugoinnin (12 000 g, 15 min) jalkeen ylafaasi kerattiin talteesiilji@n lisattiin 500 pl
isopropanolia  (Sigma-Aldri¢h St Louis, USA) RNA:n saostamiseksi. Naytteet
sentrifugoitiin (12 000 g, 10 min) ja supernatantti poistettiin. Soluggtlestiin kaksi kertaa
1 mllla 75 %:sta etanolia (Altia, Helsinki, Suomi). RNA-nayttesdilytettiin -70 °C:ssa

etanolissa.

DNaasi-kasittely RNA-pelletit liuotettin  pelletin  koosta riippuen  30-50 pl:aan
dietyylipyrokarbonaatti (DEPC) -vetta. Naytteisiin lisattittD-kertaista DNase-puskuria
(Ambion®, Foster City, USA) 0,1 -kertainen ma&ra naytteen tilavuudesta ja DNase-
entsyymia (Ambiofi, Foster City, USA), joka hajotti naytteissa mahdollisefgtvzan DNA:n.
Naytteitda inkuboitiin 20-30 minuuttia lampdblokilla 37 °C:ssa. Taman jalkeéssttaisiin
lisattiin 5 ul inaktivaatioreagenssia (AmbfgnFoster City, USA), joka inaktivoi DNaasi-
entsyymin. Naytteitéd inkuboitiin 2 minuuttia huoneenlammadssa, sentriiimg@l2 000 g,

2 min) ja supernatantti siirrettiin uuteen putkeen.

RNA-pitoisuuden maaritys.Naytteiden RNA-pitoisuuden maaritysta varten naytteet
laimennettiin  pelletin  koosta riippuen 1:400-1:800 Tris-EDTA (TE) -pugkurii
Laimennettuja naytteita pipetoitiin 50 pl kuoppalevyn kuoppiin jatlisd&0 pl RiboGreen-
reagenssia (Molecular profSesEugene, USA), joka oli laimennettu 1:200 TE-puskuriin.
Taman jalkeen RNA-pitoisuus naytteissd maaritettin mittdlamagytteen fluoresenssi
Victor2 1420-012 Multilabel counter -fluorometrilla (Perking Elmer IN@altham, USA).
Pitoisuus laskettiin standardisuoran avulla (0; 0,1875; 0,375; 0,75; 1,5 ja 3,0 méMmn
jalkeen RNA laimennettiin pitoisuuteen 0,4 pg/pul DEPC-veteen.
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cDNA-synteesiJokaisesta naytteesta otettiin 2 pg RNA:ta komplementaddiNén(cDNA)
synteesid varten. RNA:n lisdksi reaktioseokseen lisattiin RERC-vetta, 4 pl 5x puskuria
M-MuLV-entsyymille (Fermentas, Vilna, Liettua), 2 ul deoksinukigitifosfaatteja
(dNTPs) (Fermentas, Vilna, Liettua) ja 3 ul pd(M6)aluketta (h)dAmersham Bioscience,
Upsala, Ruotsi). Seosta inkuboitiin 70 °C:ssa 3 minuuttia RNA:n denatuedsnisninka
jalkeen naytteet siirrettiin jaille, jolloin alukkeet sitoutuVINA:han. Seuraavaksi naytteisiin
lisattiin reaktioseos, joka sisélsi 2 pul DEPC-vettd, 30 U M-Mwdndsyymia (M-MulLV
Reverse Transkriptace, Fermentas, Vilna, Liettua) ja 20 U RibolRNRse inhibiittoria
(Fermentas, Vilna, Liettua). Néaytteitd inkuboitiin 37 °C:ssa 60 miryuthinka jalkeen
inkubaatiota jatkettiin 70 °C:ssa 10 minuuttia. Naytteet sailytettiin -70 °C:ssa

gPCR-analyysi: P-gp, BCRP, MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MRP5 ja MRP6
kuljetinproteiinien ilmentyminen mRNA-tasolla maaritettiin g-PIR kayttaen valmiita
Applied Biosystem%':n alukkeita (Applied BiosysteritsTagMan® Gene expression assay)
(taulukko 9). PCR-reaktioseos valmistettiin valmistajan (Appliedsstem®') ohjeiden
mukaan. Reaktioseoksessa oli 4 ul naytettd, 10 ul TagMan® Mastgy, Minl vettd ja 1 pl
alukkeita. PCR-ajot suoritettiin Applied Biosystétha 7500 Real-Time PCR Systems
-laitteella. PCR:ssa oli 40 toistoa, joita edelsi 10 min alkudeaatio 95 °C:ssa. Jokainen
toisto koostui juosteiden erottumisesta (15 sekuntia 95 °C) seka alukHigtiyemsesta ja
juosteiden pidentymisesta (1 minuutti 60 °C). Jokaisen toiston jalkeermidtasi naytteiden
fluoresenssin. Jokaiselle naytteelle maaritettin  "Cycle stho&l” (CT) -arvot
fluoresenssikuvaajan eksponentiaaliselta alueelta ja arvot suhte(itettiiinin CT-arvoihin.

Kuljetinproteiinien ilmentyminen maaritettiin myés ihmisen naksnRNA-naytteesta, jonka
lahjoitti Mika Reinisalo (Kublbeck ym. 2010). Maksan RNA:lle tehtiDNA-synteesi ja q-
PCR-ajo kuten edella on kuvattu.
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Taulukko 9. Kaytetyt alukkeet ja niiden tuotenuniero

Aluke Tuotenumero

P-gp Hs00184500_m1
MRP1 Hs00219905_m1
MRP2 Hs00166123 m1
MRP3 Hs00358656_m1
MRP4 Hs00195260_m1
MRP5 Hs00194701_m1
MRP6 Hs00184566_m1
BCRP Hs01053790_m1
rotan P-gp Rn00561753_m1
rotan mrpl Rn00574093_m1
rotan mrp2 Rn00588341_m1
rotan bcrp Rn00710585_m1

8.3 Doksorubisiinialtistus

Altistuskoetta edeltavand paivana U87MG, U118MG, T98G ja BT4C -sakitiip 6-
kuoppalevylle 500 000 solua/kuoppa. Altistuskokeessa kaytettiin doksorubisiinin IC50-
pitoisuutta (taulukko 10), jotka Karoliina Soininen oli aiemmin maayttaSoluja altistettiin
kasvatusliuokseen laimennetulle doksorubisiinille (Sigma-AlfticBt. Louis, USA) 24

tunnin ajan. Kontrollisoluille vaihdettiin tuore kasvatusliuos altistuksen yhtegides

Altistuksen jalkeen soluista eristettin RNA ja kaannettiinNébksi valmistajan ohjeen
mukaan (Ambiofi) Cells-to-CT -kittia (TagMah Gene Expression Cells-to-CT Kkit,
Ambion®, Foster City, USA) kayttaen.
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RNA:n eristys Solut irrotettiin maljalta trypsiinilla (trypsin-EDTA 0,5 %, I&id°, Carlsbad,
USA) ja resuspensoitiin DPBS:iin (Dulbeccos’s phosphate buffatesabibcd, Carlsbad,
USA). Solut laskettiin, sentrifugoitiin (7500 g, 5 min) ja resuspelrsdtBS:een niin, etta
1 pl sisalsi 10 000 solua. Suspensiosta otettiin 5 pl:n nayttesgilya hajotettiin 50 pl:lla
lysis-liuosta (Lysis Solution, AmbiSh Foster City, USA), johon oli lisatty 1 U DNAase-
entsyymia (DNase |, Ambidh Foster City, USA). Naytteitd inkuboitin 5 minuuttia
huoneenlammadssa, jonka jalkeen entsyymin toiminta pysaytettiimmiggkénaytteisiin 5 pl
Stop-liuosta (Stop Solution, AmbiBn Foster City, USA) ja inkuboimalla 2 minuttia
huoneenlammadssa. Naytteet sdilytettiin -70 °C:ssa.

cDNA-synteesiNaytteisiin lisattiin seosta, jossa oli 37,5 pl puskuria (RTf&ufAmbior?®

Foster City, USA), 3,75 ul 20 x entsyymiseosta (AmBjoRoster City, USA), 18,75 pl
nukleaaseista vapaata vettd (nuclease-free water, Afhbkwster City, USA) ja 15 pl
RNA:ta. Naytteita inkuboitiin 37 °C:ssa 60 minuuttia, jonka jalkeen inkudtaajatkettiin

95 °C:ssa 5 minuuttia. Valmiit naytteet sailytettiin -70 °C:ssgitt&ta maaritettiin P-gp:n,
MRP1:n, MRP2:n ja BCRP:n geenien iimentyminen mRNA-tasolla g:PLRiten edelld on
kuvattu. Altistuksessa jokaisesta solulinjasta oli kaksi rinnakkdstappaa ja néaista
molemmista otettiin kaksi naytetta, joista kustakin tehtiin kaksiakkaista g-PCR-ajoon.

Altistuskoe toistettiin kaksi kertaa, jolloin g-PCR:ssa oli yhteensa 16 rinrsékai

Taulukko 10. Doksorubisiinin IC50-pitoisuudet samjpissa 24 tunnin altistuksen jalkeen.

Solulinja IC 5
us87MG 4,472 uM
U118MG 4,418 uM
T98G 8,056 uM
BT4C 0,09 uM

8.4 Tilastolliset menetelmat

Tulokset kasiteltiin Microsoft Excel -ohjelmistolla ja muutettitilastollisiksi kuvaajiksi
GraphPad Prism 5 -tietokoneohjelman (GraphPad Software, Inc, i8gon, JSA) avulla.

Tilastollisena menetelmana kaytettiin kaksisuuntaista student t-9&s%én luottamusvalilla.
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9 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

9.1 ABC-perheen kuljetinproteiinien RNA:n ilmentyminen sydpasollinjoissa

Seitseméasta syopasolulinjasta tutkittin ABC-perheen kuljetinpnggai ilmentymista RNA-
tasolla kayttaen g-PCR:ta. RNA eristettin kahdesta rinnakkaisgslunaytteestd, jotka
analysoitin  PCR-ajossa kolmena rinnakkaisena. Naytteiden @I-arormalisoitiin -
aktiinin  CT-arvoihin. Taman jalkeen saatu tulos suhteutettin edelleraksan
normalisoituihin  CT-arvoihin, jotta kuljetinproteiinien merkityksen arvioihelpottuisi.
Kaytetty menetelma oli puoli-kvantitatiivinen, minka takia kuljetmtpiinien ilmentymista ei

voitu vertailla geenien valill, vaan ainoastaan yhden geenin sisalla.

Tulosten perusteella P-gp nayttaisi ilmentyvan kaikissa solusgolahes samalla tasolla.
Runsainta P-gp:n ilmentyminen on Hela- ja Caki-2-solulinjoissartgminen on kuitenkin
kaikissa solulinjoissa heikompaa verrattuna maksaan, jossa se ilmeime&—10 kertaa
korkeammalla tasolla solulinjoihin verrattuna (kuva 8A ja taulukko 12)RBGen sijaan
iimentyy noin 20 kertaa voimakkaammin A549-, U87MG-, U118MG- ja HelLa-sgphitisa
kuin maksassa. T98G:ssa ja Caki-2:ssa BCRP:n ilmentyminen onnmaksdla (kuva 8B).
T98G:ssa ja Caki-2:ssa BCRP:n ilmentyminen on huomattavast sulitlinjoja heikompaa,
muissa solulinjoissa se ilmentyy 8-35 kertaa T98G- ja Cakih2isjoja voimakkaammin.
Kirjallisuuden mukaan P-gp:n ettd BCRP:n on todettu ilmentyvan mekdezhtalaisella
tasolla (Fojo ym. 1987, Maliepaard ym. 2001, Hilgendorf ym. 2007).
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Kuvassa 8C esitetddn MRP1:n ilmentyminen solulinjoissa. Tuloksetaysjtettd MRP1
iimentyy korkeimmalla tasolla T98G-solulinjassa. Siina sen ilgmaimten on noin 2-14-
kertaista verrattuna muihin solulinjoihin. MRP1 ilmentyy kaikissdulsgoissa maksaa
runsaammin. Heikointa ilmentyminen on U87MG -solulinjassa, mutta kin®RP1
iimentyy 5-kertaisesti maksaan verrattuna. MRP1:n voimakas jmémen solulinjoissa
selittyy silla, ettei tata kuljetinproteiinia esiinny ihrars maksassa juuri lainkaan (Konig ym.
1999, Hilgendorf ym. 2007). Kuitenkin alhaisten CT-arvojen (noin 21-28) perasteell

voidaan olettaa, ettd MRP1 ilmentyy solulinjoissa suhteellisen korkeall&atasol

Kuvasta 8D nahdaan, ettda MRP2 ilmentyy huomattavan paljon heikommin
glioomasolulinjoissa (T98G, U87MG ja U118MG) kuin A549-, HelLa- ja (akblulinjoissa
(kuva 8D). llmentyminen Hela-solulinjassa on noin 44-kertaa korkeamretdla kuin
glioomasolulinjoissa. My6s ilmentyminen  maksassa on runsasta tuagat
glioomasolulinjoihin, noin 20-50-kertaista. Sen sijaan muissa solulinj$da2 ilmentyy
maksaa runsaammin, 2-4 -kertaisesti verrattuna maksaan. MRP2:n onalhskirflessa

todettu ilmentyvan maksassa korkealla tasolla (Hilgendorf ym. 2007).
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Kuva 8. A) P-gp:n, B) BCRP:n, C) MRP1 ja D) MRP@&dntyminen solulinjoissa maksan tasoihin suhteuwnatt
(keskiarvo + SEM, n=6).

Kuvasta 9A havaitaan, ettd MRP3:n ilmentyminen on voimakkainta A54%Xssataas

kahdessa glioomasolulinjassa (U87MG ja U118MG) se ilmentyy hyviko$te muihin

voimakkaammin kuin U87MG-solulinjassa. MRP3 ilmentyy kaikissa tutldgtusolulinjoissa
alhaisemmalla tasolla kuin maksassa. Toisaalta kirjallisuadess ilmentyminen on todettu
maksassa runsaaksi (Kiuchi ym. 1988, Konig ym. 1999). My6és MRP4:n ilmemynon
heikointa U87MG- ja U118MG-solulinjoissa (kuva 9B). Kuitenkin se ilmentygksaa
voimakkaammin kaikissa tutkituissa solulinjoissa (1-12-kertaisé8iyasta 9B nahdaan, etta
kaikkein runsainta MRP4:n ilmentyminen on Caki-2-solulinjassa, missémantyy 12-

kertaisesti maksaan verrattuna ja noin 6-kertaisesti verrattuna U87MI@ys@in.



Kuvasta 9C huomataan, ettd MRP5 ilmentyy runsaimmin Hela-, U118GEaki-2-
solulinjoissa, joissa se ilmentyy noin 6-kertaisesti verrattumé Iseikoiten ilmentéviin
solulinjoihin (A549, T98G, U87MG). Maksaan verrattuna MRP5 ilmentyy spbissa
heikosti, ilmentyminen maksassa on noin 1-5 kertaa solulinjoja korkeaanrtzablla.
Toisaalta MRP5:n ilmentyminen maksassa on todettu kirjallisuuggisasseksi (Hilgendorf
ym. 2007). My6és MRP6 ilmentyy kaikissa solulinjoissa heikosti vematt maksaan.
Maksassa se ilmentyy noin 25-1000 kertaa voimakkaammin kuin solulinjtisea 9D).
Runsainta ilmentyminen on A549:ssa, jossa se ilmentyy noin 29-ketiais&rattuna
solulinjoihin, joissa ilmentyminen on heikointa (Caki-2, T98G, U118MG). KRPon
todettu ilmentyvan maksassa kohtalaisella tasolla (Kool ym. 1998emtibrf ym. 2007).
MRP6:n ilmentyminen poikkeaa CT-arvojen perusteella useallakdlksi monessa
solulinjassa (A549, HelLa, Caki-2 ja T98G) muista kuljetinproteiineSéan CT-arvot olivat

valilla 3036 ja ne olivat muiden kuljetinproteiinien arvoja suurempia solulinjoissa.
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Kuva 9. A) MRP3:n, B) MRP4:n, C) MRP5:n ja D) MRR6iilmentyminen solulinjoissa maksan tasoihin

suhteutettuna (keskiarvo + SEM, n=6).
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Solulinjoja keskendan vertailtaessa voitiin paatella, ettd kaikkitutitkuljetinproteiinit

iimentyivat A549 ja HelLa solulinjoissa vahintaan kohtalaisellalt@agtaulukko 11). Yleisesti
ottaen BCRP, MRP1, MRP2 ja MRP4 ilmentyivat solulinjoissa kor&et@tolla maksaan
verrattuna kun taas P-gp, MRP3, MRP5 ja MRP6 ilmentyivat solulinjoiss@lammalla
tasolla kuin maksassa. Glioomasolulinjoissa erityisesti MRP@R4#6 ilmentyivat hyvin

heikosti.

Taulukko 11. Yhteenveto kuljetinproteiinien ilmentisesta solulinjoissa. + ilmentyy selvasti vermagumuihin
solulinjoihin, £ ilmentyy heikommin verrattuna mithsolulinjoihin, - ilmentyy hyvin heikosti verratha

muihin solulinjoihin.

Pgp BCRP MRP1 MRP2 MRP3 MRP4 MRP5 MRP6
AB549 + + + + +
ug7MG  +
Ull8MG +
Hela +
+
n

+

+

+

Caki-2
T98G

1
+ + o+ 4+
+ o+ W
+ + + H+ K+
+ o+ + 4+ Mo
1
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Taulukko 12. Kuljetinproteiinien ilmentyminen sdhjbissa verrattuna maksaan.

Kuljetinproteiini  Kertaisuusero  Taso maksaan Taso maksassa Lahde
maksaan verrattuna kirjallisuudessa

P-gp ~0,1 Alhaisempi Kohtalainen Fojo ym. 1987,
Hilgendorf ym. 2007

BCRP ~1-21 Korkeampi Kohtalainen Maliepaard ym. 2001,
Hilgendorf ym. 2007

MRP1 ~5-75 Korkeampi Hyvin matala Kdnig ym. 1999,
Hilgendorf ym. 2007

MRP2 ~0,02-3,5 Alhaisempi/korkeampi Korkea Guardigli ym. 2005,
Hilgendorf ym. 2007

MRP3 ~0,02-0,5 Alhaisempi Korkea Kiuchi ym. 1988,
Konig ym. 1999

MRP4 ~1-12 Korkeampi Matala Hilgendorf ym. 2007

MRP5 ~0,2-1 Alhaisempi Matala Hilgendorf ym. 2007

MRP6 ~0,001- 0,04 Alhaisempi Kohtalainen Kool ym. 1999,

Hilgendorf ym. 2007

9.2 Doksorubisiinialtistuksen vaikutus ABC-perheen kuljetinprotainien ilmentymiseen

Doksorubisiinin ~ vaikutusta  kuljetinproteiinien tutkittiin  jasda
glioblastoomasolulinjassa (U87MG, U118MG, T98G ja BT4C) g-PCR:llakifutkseen
valittin neljd kuljetinproteiinia (P-gp, MRP1, MRP2 ja BCRPjpiden substraatti

doksorubisiinin tiedetaan olevan (Sharom 2008, Fletcher ym. 2010). Tuloksattstilie

iImentymiseen

maksan CT-arvoihin, kuten edella on kuvattu.
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P-gp:n ilmentyminen nayttaisi kasvavan kaikissa solulinjoissstisen seurauksena (kuva
10A ja taulukko 13). U87MG:ssa havaitaan tilastollisesti lahes nériitnoin 6-kertainen
kasvu kontrolliin verrattuna. Myds U118MG:ssa havaitaan 6-kertainen kaskiakeissa
kontrolliin verrattuna, mutta suuren hajonnan vuoksi tulos ei ole merkittéséksi T98G:ssa
P-gp:n ilmentyminen lisdantyy erittédin merkittavasti vewadt kontrolliin (noin 4-kertainen

kasvu).

Sen sijaan BCRP:n méaara pienenee Kkaikissa solulinjoissa doksoralbistuksen
seurauksena (kuva 10B). BCRP:n ilmentyminen heikkenee U87MG:ssa noinrt@j3dkesi
verrattuna kontrolliin, mutta tulos ei ole tilastollisesti me&kiti. Sen sijaan U118MG:ssa
altistus alentaa BCRP:n ilmentymista merkittdvasti, noin  puolekantrollin

iimentymistasoista. My6s T98G:ssa havaitaan melkein m&vkitt ilmentymisen

heikkeneminen verrattuna kontrolliin 0,4-kertaiseksi.
3.0:10%<
a—— 81001

01
2.0410-*4 610

410"+

1.0.40-2
240014

Maksaan suhteutettu ilmentyminen

Maksaan subteutetiu imentyminen

s
,f..
o
+
o
s
o
=

Kuva 10. A) P-gp:n ja B) BCRP:n iimentymisen muutlzksorubisiinilla altistettuna (D) verrattuna kianiliin
(K). Tilastollisena menetelmana kaytettiin kaksistaista student t-testida (p-arvot: ns > 0,05; * 050
** < 0,01; ** < 0,001; n=16).
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MRP1:n ilmentyminen kasvaa U118MG:ssa doksorubisiinialtistuksen seunauk2e
kertaiseksi ja tama on lahes merkittava (kuva 11A). Kuitenkin T98G1asaitaan melkein
merkittava ilmentymisen pieneneminen, 0,3-kertaiseksi verrattunaokontirKuvasta 11A
huomataan, ettda U87MG:ssa MRP1:n ilmentyminen pienenee puoleen, ologieeit ole
merkittava. Kuvasta 11B nahd&an, ettd MRP2:n maard kasvaainemherkittavasti
U118MG:ssa, 3-kertaiseksi. Kuitenkin U87MG:ssa huomataan ilmentyrhsgantyminen

0,4-kertaiseksi, mutta se ei ole merkittava.

41077 4
1.54

o1
340 1o

24001 %7

1.0:10-2
1:10°7

Maksaan suhteutettu ilmentyminen

5.0x10°% 4

Maksaan suhteutettu imentyminen

Kuva 11. A) MRP1:n ja B) MRP2:n ilmentyminen altiskokeessa. Tilastollisena menetelmana kaytettiin
kaksisuuntaista student t-testia (p-arvot: ns 5,0¢& 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001; n=16).
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BT4C-solulinja on rotasta eristetty, joten sita ei voitu suhteuti@lesaan, koska kaytettavissa
ei ollut rotan maksaa. Tulosten perusteella MRP2 ja BCRP gewslt ilmenny lainkaan
solulinjassa. P-gp:n ja MRP1:n geenien ilmentyminen nayttaisidmelkasvavan altistuksen

vaikutuksesta, mutta erot eivat ole merkittavia (kuva 12).

410024
1,100+ ns
fig 310024
c
£ 11003 _ g
= £
E £ 240
g e g
£ SR E
T 540704 e
1107024 =
: o 2

A°'
Kuva 12. BT4C-solulinjassa altistuskokeessa kulpbteiinien ilmentyminen A) P-gp, B) MRP1. Tilakigsena
menetelméana kaytettiin kaksisuuntaista studenstidigp-arvot: ns > 0,05; * < 0,05; ** < 0,01; **% 0,001;

n=16).

Taulukossa 13 esitetddn yhteenveto saaduista tuloksista. P-gp:nyiinmamt nayttaisi
kasvavan doksorubisiinialtistuksen vaikutuksesta kaikissa tutkituissangmkga. BCRP:n
iimentyminen puolestaan nayttaisi heikentyvan solulinjoissa. MRR1IMRP2:n kohdalla
iimentyminen joko kasvaa tai heikkenee solulinjasta riippuen. BT4@hg@lssa P-gp:n ja

MRP1:n ilmentyminen kasvaa mutta ei merkittavasti.

Taulukko 13. Yhteenveto altistuskokeen tuloksidtaku kertoo kertaisuuseron kontrolliin verratturiduoli
kuvaa muutokseen suuntaa kontrollista altistettiautihdet kuvaavat tulosten merkitsevyydesta Tilhséna
menetelméana kaytettiin kaksisuuntaista studerndtigig¢ns = ei merkitseva (p > 0,05), * = melkeinrkitseva (p

< 0,05), ** = merkitseva (p < 0,01), *** = erittdimerkitseva (p < 0,001)).

Solulinja P-gp BCRP MRP1 MRP2
U87MG 5,6 1 * 0,3 ‘ ns 0,5 ‘ ns 0,4 ‘ ns
U118MG 6,0 f ns 0,5 ‘ *k 2,1 f * 3,0 f bl

T98G 3,6 t wx* 0,4 ‘ * 0,3 ‘ * 1,0 -

BT4C 1,9 f ns 1,4 f ns
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10 POHDINTA

10.1 Solulinjojen karakterisointi

Kuudesta ihmisen pahanlaatuisesta syopasolulinjasta (U87MG, U118MG, Ta8G2,
HelLa ja A549) karakterisoitiin kahdeksan ABC-perheeseen kuuluvan kuljegnpiotP-gp,
MRP1-6 ja BCRP) ilmentyminen RNA-tasolla q-PCR:ta kayttdanosten perusteella P-gp
iImentyi tasaisesti kaikissa solulinjoissa, kun taas muilla #ofjeoteiineilla oli enemman
hajontaa solulinjojen valilla. A549- ja HeLa-solulinjoissa kuljetinpiaten ilmentyminen oli
korkeimmalla tasolla verrattuna muihin solulinjoihin. Tutkimuksessa Kkkarigoitiin
U118MG-solulinjan  kuljetinproteiinien  ilmentyminen, mistd ei 10ydy kaistuja
tutkimustuloksia. My6s Hela- ja Caki-2-solulinjat karakterisoititarkemmin kuin

kirjallisuudessa on aiemmin kuvattu.

Tutkimuksessa saadut tulokset olivat osittain ristiriitaisiaatema kirjallisuuteen (taulukko
14). U87MG-solulinjan kohdalla tdssa tutkimuksessa saadut tulokset P-gf2, WRHP3 ja

MRP4 geenien kohdalla ovat jonkin verran ristiriidassa Kkirjallisuudersdea (Bahr ym.
2003). Aiemmin on esitetty, ettd P-gp, MRP2, MRP3 ja MRP4 ein@ntyisi U87MG:ssa,
mutta tassa tutkimuksessa kaikki geenit ilmentyivat tutkitussdirgalssa (Bahr ym. 2003).
Erdaanad selittavana tekija voi olla tutkimuksissa kaytettyjeR4R@netelmien erilaisuus.
Myds T98G-solulinjassa MRP2 ja MRP5 todettiin tdssd tydssa@niywan kun taas
aiemmissa tutkimussa naiden ilmentymisté ei havaittu (kuva B&)r(ym. 2003, Nakai ym.
2009).
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MRP1:n ja BCRP:n tulokset olivat melko hyvin linjassa kirjalliden kanssa (Robey ym.
2001, Bahr ym. 2003, Ee ym. 2004, Takara ym. 2009). MRP6:n osalta ei kirjalssaude
l6ytynyt tutkimuksia tutkituilla solulinjoilla. Syyna ristitoihin  heikosti ilmenevilla
kuljetinproteiineilla saattaa mahdollisesti olla eri PCR-mengen herkkyys tunnistaa pienia
maaria kuljetinproteiineja. Liséksi kasvatusolosuhteilla saattaldollisesti olla vaikutusta
kuljetinproteiinien ilmentymiseen. Kasvatuksen aikana kuljetinprot@inimentymisessa

saattaa myos tapahtua muuntumista.

Taulukko 14. Kuljetinproteiinien mRNA-tason ilmentjnen solulinjoissa. Vasemmalla puolella kirjallisiesta
loytyva tulos (K) ja oikealla tdsséa tutkimuksessata (T). + ilmentyy kohtalaisesti tai runsaasti,iltmentyy
heikosti, - ei ilmenny lainkaan, * tutkittu proi@tasolla, tyhja ei 16ydy kirjallisuudesta.

Solulinja | P-gp | MRP1]| MRP2] MRP3] MRP4 MRP3 MRPF BCRPLAhteet

K T |K T |K T |K T |K T |K T |K T

E3 E3

A549 £ 0+ |+ o+ |+ + |+ o+ 4+ |+ + +

+| X

T
+

Lehmann 2001,
Lee ym. 2007,
Huang ym. 2006,
Torky ym. 2005,
Robey ym. 2001

HelLa - + | . + + + + + + +  + | De Rosa ym.2004,
Takara ym. 2009,
Ee ym. 2004,
Laberge ym. 2007
Caki-2 + + + + + +

I+
I+

us87MG | - +

I+
+
1
I+
1
I+
1
+
I+
+
+
+

Nakai ym. 2009,
Tanaka ym. 2000,
Mohri ym. 2000,
Bahr ym. 2003

Ul18MG + +

+
+
+
+
I+
+

T98G + + + + - + + + + + - + + + + | Erlichman 2001,
Mohri ym. 2000,
Bahr ym. 2003

Tassa tutkimuksessa kaytettiin positiivikontrollina ihmisen maksagakssna ilmentyy
runsaasti ABC-perheen kuljetinproteiineja ja ilmentymisen tdasonetaan melko hyvin
(Hilgendorf ym. 2007). Solulinjojen tulokset suhteutettiin maksan ilgmistasoihin, jotta

saatiin suuntaa kuljetinproteiinien ilmentymistasoista solulinjoissa.
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Ihmisen maksassa on MRP2:n ja MRP3:n ja BCRP:n todettu iimenkplialaisella tasolla
(Kiuchi ym. 1988, Koénig ym. 1999, Hilgendorf ym. 2007, Qadri ym. 2009). Osassaiistikit
solulinjoista naiden kuljetinproteiinien havaittiin ilmentyvan maksakdammalla tasolla
(kuvat 8 ja 9), mik& saattaa viitata siihen, ettd naiden kuljetinpriet® merkitys tutkituissa
solulinjoissa on suuri. Erityisesti BCRP:n ilmentyminen oli voimé&kasnista voidaan
paatella, etta BCRP on todennakoisesti merkittdva kuljetinprotetikituissa solulinjoissa.
Toisaalta maksanaytteen BCRP:n ilmentyminen oli PCR-tulostersteella melko heikkoa,

mik& voi mahdollisesti vaaristaa tulosta.

MRP5 ja MRP6 ilmentyivat solulinjoissa maksan tasolla taiahaisemmalla tasolla (kuvat
9C ja 9D). Voi olla, ettda MRP5:n ja MRP6:n merkitys on muita kulproteiineja

vahaisempi tutkituissa solulinjoissa, silla niiden on todettu ilmentynéksassa heikolla tai
kohtalaisella tasolla (Hilgendorf ym. 2007). Myds P-gp:n ilmentymisolulinjoissa maksaan
verrattuna oli heikkoa. Silla voisi olla kuitenkin merkitysta soldlisga, koska ilmentyminen

maksassa oli tutkituista kuljetinproteiineista voimakkainta maksan CTesrypgjrusteella.

lImentymisten maksaan suhteuttamisen heikkoutena on, ettd maksabaanaly kaikkia

tutkituista kuljetinproteiineista. MRP1 ei ilmenny maksassa jlainkaan (Hilgendorf ym.
2007). Lisaksi MRP4 ja MRP5 on todettu ilmentyvdn maksassa hyvinsellaaitasolla
(Hilgendorf ym. 2007). Naiden proteiinien maksaan suhteutettu ilmentgnan®i suuria
arvoja, mutta niiden todellista merkitystd on kuitenkin vaikea arvioldékimukseen olisi
ollut hyva ottaa liséksi toinenkin runsaasti kuljetinproteiinejaltéigd nayte, esimerkiksi
ihmisen munuainen tai solulinja, jossa kuljetinproteiinien ilmentymineetadn runsaaksi.
Myds negatiivikontrolli, jossa kuljetinproteiinien tasojen tiedetdarvasealhaisia, olisi
mahdollisesti ollut hyédyllinen. Talléin kuljetinproteiinien ilmentigtasoja olisi voitu

mahdollisesti arvioida luotettavammin.
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PCR on saattanut aiheuttaa virheitd tuloksiin, koska menetelmé& on lgrkka. Samasta
naytteesta saatiin kahdessa eri mittauksessa poikkeavia tulokgr@gd 8roihin saattoivat
mahdollisesti olla pipetointivirheet. Kokeet olisi ollut hyva tasst jotta virheiden merkitys
vahenisi. Mydsp-aktiiniin suhteuttaminen saattaa aiheuttaa virhetta tuloksiin, limsie

mittauksessa on tullut virheita. Toisen endogeenisen geenin lisaé&iseparantaa tulosten
luotettavuutta. Liséksi olisi erityisen tarkedd maarittaa ekalproteiinien ilmentyminen
proteiinitasolla RNA-tason lisdksi. Veriaivoesteen kuljetinprotenni ilmentymista

tutkittaessa on todettu, ettéa vaikka proteiini ilmentyy RNA-fasaita ei valttamatta havaita

proteiinitasolla (Cooray ym. 2002).

Kuljetinproteiinien ilmentymisen ja solulinjojen doksorubisiinin IC50-gewovalilla nayttaisi
olevan heikko korrelaatio. Tutkituista solulinjoista A549:lle ja Hdeadi ollut méaaritetty
IC50-arvoja. Solulinjoista Caki-2:lla oli suurin IC50-arvo (n. 14 uM). Saxaaa oli T98G
(n. 8,1 uM), UB7TMG (n. 4,5uM) ja alhaisin U118MG (n. 4,4uM). Kuljetinprotenni
ilmentyminen korreloi IC50-arvoihin melko hyvin. Eniten kuljetinproteiandénentyi Caki-2-
solulinjassa, sitten T98G:ssa ja U87MG:ssa. U118MG kuitenkin poikkesistij siina
kuljetinproteiineja ilmentyi samankaltaisella profiililla kuif®8G-solulinjassa. IC50-arvojen
ja kuljetinproteiinejen valilla oleva korrelaatio saattaa kekiggetinproteiinien vaikutuksesta

resistenssin muodostumiseen.

10.2 Laakeainealtistuksen vaikutus kuljetinproteiinien ilmentymigen

Vuorokauden mittaisen doksorubisiinialtistuksen vaikutusta neljan kuljetaimiot (P-gp,
BCRP, MRP1 ja MRP2) ilmentymiseen tutkittiin kolmessa ihmidebiastoomasolulinjassa
(UB7TMG, U118MG ja T98G) sekéa rotan glioblastoomasolulinjassa (BT4CL8MG ja
BT4C soluissa ei ole aiemmin tutkittu doksorubisiinialtistuksen vaikaituBuolestaan
U87MG:ssa ja T98G:ssa vastaavia tutkimuksia on suoritettu hiemaisedla pitoisuudella
ja altistusajalla (taulukko 7). Tassa tutkimuksessa tutkittiin ng@lssorubisiinialtistuksen

vaikutusta MRP2:n ilmentymiseen, mitd ei ole aiemmin julkaistu.
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MRP2:n ja BCRP:n ei havaittu ilmentyvan BT4C:ssa lainkaan. tAksen seurauksena
BT4C:ssa ei havaittu P-gp:ssa eikda MRP1:ssa tilastollisestkittavad muutosta, vaikka
kummankin geenin ilmentymisessa havaittiin altistuksen seurauksemaarhi@ousua.
Vastaavia tutkimuksia, joissa olisi tutkittu BT4C-solulinjan kuljetotpiinien tasoja, ei

l6ytynyt kirjallisuudesta.

Laakeainealtistuksen on aiemmissa tutkimuksissa todettu lisdav#mjaal resistenttiytta.
Kuljetinproteiinien maaran on todettu kasvavan laakeainealtistukseraugsena, mika
saattaa olla yksi selittava tekija resistenssin lisaassgssa (Rittierodt ja Harada 2003).
Kuljetinproteiinien maaran kasvu voi mahdollisesti johtua solulinjan muusasta
ymparistotekijoiden vaikutuksesta. Kuljetinproteiinien ilmentymineattaa myds tehostua,

kun syopasolu pyrkii poistamaan haitallista la&keainetta solusta.

Tuloksista huomattiin, ettéd doksorubisiinialtistus nosti P-gp:n ilmersigmiasoa U87MG:ssa
noin 6-kertaisesti verrattuna kontrolliin, mik& oli myos tilastofitsenelkein merkittava tulos
(kuva 10A). Tasta poiketen aiemmin on havaittu samassa solulinjassatl kestavan
doksorubisiinialtistuksen nostavan P-gp:n maaraa 1,2-kertaiseksi kiamtredrrattuna
(Rittierodt ja Harada 2003). Tutkimuksessa kaytetty doksorubisiininspiisi oli 0,2 uM.
Tassa tutkimuksessa pitoisuus sen sijaan oli hieman suurempi, 4,4 |, samttaa
mahdollisesti selittdéda suuremman P-gp:n ilmentymisen kasvun. Taisdaisessa
tutkimuksessa 50 uM doksorubisiinipitoisuuden havaittiin nostavan P-gp:n yimistasoa
U87MG:ssa noin 3-kertaisesti (Vanpouille ym. 2009). Kyseisessamukisessa kaytetty
altistusaika oli kuitenkin pitkd, mikd saattaa vaikuttaa tuloksiin. Tuiksessa havaittiin
my0Os resistenssin doksorubisiinille ja ristiresistenssin kahdaellellle syotpaldakkeelle
(sisplatiini ja paklitakseli) kasvavan, doksorubisiinin LD50-arvo kasvoike&€iseksi

altistuksen seurauksena.
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BCRP:n ilmentymistason todettiin laskevan kahdessa solulinjadsEBMG ja T89G), noin
puoleen kontrollista (kuva 10B). Kuitenkin BCRP:n ilmentymisen on aiemhavaittu
kasvavan 20 tunnin doksorubisiinialtistuksen seurauksena keuhkosyopéasolulinjoisssr (
ym. 2006). Lisaksi on havaittu, ettd MRP1l:n RNA taso kasvaa 24 tunnin
doksorubisiinialtistuksen seurauksena myeloomasolulinjassa noin 3-KestgSkinoda ym.
2005). Tassad tutkimuksessa myds todettiin, ettda MRP1-geenin ilimeetymkasvoi
U118MG-solulinjassa 2-kertaisesti. Toisaalta T98G-solulinjassa IMRRImentyminen

pieneni 0,3-kertaiseksi verrattuna kontrolliin.

Aiemmissa tutkimuksissa on myOds huomattu kuljetinproteiinien maéariEmevan
ladkeainealtistuksen seurauksena. Pitkaaikaisessa viikkoja kest@inee
doksorubisiinialtistuksessa pienella pitoisuudella havaittiin, etth:P+gaara ja resistenttiys
doksorubisiinille eivat muuttuneet T98G-solulinjassa (Rieger ym. 199@itekin tassa
tutkimuksessa P-gp:n m&aran todettiin kasvavan noin 4-kertaiseksi kontveltrattuna.
Syynd eroon saattaa mahdollisesti olla suurempi pitoisuus. On mgbsloftista, etta
pidempiaikaisessa altistuksessa kuljetinproteiinien maara gdis#dsolle, vaikka se alussa
nousisi korkeammaksi. Palautuminen voi mahdollisesti tapahtua myGskdgtyisen
altistuksen jalkeen.

Tutkimukset ovat osoittaneet, etta altistettaessa toisellp:iP4@ MRP1:n substraatilla,
vinplastiinilla, P-gp:n mé&ara pieneni glioblastoomasolulinjas§d.§8) 24 tunnin altistuksen
seurauksena (Valera ym. 2009). Kontrollissa se ilmentyi noin 30is&sta verrattuna
altistettuun. Toisaalta anaplastisessa astrosytoomasolulirfldg#46) P-gp:n maara kasvoi
4-kertaiseksi, mika oli samansuuntainen tulos tassa tutkimuksessgersaalosten kanssa.
Tassa tutkimuksessa todettiin T98G:ssa P-gp:n ilmentymisenveasvein 4-kertaisesti ja
U87MG:ssa noin 6-kertaisesti. Lisaksi havaittiin, ettd MRP1 ndusman U118MG-
solulinjassa. Toisaalta sen havaittiin laskevan T98G-soluissa. Blgdsmin havaittiin, etta
24 tunnin vinplastiinialtistus nosti MRP1:n maaraa SF188-solulinjassa, 2&ertaiseksi
kontrolliin verrattuna, mutta 72 tunnin jalkeen maara oli laskenut alkgestdi noin

viidesosaan (Valera ym. 2009).
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Tutkimukset osoittavat solulinjojen reagoivan eri tavalla |d&kedistddseen ja kasvattavan
tai pienentavan eri kuljetinproteiinien maarid. Syyna kuljetinprusi ilmentymistasojen
heikkenemiseen altistuksen seurauksena saattaa olla muiden kujefing@n ilmentymisen
tehostuminen, jolloin ne kompensoisivat toisten maaran pienenemissa flidkimuksessa
havaittiin, ettd samassa solulinjassa joidenkin kuljetinproteiinierentyminen kasvoi ja
toisten aleni. Myds Valeran ja kumppaneiden tutkimuksessa havastinma SF188- ja
UW46-solulinjoissa (Valera ym. 2009). Liséksi he havaitsivat, ettd tRdnin

vinplastiinialtistus alensi BCRP:n maardd UW46-solulinjassa, vaikkalastiini ei ole

BCRP:n substraatti. Tulosten perusteella arveltiin, ettd syygtinproteiinien maaran
alenemiseen saattoi mahdollisesti olla geenin transkripti@édelgevien molekulaaristen

reittien muutos.

Syyna kuljetinproteiinien maaran pienenemiseen altistuksen seurauksmsnaolla myos
muiden resistenssimekanismien lisdantyminen, jolloin kuljetinproégiimerkitys pienenisi.
On myds mahdollista, etté kuljetinproteiineja ilmennetaan jo matasolla solussa, jolloin
niiden maaraa ei voida enéaé lisatd. On kuitenkin huomioitava,uétiéntiksissa ei tutkittu
ladkeaineen toksisuutta, joten ei voida tietad, ovatko solulinjat muuttresestentimmiksi
altistuksen aikana.
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11 YHTEENVETO

Kuljetinproteiinien ilmentyminen vaihteli solulinjoissa. Tutkituistgpasolulinjoista HelLa-
ja A549-solulinjoissa ABC-perheen kuljetinproteiineja ilmentyi rumsain. Tutkimuksessa
|0ydettiin doksorubisiinin IC50-arvojen ja kuljetinproteiinejen ilmentyenisvélille heikko
korrelaatio ja voidaan olettaa, ettd solulijat, joissa ilmentynsaasti ABC-perheen
kuljetinproteiineja, ovat resistentimpia syopaldakkeille. Tutkituigidjetinproteiineista
ainakin MRP2:n ja BCRP:n paateltiin olevan solulinjoissa merkittd&oédka ne ilmentyivat
solulinjoissa maksaa runsaammin ja niiden ilmentyminen ihmisaksassa on todettu
korkeaksi tai kohtalaiseksi (Hilgendorf ym. 2007). MRP5:n ja MRP6:n nysrkiblulinjoissa
sen sijaan todettiin vahaiseksi. Myés MRP1 ja MRP4 ilmentyivéulisissa maksaa
runsaammin. Niiden ilmentyminen on kuitenkin todettu maksassa heikokgeriHorf ym.
2007).

Doksorubisiinialtistuksen havaittiin muuttavan kuljetinproteiinien ilngemsté solulinjoissa.
Merkittdvimmat muutokset todettiin U118MG-solulinjassa MRP2:llapk# ilmentyminen
kasvoi 3-kertaiseksi ja T98G:ssa P-gp:lla, jonka ilmentyminen sudilemitaiseksi. Toisaalta
solulinjoissa havaittin myds kuljetinproteiinien ilmentymisen hetgeista altistuksen
seurauksena. Kuljetinproteiineista P-gp:n ilmentyminen voimistlidsa solulinjoissa, kun

taas BCRP:n ilmentyminen heikentyi.

63



12 KIRJALLISUUS

Abbott N, Patabendige A, Dolman D, Yusof S ja Begleya D: Stru@uadefunction of the
blood-brain barrier. Neurobiology of Disease 37: 13-25, 2009

Abbott N, Rénnback L ja Hansson E: Astrocyte—endothelial interactiotise atlood—brain
barrier. Nature Reviews Neuroscience 7: 41-53, 2006

Abraham J, Edgerly M, Wilson R ym: A Phase | Study of thelyedprotein Antagonist
Tariquidar in Combination with Vinorelbine. Clin Cancer Res 15; 3574, 2009

Woehlecke M, Sampath J, Lan L ym: Expression of MRP4 conferdameststo ganciclovir
and compromises bystander cell killing. J Biol Chem 277(41):38998-9004, 2002

Alarm M, Beg S, Samad A: Strategy for effective braingddelivery. European Journal of
Pharmaceutical Sciences 40:385-403, 2010

Allen J,van Loevezijn A, Lakh J ym: Potent and Specific Inhibitiorihef Breast Cancer
Resistance Protein Multidrug Transporter in Vitro and in Mouse tineedoy a Novel

Analogue of Fumitremorgin C. Mol Cancer Ther 1: 417, 2002

Ambudkar S ym: P-glycoprotein: from genomics to mechanism. Oncogen&@2--7485,
2003

Bakos E ja Homolya L: Portrait of multifaceted transporter, mmgtidrug resistance-
associated protein 1 (MRP1/ABCC1). Eur J Physiol 453:621-641, 2007

Baran Y, Gur B, Kaya P, Ural A, Avcu F ja Gundiiz U: Upregulatiomolti drug resistance
genes in doxorubicin resistant human acute myelogeneous leukelsiarzkreversal of the
resistance. Hematology. 12(6):511-7, 2007

Bardelmeijer H, Ouwehand M, Beijnen J, Schellens J ja vamgeli O: Efficacy of novel P-
glycoprotein inhibitors to increase the oral uptake of paclitaxetice. Investigational New
Drugs 22: 219-229, 2004.

64



Begley D: Delivery of therapeutic agents to the central nerggsiem: the problems and the
possibilities. Pharmacology & Therapeutics 104: 29-45, 2004

Bendayan R, Ronaldson P, Gingras D ja Bendayan M: In Situ Lawatizz P-glycoprotein
(ABCB1) in Human and Rat Brain. Journal of Histochemistry and éymistry 54: 1159-
1167, 2006

Benyahia B, Huguet S, Decléves X ym: Multidrug resistaassmciated protein MRP1
expression in human gliomas: chemosensitization to vincristine dofdoséde by
indomethacin in human glioma cell lines overexpressing MRP1. J Neuro66(bi2):65-70,
2004

Boyle F, Eller S ja Grossman S: Penetration of intradaftgradministered vincristine in

experimental brain tumor. Neuro-oncol. 6: 300—-305, 2004

Breedveld P, Pluim D, Cipriani G ym: The Effect of Bcrpl (Abcg) the In vivo
Pharmacokinetics and Brain Penetration of Imatinib Mesylatee(@&): Implications for the
Use of Breast Cancer Resistance Protein and P-Glycoprotaintors to Enable the Brain
Penetration of Imatinib in Patients. Cancer Res April 65: 2577, 2005

Brent T, Houghton P ja Houghton J: O6-Alkylguanine-DNA alkyltrarasfe activity
correlates with the therapeutic response of human rhabdomyosaxemografts to 1-(2-
chloroethyl)-3-(trans-4-methylcyclohexyl)-1-nitrosourea. ProatiNAcad Sci U S A.
82(9):2985-9, 19985

Brewster M, Raghavan K, Pop E, Bodor N: Enhanced delivery of dawcito the brain
through the use of redox targeting. Antimicrob Agents Chemother. 38(4):817-23, 1994

Bronger H, Koénig J, Kopplow K: ABCC Drug Efflux Pumps and OrganicoAnUptake

Transporters in Human Gliomas and the Blood-Tumor Barrier. Cancer Res 65: 11419, 2005

Broniscer A, Gururangan S, MacDonald T ym: Phase | Trial of &bglse Temozolomide
and Continuous Administration of O6-Benzylguanine in Children with Brain Tsmer

Pediatric Brain Tumor Consortium Report. Clin Cancer Res 13:6712, 2007

65



Byun S, Kim S, Choi H, Lee C ja Lee E: A ugmentation of ctgplsensitivity in cisplatin-
resistant human bladder cancer cells by modulating glutathione ntoataans and
glutathione-related enzyme activities. BJU International 95:1086-1090, 2005

Bahr O. ym: P-glycoprotein and multidrug resistance-associatetin mediate specific
patterns of multidrug resistance in malignant glioma cellslirmit not in primary glioma
cells. Brain Pathology 2003

Calatozzolo C, Gelati M, Ciusani E, ym: Expression of drgigtance proteins Pgp, MRP1,
MRP3, MRP5 AND GST-p in human glioma. Journal of Neuro-Oncology 74:113-121, 2005

Chang X: A molecular understanding of ATP-dependent solute transpormuttydrug
resistance-associated protein MRP1. Cancer Metastasis Rev 26:15-37, 2007

Chen Z-S, Hopper-Borge E, Belinsky M ym. Characterization of th@sport Properties of
Human Multidrug Resistance Protein 7 (MRP7, ABCC10), Molecular Pd@oiogy 63: no.
2: 351-358, 2003

Cheung CH, Wu SY, Lee T ym: Cancer cells acquire mitotic dasistance properties
through beta I-tubulin mutations and alterations in the expression atuimtlin isotypes.
PL0S One. 5(9):e12564, 2010

Chi K, Chia K, Dixon R ym: A phase | pharmacokinetic studyhef®-glycoprotein inhibitor,
ONT-093, in combination with paclitaxel in patients with advanced camoeestigational
New Drugs 23: 311-315, 2005.

Chomczynski P ja Sacchi N: Single-step method of RNA isolatioraddg¢ guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem. 162(1):156-9, 1987

Chu X, Suzuki H, Ueda K, Kato Y, Akiyama S ja Sugiyama Y: Acéfflux of CPT-11 and
its metabolites in human KB-derived cell lines. J Pharmacol Exp Ther. 288(2)173999

Clemons M, Kelly J, Watson A ym: O6-(4-bromothenyl)guanine smsertemozolomide
resistance in human breast tumour MCF-7 cells and xenograftsCBngkr.93(10):1152-6,
2005

Cloughesy T, Gobin P, Black K ym: Intra-arterial carboplatin abteéerapy for brain tumors:

a dose escalation study based on cerebral blood flow. J Neurooncol. 35(2):121-31, 1997

66



Cooray H, Blackmore C, Maskel, L ja Barrand Margery: Locabsabf breast cancer
resistance protein in microvessel endothelium of human brain. NewdRp: 2059-2063,
2002

Cusack J Jr, Liu R ja Baldwin S Jr: Inducible chemoresistaonce-ethyl-10-[4-(1-
piperidino)-1-piperidino]-carbonyloxycamptothe cin (CPT-11) in coloresdater cells and a
xenograft model is overcome by inhibition of nuclear factor-kappaBation. Cancer Res.
60(9):2323-30, 2000

Deeken J ja Loscher W: The Blood-Brain Barrier and Canaansporters, Treatment, and
Trojan Horses. Clin Cancer Res 13:1663, 2007

Decléves X, Fajac A, Lehmann-Che J ym: Molecular and functigizR1-Pgp and MRPs

expression in human glioblastoma multiforme cell lines. Int J Cancer. 98(2):173-80, 2002

Decleves X, Amiel A, Delattre J ja Schermann J: Role ofCABransporters in the

Chemoresistance of Human Gliomas. Current Cancer Drug Targets 6:433-445, 2006.

Doyle L, Yang W, Abruzzo L ym: A multidrug resistance transgoftom human MCF-7
breast cancer cells. PNAS 95:15665-15670, 1998

DrugBank. Departments of Computing Science & Biological Seigndniversity of Alberta.
Paivitetty vuonna 2011. Haettu internetista 9.3.20itp://drugbank.ca/

Ee P, He X, Ross D ja Beck W: Modulation of breast canceistaese protein
(BCRP/ABCG2) gene expression using RNA interference. Mol CGanheer. 3(12):1577-83,
2004

Elonen E: Kasvainten ladkehoito. Kirjassa: Farmakologia ja Tokglanl®ss.951-989, 7.
painos. Toim. Koulu M ja Tuomisto J, Medicina, Kuopio 2007

El-Sheikh A, van den Heuvel J, Koenderink J, Russel F: Effect of hyaamic and
hyperuricaemic drugs on the renal urate efflux transporter, multrésistance protein 4. Br J
Pharmacol. 155(7):1066-75, 2008

Emerich D, Snodgrass P, Dean R ym: Enhanced delivery of catibojpl® brain tumours
with intravenous CereportTM (RMP-7): dramatic differences asdjnt gained from dosing
parameters. Br J Cancer. 80:964-970, 1999

67



Erlichman C, Boerner S, Hallgren C ym: The HER tyrosine kinasiéitor CI1033 enhances
cytotoxicity of 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin and topotecan by itihtpibreast cancer
resistance protein-mediated drug efflux. Cancer Res. 61(2):739-48, 2001

Felsberg J, Thon N, Eigenbrod S ym: Promoter methylation and expression of MGME and th
DNA mismatch repair genes MLH1, MSH2, MSH6, and PMS2 in paire@chgoy and

recurrent glioblastomas. Int J Cancer. 2011

Fletcher J, Haber M, Henderson M ja Norris M: ABC transpoitersancer: more than just

drug efflux pumps. Nature Reviews Cancer 10, 147-156, 2010

Fojo A, Ueda K, Slamon D, Poplack D, Gottesman M, Pastan I: Eipresf a multidrug-
resistance gene in human tumors and tissues. Proc Natl Acad Sci U S A. 84(1):265-9, 1987

Fox E ja Bates S: Tariquidar (XR9576): a P-glycoprotein drélgxepump inhibitor. Expert
rev. Anticancer Ther. 7: 447-459, 2007

Fruehauf J, Brem H, Brem S ym: In vitro drug response and motetagkers associated
with drug resistance in malignant gliomas. Clin Cancer Res. 12(15):4523-32, 2006

Gandhi L, Harding M, Neubauer M ym: A phase Il study of the gadatl efficacy of the
multidrug resistance inhibitor VX-710 combined with doxorubicin and vinogsim patients

with recurrent small cell lung cancer. Cancer 109(5):924-32, 2007

GeneCards. Weizmann Institute of Science 1996, Paivitetty vuonna 20difu Heernetista
22.10.2010http://www.genecards.org/cqgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCB1&seardntm

Gerson S: MGMT: its role in cancer aetiology and cancer teategs. Nat Rev Cancer.
4(4):296-307, 2004

Grabb PA ja Gilbert M: Neoplastic and pharmacological influesrc¢éhe permeability of an
in vitro blood-brain barrier. J Neurosurg. 82(6):1053-8, 1995

Greig N, Soncrant T, Shetty H, Momma S, Smith Q ja Rapoport &n Brptake and
anticancer activities of vincristine and vinblastine are resttiby their low cerebrovascular
permeability and binding to plasma constituents in rat. Cancer ChemBtiemacol.
26(4):263-8, 1990

68



Guardigli M, Marangi M, Casanova S, Grigioni W, Roda E ja Rod&®kemiluminescence
Quantitative Immunohistochemical Determination of MRP2 in LivespBies. Journal of
Histochemistry & Cytochemistry. 53(12): 1451-1457, 2005

Haga S, Hinoshita E, Ikezaki K ym. Involvement of the multidrugstasce protein 3 in drug

sensitivity and its expression in human glioma. Cancer Research. 92: 211-219, 2001

He H, Li Y, Jia X ym: PEGylated Poly(amidoamine) dendrimeseldadual-targeting carrier
for treating brain tumors. Biomaterials. 32(2):478-87, 2011

Helgason H, Kruijtzer C, Huitema A ym: Phase Il and pharmacmbgtudy of oral
paclitaxel (Paxoral) plus ciclosporin in anthracycline-pretcbatetastatic breast cancer. Br J
Cancer 95(7): 794-800, 2006

Henderson P, Li T, He M ym: A microdosing approach for charastgriormation and

repair of carboplatin-DNA monoadducts and chemoresistance. Int J Cancer. 2010

Hilgendorf C, Ahlin G, Seithel A, Artursson P, Ungell A ja Kada J: Expression of thirty-
six drug transporter genes in human intestine, liver, kidney, and organogll lines. Drug
Metab Dispos. 35(8):1333-40, 2007

Hopper E, Belinsky M, Zenga H ym. Analysis of the structure exugtession pattern of
MRP7 (ABCC10), a new member of the MRP subfamily. Cancer Letters 162: 181-191, 2001

Hopper-Borge E, Xu X, Shen T, Shi Z, Chen Z, Kruh G: Human multidrugtaesie protein
7 (ABCC10) is a resistance factor for nucleoside analogues ankilepetB. Cancer Res.
2009 69(1):178-84, 2009

Huang R, Murry D, Kolwankar D, Hall S ja Foster D: Vincristtrenscriptional regulation of
efflux drug transporters in carcinoma cell lines. Biochem Pharmacol. 71(12)70892006

Hubensack M, Mduller C, Hocherl P ym: Effect of the ABCB1 modutatelacridar and
tariquidar on the distribution of paclitaxel in nude mice. J Canesr&in Oncol 134:597—
607, 2008

Hyafil F, Vergely C, Vignaud P, Grand-Perret T: In vitro ands/ivo reversal of multidrug
resistance by GF120918, an acridonecarboxamide derivative. Cancer Res. 53:4595-602, 1993

69



Hynynen K: Ultrasound for drug and gene delivery to the brain. Advanced Delivery
Reviews 60:1209-1217, 2008

Hynynen K, McDannold N, Vykhodtseva N ja Jolesz F: Noninvasive MRging—guided
Focal Opening of the Blood-Brain Barrier in Rabbits. Radiology. 220:640-6, 2001

Ignatova T, Kukekov V, Laywell E, Suslov O, Vrionis F ja SteindleHoman cortical glial
tumors contain neural stem-like cells expressing astrogliahancbnal markers in vitro. Glia
39:193-206, 2002

llias A, Urban Z, Seidl T ym: Loss of ATP-dependent transpclivity in pseudoxanthoma
elasticum-associated mutants of human ABCC6 (MRP6). J Biol Chem. 277:16860-7, 2002

International Transporter Consortium (ITC): Giacomini K, Huang Seéldie D ym:
Membrane transporters in drug development. Nature Reviews Deapu@ry 9: 215-236,
2010

Ishida S, Lee J, Thiele D ja Herskowitz I: Uptake of the antieadrug cisplatin mediated by
the copper transporter Ctrl in yeast and mammals. Proc NatlQaaddl S A. 99(22):14298-
302, 2002

Jones P, O'Mara M, George A: ABC transporters: a riddle wrappadmystery inside an
enigma. Trends in Biochemical Sciences 34(10):520-31, 2009

Juan M, Gonzélez-Pons E, Planas J: Multidrug resistance proteinairrethe intestinal
absorption of trans-resveratrol in rats. J Nutr. 140(3):489-95, 2010

Juillerat-Jeanneret L: The targeted delivery of cancer daggsss the blood-brain barrier:
chemical modifications of drugs or drug-nanoparticles? Drugdveyy Today 13: 1099-
1106, 2008

Kage K, Tsukahara S, Sugiyama T ym: Dominant-negative inhibitioftreast cancer
resistance protein as drug efflux pump through the inhibition of S-Sendent
homodimerization. Int J Cancer. 97(5):626-30, 2002

Kaina B, Margison G ja Christmann M: Targeting [J@nethylguanine-DNA
methyltransferase with specific inhibitors as a strateggaincer therapy. Cell Mol Life Sci.
67(21):3663-81, 2010

70



Kanzawa F, Sugimoto Y, Minato K ym: Establishment of a camptotremalogue (CPT-11)-
resistant cell line of human non-small cell lung cancer: chenaation and mechanism of
resistance. Cancer Res. 50(18):5919-24, 1990

Kaspar P: Structure and mechanism of ATP-binding cassette treerspéhilos Trans R Soc
Lond B Biol Sci.364(1514): 239-245, 2009

Kato T, Natsume A, Toda H ym: Efficient delivery of liposomeeiated MGMT —siRNA
reinforces the cytotoxity of temozolomide in GBM-initiating seltene Therapy 17:1363-71,
2010

Kawabe T, Chen Z, Wada M ym: Enhanced transport of anticancesagghteukotriene C4
by the human canalicular multispecific organic anion transporteO&MMRP2). FEBS
Lett. 6;456(2):327-31, 1999

Keating A, Kim G, Jones A ym: Inhibition of Mer and Ax| recaptgrosine kinases in
astrocytoma cells leads to increased apoptosis and improved chemnagensiol Cancer
Ther. 9(5):1298-307, 2010

Kiuchi Y, Suzuki H, Hirohashi T, Tyson C, Sugiyama Y: cDNA cloningd anducible
expression of human multidrug resistance associated protein 33)MREBS Lett. 433(1-
2):149-52, 1988

Kleihues P, Louis D, Scheithauer B ym: The WHO classificatiotuofors of the nervous
system. J Neuropathol Exp Neurol. 61(3):215-25, 2001

Kohler B, Ward E, McCarthy B, ym: Annual report to the nation lom gtatus of cancer,
1975-2007, featuring tumors of the brain and other nervous system. J Ma#rdast.
103(9):714-36, 2011

Kolitz J, George S, Marcucci G ym: P-glycoprotein inhibition usia¢spodar (PSC-833)
does not improve outcomes for patients younger than age 60 yearsewily diagnosed
acute myeloid leukemia: Cancer and Leukemia Group B study 19808. Bloo#l):1468-21,

2010

71



Kool M, de Haas M, Scheffer G ym: Analysis of Expression of &MGMRP2), MRP3,
MRP4, and MRP5, Homologues of the Multidrug Resistance-associatadinPiGene
(MRP1), in Human Cancer Cell Lines. Cancerresearch 57: 3537-3547, 1997

Kool M, van der Linden M, de Haas M, Baas F ja Borst P: Espesof human MRP6, a
homologue of the multidrug resistance protein gene MRP1, in tissuesuacer cells. Cancer
Res. 59:175-82, 1999

Kraker J ja Blakeley J: Neurologic Manifestations of Braintddtases Kirjassa: Brain
Metastasis : A Multidisciplinary Approach ss. 1-27 Toim. Kleigpér, Demos Medical
Publishing, New York 2008

Kruh ja Belinsky: The MRP family of drug efflux pumps. Oncogene 22:7537-7552, 2003.

Kurien B, Dorri Y, Dillon S, Dsouza A ja Scofield R: n overviewWfstern blotting for
determining antibody specificities for immunohistochemistry. MethddsBiol. 717:55-67,
2011

Kuppens |, Witteveen E, Jewell R ym: A Phase |, Randomized,-Ogleel, Parallel-Cohort,
Dose-Finding Study of Elacridar (GF120918) and Oral Topotecan in C&atients. Clin
Cancer Res 13: 3276, 2007

Kihnle M, Egger M, Mller C ym: Potent and Selective Inhibitors a8t Cancer Resistance
Protein (ABCG2) Derived from the p-Glycoprotein (ABCB1) Modulafariquidar. J. Med.
Chem. 52:1190-1197, 2009

Kiblbeck J, Reinisalo M, Mustonen R ja Honkakoski P: Up-regulation of €ydPession in
hepatoma cells stably transfected by chimeric nuclear rasepbBuropean Journal of
Pharmaceutical Sciences 40: 263-272, 2010

Kweon S, Song J ja Kim T: Resveratrol-mediated reversal of dbimn resistance in acute
myeloid leukemia cells via downregulation of MRP1 expression. BiocBephys Res
Commun. 395(1):104-10, 2010

Kbnig J, Rost D, Cui Y ja Keppler D: Characterization of the humaitidrug resistance
protein isoform MRP3 localized to the basolateral hepatocyte nag@brHepatology.
29(4):1156-63, 1999

72



Laberge R, Karwatsky J, Lincoln M, Leimanis M ja Georges Bdiation of GSH levels in
ABCC1 expressing tumor cells triggers apoptosis through oxidatikessst Biochem
Pharmacol. 73(11):1727-37, 2007

de Lange E: Potential role of ABC transporters as a detakigit system at the blood-CSF
barrier. Elsevier B.V.56: 1793-1809, 2004

Lee G, Dallas S, Hong M ja Bendayan R: Drug TransportetfseifCentral Nervous System:
Brain Barriers and Brain Parenchyma Considerations. Pharmaai&guiews 53:569-596,
2001

Lee J, Lund-Smith C, Borboa A, Gonzalez A, Baird A ja Elic#@ri Glioma-induced
remodeling of the neurovascular unit. Brain Res. 8;1288:125-34. 2009

Lee S, Kim H, Lee J, Lee | ja Kang B: Inhibition of topoisomerkactivity and efflux drug

transporters' expression by xanthohumol. from hops. Arch Pharm Res. 30(11):1435-9, 2007

Leggas M, Adachi M, Scheffer G ym: Mrp4 confers resistancegotécan and protects the
brain from chemotherapy. Mol Cell Biol. 24(17):7612-21, 2004

Lehmann T, Koéhler C, Weidauer E, Taege C ja Foth H: ExpressionRi¥IMand related
transporters in human lung cells in culture. Toxicology. 167(1):59-72, 2001

Li M, Si L, Pan H ym: Excipients enhance intestinal absorptiomasfciclovir by P-gp
inhibition: assessed in vitro by everted gut sac and in situ by improved intgs&tifiedion. Int
J Pharm. 403(1-2):37-45, 2011

Liu F: Mechanism of Chemotherapeutis Drug Resistance ineCdreray. Taiwan J Obstet
Gynecol 48, 2009

Liu G, Yuan X, Zeng Z ym: Analysis of gene expression and chesistance of CD133+

cancer stem cells in glioblastoma. Mol Cancer. 5:67, 2006

Longley D ja Johnston P: Molecular mechanisms of drug resistdnoenal of Pathology
205: 275-292, 2005.

Lu C ja Shervington A: Chemoresistance in gliomas. Mol Cell Biochem 312:71-80, 2008

73



Maliepaard M, Scheffer G, Faneyte | ym: Subcellular locabmatind distribution of the
breast cancer resistance protein transporter in normal hureaesisCancer Res. 61(8):3458-
64, 2001

Marchesi F, Turriziani M, Tortorelli G, Avvisati G, Torino F [2e Vecchis L: Triazene
compounds: mechanism of action and related DNA repair systemsmdldoh Res.
56(4):275-87, 2007

Mawrin C ja Perry A: Pathological classification and molecgkmetics of meningiomas. J
Neurooncol 99:379-391, 2010

Mercier C, Decléves X, Masseguin C ym: P-glycoprotein (ABICBUit not multidrug
resistance-associated protein 1 (ABCC1) is induced by doxorubipiiniary cultures of rat
astrocytes. J Neurochem. 87(4):820-30, 2003

Mi Y, Liang Y, Huang H ym: Apatinib (YN968D1) Reverses MultidriRgsistance by
Inhibiting the Efflux Function of Multiple ATP-Binding Cassette Traoders. Cancer Res
70: 7981, 2010

Miknyoczki S, Chang H, Grobelny J ym: The selective poly(ADP-ghgmlymerase-1(2)
inhibitor, CEP-8983, increases the sensitivity of chemoresistant tcefisrto temozolomide

and irinotecan but does not potentiate myelotoxicity. Mol Cancer Ther. 6(8):2290-302, 2007

Minderman H, O'Loughlin K, Pendyala L, Baer M: VX-710 (biricodartreases drug
retention and enhances chemosensitivity in resistant cells ovesskpy P-glycoprotein,
multidrug resistance protein, and breast cancer resistance pr@in.Cancer Res.
10(5):1826-34, 2004

Mohri M, Nitta H ja Yamashita J: Expression of multidrug resise-associated protein
(MRP) in human gliomas. J Neurooncol. 49(2):105-15, 2000

Morschhauser F, Zinzani P, Burgess M, Sloots L, Bouafia F, Dumoniha&3e I/1l trial of a
P-glycoprotein inhibitor, Zosuquidar.3HCI trihydrochloride (LY335979), givenllyori
combination with the CHOP regimen in patients with non-Hodgkin's lgmah Leuk
Lymphoma. 48(4):708-15, 2007

Méaenpaa H: Gliooma kuriin. Aikakauskirja Duodecim 126(14):1669-75, 2010

74



Nakai E, Park K, Yawata T ym: Enhanced MDR1 expression and ch&staree of cancer
stem cells derived from glioblastoma. Cancer Invest. 27(9):901-8, 2009

Newman M, Rodarte J, Benbatoul K ym: Discovery and Characienzat OC144-093, a
Novel Inhibitor of P-Glycoprotein-mediated Multidrug Resistance. Canceb6®2964, 2000

Newton H, Slivka M, Volpi C ym: Intra-arterial carboplatin andantenous etoposide for the
treatment of metastatic brain tumors. J Neurooncol. 61(1):35-44, 2003

Di Nicolantonio F, Mercer S, Knight L ym: Cancer cell adaptatmrchemotherapy. BMC
Cancer. 18;5:78, 2005

Nies A, Jedlitschky, Konig J ym: Expression and immunolocalizatibrthe multidrug
resistance proteins, MRP1-MRP6 (ABCC1-ABCC6), in human brain. dseignce
129:349-360, 2004

Noell S, Fallier-Becker P, Beyer C, Kroger S, Mack A ja Wolbdrd=ffects of agrin on the
expression and distribution of the water channel protein aquaporin-bhmdesregulation in
cultured astrocytes. Eur J Neurosci.26(8):2109-18, 2007

Noél G, Schott R, Froelich S ym: Retrospective Comparison of Claelathherapy Followed
by Adjuvant Chemotherapy, With or Without Prior Gliadel ImplantatiGar{nustine) After
Initial Surgery in Patients With Newly Diagnosed High-Grade@as. Int J Radiat Oncol
Biol Phys. 2011

Norris M, Smith J, Tanabe K ym: Expression of multidrug transpdiieP4/ABCC4 is a
marker of poor prognosis in neuroblastoma and confers resistamgetecan in vitro. Mol
Cancer Ther. 4(4):547-53, 2005

O'Brien M, Lacayo N, Lum B ym: Phase | study of valspodar (PSC-88B)mitoxantrone
and etoposide in refractory and relapsed pediatric acute leukemiagpdst from the
Children's Oncology Group. Pediatr Blood Cancer. 54(5):694-702, 2010

Palma J, Wang Y, Rodriguez L ym: ABT-888 confers broad in vivwigcin combination
with temozolomide in diverse tumors. Clin Cancer Res. 15(23):7277-90, 2009

Paolinelli R, Corada M, Orsenigo F ja Dejana E: The molecwdars of the blood brain

barrier differentiation and maintenance. Is it still a mystery? Pdaological Research 2010

75



Papadopoulos M, Saadoun S, Woodrow C ym: Occludin expression in microveksels
neoplastic and non-neoplastic human brain. Neuropathol Appl Neurobiol. 27(5):384-95, 2001

Pardridge W: The Blood-Brain Barrier: Bottleneck in Brain DrugvEopment. NeuroRX.
2(1):3-14, 2005

Parney | ja Chang S: Current chemotherapy for glioblastoma. Cancerl19¢3%, 2003

Pasha S ja Gupta K: Various drug delivery approaches to thelasgtvaus system. Expert
Opin Drug 7(1):113-35, 2010

Prados M, Schold S, Fine H ym: A randomized, double-blind, placebo-contrpliade 2
study of RMP-7 in combination with carboplatin administered intravegpdaskhe treatment
of recurrent malignant glioma. Neuro Oncol. 5(2):96-103, 2003

Preuss |, Haas S, Eichhorn U ym: Activity of the DNA repgaitein O6-methylguanine-
DNA methyltransferase in human tumor and corresponding normaktissancer Detect
Prev. 20(2):130-6, 1996

Qadri I, Hu L, lwahashi M, Al-Zuabi S, Quattrochi L ja Simon Rtelaction of hepatocyte
nuclear factors in transcriptional regulation of tissue spelditnonal expression of human
multidrug resistance-associated protein 2 (abcc2). Toxicol AppinRacol. 234(3):281-92,
2009

Quinn J, Jiang S, Reardon D ym: Phase Il trial of temozolomideqg@itieenzylguanine in
adults with recurrent, temozolomide-resistant malignant glion@inJOncol. 27(8):1262-7,
2009

Rascher G, Fischmann A, Kroger S, Duffner F, Grote E ja Wolburgxtiacellular matrix
and the blood-brain barrier in glioblastoma multiforme: spatialegggion of tenascin and
agrin. Acta Neuropathol. 104(1):85-91. 2002

Rapoport S: Advances in osmotic opening of the blood-brain barrier to enl@NS
chemotherapy. Expert Opin Investig Drugs. 10:1809-18, 2001

Read T, Hegedus B, Wechsler-Reya R ja Gutmann D: The neurobiolowuaioncology.
Ann Neurol. 60(1):3-11, 2006

76



Reid G, Wielinga P, Zelcer N ym: Characterization of then3part of Nucleoside Analog
Drugs by the Human Multidrug Resistance Proteins MRP4 andP3VIRMolecular
Pharmacology 63(5):1094-1103, 2003

Reya T, Morrison S, Clarke M ja Weissman . Stem cells, erarand cancer stem cells.
Nature 414:105-111, 2001

Rieger L, Rieger J, Winter S ym: Evidence for a constitutiveapamil-sensitive, non-P-
glycoprotein multidrug resistance phenotype in malignant glioma haunaltered by
radiochemotherapy in vivo. Acta Neuropathol. 99(5):555-62, 2000

Rittierodt ja Harada: Repetitive doxorubicin treatment of glidblas enhances the PGP
expression--a special role for endothelial cells. Exp Toxicol Pathol. 55(1):39-44, 2003

Roberts L, Black D, Raman C ym: Subcellular localization of pariers along the rat
blood-brain barrier and blood—cerebral-spinal fluid barrier by in vivo nyilatiion.
Neuroscience 155:423-438, 2008

Robey R, Honjo Y, van de Laar A ym: A functional assay for diete®f the mitoxantrone
resistance protein, MXR (ABCG2). Biochim Biophys 1512(2):171-82, 2001

de Rosa M, Sillence D, Ackerley C ja Lingwood C: Role of mudtghlug resistance protein 1
in neutral but not acidic glycosphingolipid biosynthesis. J Biol Chem. 279(9):7867-76, 2004

Rouillon C ja White M: The evolution and mechanisms of nucleotide ieradispair proteins.
Res Microbiol. 162(1):19-26, 2011

Salerno M, Loechariyakul P, Saengkhae C ja Garnier-SuilleroRélation between the
ability of some compounds to modulate the MRP1-mediated efflux oftiglome and to
inhibit the MRPI-mediated efflux of daunorubicin. Biochem Pharmacol. 13§&159-65,
2004

Sandmair A, Turunen M, Tyyneld K ym: Herpes simplex virysnidine kinase gene therapy
in experimental rat BT4C glioma model: Effect of the percemtafj thymidine kinase-
positive glioma cells on treatment effect, survival time, asgug reactions. Cancer Gene
Ther. 7(3):413-21, 2000

77



Sarkadi B, Homolya L, Szakacs G ym. Human Multidrug Resist&R€B and ABCG
Transporters: Participation in a Chemoimmunity Defense Systbgsid?. Rev. 86: 1179-
1236, 2006

Schaich M, Kestel L, Pfirrmann M ym: A MDR1 (ABCB1) genengle nucleotide
polymorphism predicts outcome of temozolomide treatment in glioblaspanents. Ann
Oncol. 20(1):175-81, 2009mistry 41 (47): 13989-14000, 2009

Sharom F: ABC multidrug transportes: stucture, function and rolehe@moresistance.
Pharmacogenomics. 9:105-27, 2008

Shinoda C, Maruyama M, Fujishita T, ym: Doxorubicin induces expressianultidrug
resistance-associated protein 1 in human small cell lung caelidines by the c-jun N-
terminal kinase pathway. Int J Cancer 117:21-31, 2005

Shiozawa K, Oka M, Soda H ym: Reversal of breast cancertamsts protein
(BCRP/ABCG2)-mediated drug resistance by novobiocin, a coumermaoiibiotic.
International Journal of Cancer 108:146-151, 2004

Smith ja Osborn: Advantages and limitations of quantitative PCRR)-based approaches
in microbial ecology. FEMS Microbiol Ecol. 67(1):6-20, 2009

Soni V, Kohli D, Jain S: Transferrin-conjugated liposomal systanmiproved delivery of 5-
fluorouracil to brain. J Drug Target 16:73-8, 2008

Suzuki T, Matsuzaki T, Hagiwara H, Aoki T ja Takata K: Reokdvances in Fluorescent
Labeling Techniques for Fluorescence Microscopy. Acta Histodbgtochem. 40(5): 131—
137, 2007

Takahata T, Ookawa K, Suto K ym: Chemosensitivity determinants rinbtacan
hydrochloride in hepatocellular carcinoma cell lines. Basicn GBharmacol Toxicol.
102(4):399-407, 2008

Takara K, Kitada N, Yoshikawa E ym: Molecular changes to Hedlss on continuous
exposure to SN-38, an active metabolite of irinotecan hydrochld@ecer Lett. 278(1):88-
96, 2009

78



Tanaka S, Kamitani H, Amin M ym: Preliminary individual adjuvargrépy for gliomas
based on the results of molecular biological analyses for drugaresesgenes. J Neurooncol.
46(2):157-71, 2000

Tentori L, Leonetti C, Scarsella M ym: Inhibition of poly(ADP-ried)gpolymerase prevents
irinotecan-induced intestinal damage and enhances irinotecan/temozokdfiddey against
colon carcinoma. FASEB J. 20(10):1709-11, 2006

Theeler B ja Groves M: High-Grade Gliomas. Curr Treat Options Neurol. 2011

Thiebaut F, Tsuruo T, Hamada H, Gottesman M, Pastan | ja Wilimgkk Cellular
localization of the multidrug-resistance gene product P-glycaprotenormal human tissues.
Proc Natl Acad Sci U S A. 84(21):7735-8, 1987

Torky A, Stehfest E, Viehweger K, Taege C ja Foth H: Immuntobtilemical detection of
MRPs in human lung cells in culture. Toxicology. 207(3):437-50, 2005

Tsuruo T, lida H, Tsukagoshi S ym: Overcoming of vincristine resistanB388 leukemia in
vivo and in vitro through enhanced cytotoxicity of vincristine and vinbladiingerapamil.
Cancer Res 41:1967-1972, 1981

Turner J, Gump J, Zhang C, ym: ABCG2 expression, function, and promethylation in
human multiple myeloma. Blood. 108(12):3881-9, 2006

Uchida Y, Ohtsuki S, Katsukura Y ym: Quantitative targeted absohotegmics of human

blood-brain barrier transporters and receptors. J Neurochem. 2011

Wagner L, McLendon R, Yoon K, Weiss B, Billups C ja Danks MK:rgétng
methylguanine-DNA methyltransferase in the treatment afai@astoma. Clin Cancer Res.
13:5418-25, 2007

Valera E, Lucio-Eterovic A, Neder L ym: Quantitative PCR wsial of the expression profile
of genes related to multiple drug resistance in tumors of th&atenervous system. J
Neurooncol 85:1-10, 2007

Valera E, de Freitas Cortez M, de Paula Queiroz R, ym: Pediatricagiiobta cell line shows
different patterns of expression of transmembrane ABC transpatfter in vitro exposure to
vinblastine. Childs Nerv Syst. 25(1):39-45, 2009

79



Vanpouille C, Le Jeune N, Kryza D ym: Influence of multidrug tasise on (18)F-FCH
cellular uptake in a glioblastoma model. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 36(8):1256-64, 2009

Warren M, Zerangue N, Woodford K ym: Comparative gene expregwiofiles of ABC
transporters in brain microvessel endothelial cells and brain irsfigeies including human.
Pharmacological Research,59: 404-413, 2009

Watanabe R, Nakasu Y, Tashiro H ym°®-Bethyltransferase expression in tumor cells
predicts outcome of radiotherapy plus concomitant and adjuuvant temozolibrerepy in

patients with primary glioblastoma. Brain Tumor Pathol 20011

Watson A, Sabharwal A, Thorncroft M ym: Tumor O6-methylguanitfAD
Methyltransferase Inactivation by Oral Lomeguatrib. Clin Cancerl®e743, 2010

Wiewrodt D, Nagel G, Dreimuller N, Hundsberger T, Perneczkp Kaina B: MGMT in
primary and recurrent human glioblastomas after radiation andotherapy and comparison
with p53 status and clinical outcome. International Journal of Cassee 1122:1391-1399,
2008

Villano J, Seery T ja Bressler L: Temozolomide in maligndioingas: current use and future
targets. Cancer Chemother. Pharmacol. 64:647-655, 2009

Virgintino D, Robertsonb D, Errede M ym: Expression of P-GlycojpmateHuman Cerebral
Cortex Microvessels. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 50:1671-1676, 2002

Woehlecke H, Osada H, Herrmann A ja Lage H: Reversal of braasér resistance protein—
mediated drug resistance by tryprostatin A. International Jowf&lancer 107: 721-728,
2003

Yabuuchi H, Shimizu H, Takayanagi S ja Ishikawa T: Multiple &pyj Variants of Two
New Human ATP-Binding Cassette Transporters, ABCC11 and ABCC12hdiucal and
Biophysical Research Communications 288:933-939, 2001

Yamazaki H, Shimizu M, Murayama N, Tanaka K, Nion S, Cecchelli Increased
transendothelial permeability of anti-cancer agent carboplatih thie aid of hyperbaric
oxygenation. Xenobiotica. 38(10):1298-304, 2008

80



Yousif S, Marie-Claire C, Roux F, Scherrmann J ja DeclévesEXpression of drug
transporters at the blood—brain barrier using an optimized isolatetirain microvessel
strategy. Brain Research 1134:1-11, 2007

Zhang W, Mojsilovic-Petrovic J, Andrade M, Zhang H, Ball M janBtarovic D: Expression
and functional characterization of ABCG2 in brain endothelial cell$ #essels. FASEB
17(14):2085-7, 2003

Zhao R, Raub T, Sawada G ym: Breast Cancer ResistancenHraggacts with Various
Compounds in Vitro, but Plays a Minor Role in Substrate Efflux aBtbed-Brain Barrier.
DMD 37:1251-1258, 2009

van Zuylen L, Sparrebooma A, van der Gaas A ym: The Orally Adtenaid P-glycoprotein
Inhibitor R101933 Does Not Alter the Plasma Pharmacokinetics of &adetClin Cancer
Res 6: 1365, 2000

van Zuylen L, Sparrebooma A, van der Gaas A ym: Disposition of d@atetathe presence
of P-glycoprotein inhibition by intravenous administration of R101933. Europeanalair
Cancer 38:1090-1099, 2002

81



