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Badanie wplywu Selolu na ekspresje genow
kodujacych transportery btonowe
i enzymy metabolizujace leki w komorkach
nowotworowych wrazliwych i opornych

A study of the effect of Selol on the expression of genes
encoding membrane transporters and drugs metabolism
enzymes in sensitive and resistant tumour cells
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STRESZCZENIE

Celem pracy byto wykazanie r6znic w ekspresji genéw komorek ludzkie-
go nowotworu szyjki macicy (HeLa) i opornej na winblastyne podlinii
KB-V1, poddanych dziataniu samej doksorubicyny oraz po tacznym po-
daniu Selolu 5% i doksorubicy. Prowadzone badania zmierzajg do wyjas-
nienia mechanizmu dziatania Selolu w réznych typach komorek nowo-
tworowych, w tym opornych wielolekowo. Poddanie komoérek dziataniu
testowanych zwigzkéw powoduje inne zmiany w grupie badanych genéw
w komorkach HelLa niz w komoérkach KB-V1. Eaczne podanie Selolu 5%
i doksorubicyny wyzwala efekt cytotoksyczny w komoérkach opornych
KB-V1, co przypuszczalnie jest zwigzane ze zmiang ekspresji genow ABCC2
i BCL2L1. Zaobserwowana zaleznos¢ pozwala takze lepiej zrozumie¢ mo-
lekularne podtoze opornosci komorek linii KB-V1.
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ABSTRACT

The objective of this study was to demonstrate differences in the gene ex-
pression of human cervical cancer cells (HeLa) and vinblastine-resistant
KB-V1 subline treated with doxorubicin alone and combination of Selol
5% and doxorubicin. Ongoing studies seek to clarify the mechanism of
action of Selol in different types of cancer cells, including those which
show multidrug resistance. Cells treatment with the tested compounds in
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the group of genes tested in HeLa cells causes other changes than in KB-V1 cells. In the resistant
cells, exposure to Selol 5% and doxorubicin, released the cytotoxic effects by changing the ex-
pression of ABCC2 and BCL2L1 genes. The observed dependence also allows better understand-
ing the molecular mechanisms of resistance in the KB-V1 cell line.
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WSTEP

Okreslony profil ekspresji genéw w komorce
decyduje o jej indywidualnych, specyficznych
wiasciwosciach i swoistej charakterystyce, po-
zwalajac na ocene mechanizméw pewnych
biochemicznych $ciezek i umozliwiajgc poréw-
nanie pod tym wzgledem réznych typéow ko-
morek [1,2]. Profil ekspresji genéw w komorce
moze ulec zmianie w odpowiedzi na bodzce
zewnetrzne, co moze prowadzi¢ m.in. do po-
wstania chemioopornosci komérek nowotwo-
rowych, ktéra wiaze sie z licznymi zmianami
na poziomie komoérkowym oraz genetycznym
[3,4]. Zmiany w mechanizmach komorko-
wych wynikaja m.in. z silnej aktywacji zalez-
nych od ATP pomp btonowych, odpowiedzial-
nych za transport substancji toksycznych do
iz komorki [5,6,7,8], co gtownie jest skutkiem
zmiany ekspresji genow z rodziny MDR (multi
drug resistance — ABCB1), MRP (multidrug re-
sistance-associated protein — ABCC1, ABCC2,
ABCC3, ABCCS5, ABCC6) lub TP53. Inna
przyczyng lekoopornosci moze by¢ zakiécenie
metabolizmu przez przyspieszenie proceséw
detoksykacyjnych zwigzkow farmakologicz-
nie czynnych w komoérkach nowotworowych
prowadzace do ich inaktywacji, co z kolei jest
efektem zmiany ekspresji genow uczestnicza-
cych w metabolizmie lekéw, w tym genow
z rodziny cytochromu P450, genu S-transfe-
razy glutationu czy dysmutazy ponadtlenko-
wej. Przyczyn lekoopornosci upatruje sie tez
w zaburzeniach procesu apoptozy, zwigzanych
ze zmiang ekspresji biatek regulatorowych
z rodziny BCL-2/BAX, poniewaz mechanizmy
dziatania wigkszosci lekéw przeciwnowotwo-
rowych oparte sg na indukcji apoptozy w ko-
morce. Stwierdzono przyhamowanie apoptozy
w przypadku nadekspresji biatek BCL-2 oraz
BCL-XL [9,10,11,12].

Jedna ze strategii zwigkszania skutecznosci
i ograniczania toksycznosci terapii onkologicz-
nych jest wywotywanie chemiouwrazliwienia

komorek nowotworowych za pomoca innych
zwigzkéw, podawanych przed lub tacznie z cy-
tostatykiem [13,13,15,16].

Celem pracy byta analiza ekspresji genow ko-
dujacych transportery btonowe, tj.: ABCBI,
ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCCS5, ABCCS,
ABCG2, BAX, BCL2, BCL2L1, MVP, RBI,
TOP1, TOP2A, TOP2B, TP53, oraz gendw:
ARNT, BLMH, CLPTMI1L, CYP1A1l, CY-
P1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3AS, DHFR,
EPHX1, GSK3A, GSTP1, NAT2, SOD1, SUL-
T1E1, TPMT, kodujacych enzymy metabo-
lizujace leki w komoérkach ludzkiego nowo-
tworu szyjki macicy (HeLa) i opornej na win-
blastyne podlinii KB-V1. Oceniano zmiany
w ekspresji badanych genéw w komoérkach
poddanych dziataniu samej doksorubicyny
(DOX) oraz po tacznym podaniu Selolu 5%
i DOX. Selol 5% jest to zwigzek organiczny
zawierajacy selen IV, bedacy mieszaning se-
leninotriglicerydéw, o potencjalnych wtasci-
wosciach przeciwnowotworowych [17]. Pro-
wadzone badania zmierzaja do wyjasnienia
mechanizmu dziatania Selolu w réznych ty-
pach komorek nowotworowych, w tym opor-
nych wielolekowo. W badaniach wykonanych
technikg PCR w czasie rzeczywistym (qRT-
-PCR) wykorzystano macierz ,,RT? Profiler ™
PCR Array: Human Cancer Drug Resistance
and Metabolism” (SABiosciences), zawieraja-
ca badane geny.

MATERIAEL I METODY

HODOWLE KOMORKOWE

Material do badan stanowity hodowane ko-
morki ludzkiej linii nowotworowej szyjki ma-
cicy Hela oraz jej podlinii KB-V1 (German
Collection), hodowane w pozywce EMEM
(Lonza) (5%CO,, 37°C), wzbogaconej 10%
FBS (Gibco) oraz dodatkiem 1% antybioty-
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kow (Penicylina, Streptomycyna, Amfotery-
cyna B) (Lonza). W celu uzyskania fenotypu
MDR komoérki KB-V1 poczatkowo hodowano
w EMEM z dodatkiem 0,5 pg/ml winblastyny.
W dalszych eksperymentach w celu eliminacji
rewertantow komorek KB-V1 co pie¢ pasazy
dodawano do pozywki 0,5 pg/ml winblasty-
ny. Eksperymenty z zastosowaniem ksenobio-
tykow wykonywano na kolejnych pasazach
[I-IV od podania winblastyny.

BADANIE PROLIFERACIJI (TEST MTT)

Po 24 godzinach inkubacji do hodowli do-
dawano samg DOX w stezeniach: 0,29; 1,16
i 5,8 pg/ml lub w kombinacji z Selolem 5%
(otrzymanym z WUM), w iloSciach odpo-
wiadajacych 1, 5 i 10 pg Se/ml. Rownolegle
prowadzono hodowle komorek kontrolnych,
w pozywce bez dodatku ksenobiotykow. Prze-
zywalnos¢ komorek po 24 godzinach inkubacji
z dodatkiem lub bez dodatku ksenobiotykow
oceniano w teScie MTT. W tym celu, komor-
ki inkubowano przez 4 godziny z 50 ul 0,5%
roztworu odczynnika MTT. Powstate krysztaty
formazanu rozpuszczano w 200 pl 99,7% izo-
propanolu. Absorbancje roztworéw mierzo-
no spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
540 nm, z zastosowaniem czytnika ptytek
iEMS Reader MF (Labsystems).

HODOWLE KOMOREK PRZEZNACZONYCH
DO IZOLACIJI RNA

Po 24 godzinach inkubacji do hodowli doda-
wano tylko DOX w stezeniu 0,29 pg/ml lub
DOX z dodatkiem Selolu 5%, w ilosci odpo-
wiadajacej 10 pg/ml selenu, i kontynuowano
hodowle przez kolejne 24 godziny. Prébe kon-
trolng stanowita hodowla komérek prowadzo-
na w samej pozywce. Zastosowane stezenia
DOX i Selolu zostaty wybrane na podstawie
wynikéw badania proliferacii.

IZOLACJA | OCZYSZCZANIE WYIZOLOWANEGO
RNA | SYNTEZA cDNA

Catkowite RNA izolowano z okoto 3 x 10° ko-
morek, zgodnie z procedura dostarczong przez
producenta zestawu: RNeasy Mini Kit (Qia-
gen). Integralnos¢ RNA potwierdzano elek-
troforetycznie przy uzyciu systemu FlashGel®
Dock (Lonza). Oczyszczanie catkowitego RNA
z pozostatosci genomowego DNA, a nastep-
nie synteze jednoniciowego cDNA (odwrotna
transkrypcja), przeprowadzono zgodnie z pro-

cedura producenta (SABiosciences). Wyjscio-
wa ilos¢ RNA uzyta na tym etapie wynosita
dla wszystkich prob 1 pg.

OZNACZANIE EKSPRESJI GENOW METODA QRT-PCR

Analize iloSciowg ekspresji genéw wykonano
na macierzy RT?Profiler ™M PCR Array Human
Cancer Drug Resistance and Metabolism, wy-
korzystujac dedykowany zestaw odczynnikow
SABiosciences RT> qPCR Master Mix, w apa-
racie MX3005p (Stratagene). Analize wynikow
metodg AAC, przeprowadzono zgodnie z zale-
ceniami producenta macierzy.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Niekorzystnym zjawiskiem, znacznie obniza-
jacym skutecznos¢ terapii DOX, jest wyksztal-
cenie przez niektére komoérki nowotworowe
opornosci na ten lek. Do komoérek wykazu-
jacych krzyzowa opornos¢ na DOX zaliczana
jest oporna na winblastyne linia KB-V1. Linie
HelLa i jej podlinie KB-V1 wybrano dla wyka-
zania roznic w ekspresji genow w komoérkach
wrazliwych i opornych na DOX. We wstep-
nym etapie omawianej pracy w tescie MTT nie
stwierdzono cytotoksycznego dziatania DOX
w zakresie stezen 0,29-5,8 pg/ml po 24 godzi-
nach inkubacji komoérek linii opornej KB-V1.
Mechanizm dzialania DOX polega przede
wszystkim na hamowaniu aktywnosci topo-
izomerazy Il oraz indukowaniu powstawania
wolnych rodnikéw tlenowych. W pracy pod-
jeto probe sprawdzenia mozliwosci obnizenia
opornosci komorek KB-V1 na DOX przez za-
stosowanie selenu IV pochodzacego z Selolu
5%, wykazujacego w zastosowanym zakresie
stezen dziatanie prooksydacyjne. Wykorzystu-
jac test MTT sprawdzono wptyw Selolu 5%
w stezeniach 1, 51 10 pg Se/ml na proliferacje
komorek wrazliwych i opornych, traktowa-
nych DOX w stezeniach 0,29; 1,161 5,8 pg/ml.
Stwierdzono, ze pod wptywem Selolu 5% na-
stepuje — w pordwnaniu z kontrola — zalezne
od stezenia selenu dodanego do pozywki obni-
zanie proliferacji komorek obu badanych linii.
Pod wplywem tacznego dziatania Selolu 5%,
w ilodci odpowiadajacej 10 pg Se/ml i DOX
w stezeniu 0,29 pg/ml, przezywalnos¢ komo-
rek opornej linii KB-V1 obnizyta si¢ o okoto
20%, a przezywalnos¢ komoérek Hela spadta
okoto 32% (ryc. 1).
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Zauwazalny wptyw Selolu 5% w komorkach
wrazliwych i opornych traktowanych DOX
wykorzystano w kolejnym eksperymencie
przeprowadzonym dla poréwnania ekspresji
gen6éw zwigzanych z opornoscia wielolekowa
i metabolizmem lekéw, w komorkach obu
badanych linii. Do badania ekspresji genéow
zastosowano gotowg macierz, na ktorej jed-
noczesnie mozna obserwowac przebieg wielu
reakcji PCR w czasie rzeczywistym, specyficz-
nym dla wybranych genéw. Przeprowadzono
analize ekspresji 16 gendéw zwigzanych z opor-
noscig wielolekowg oraz 21 gendéw uczestni-
czacych w metabolizmie lekéw, wymienio-
nych w celu pracy. Oceniano odpowiedZ ba-
danych komorek wrazliwych i opornych na
zastosowane ksenobiotyki. Otrzymane profile
ekspresji genow poréwnano odpowiednio: dla
komorek linii opornej KB-V1 i wrazliwej HelLa
hodowanych w warunkach kontrolnych oraz
dla komoérek obu linii poddanych dziataniu
DOX, w poréwnaniu z odpowiednimi komor-
kami hodowanymi w warunkach kontrolnych
i komoérkami linii opornej KB-V1 i wrazliwej
HelLa w odpowiedzi na traktowanie sama
DOX oraz Selolem 5% i DOX.

10 —

wskazuja, ze komorki linii opornej charakte-
ryzuja si¢ zwigkszona ekspresjg genéow koduja-
cych biatka z rodziny ABC i cytochromu P450,
a obnizong aktywnoscig genu GSTP1, koduja-
cego enzym S-transferaze glutationu. W jego
obecnosci powstaja w komorce koniugaty glu-
tationu z ksenobiotykami, reakcje te s3 zalicza-
ne do II fazy biotransformacji ksenobiotykow.
Obnizona ekspresja genu GSTP1 wskazuje na
obnizenie reakcji Il fazy, co moze by¢ zwigzane
z nadekspresja genéw ABCB1 i CYP2C19.

Tabela I. Profil ekspresji wybranych genéw w komérkach linii
opornej w poréwnaniu z wrazliwg w hodowli kontrolnej. Wzrost
ekspresji 1, obnizenie ekspresji |

Table I. Expression profile of selected genes in drug-resistant
compared with sensitive cell lines, in the control culture. Marked
increase in the expression 1, decrease the expression |

KBV-1kontrola/HeLa kontrola

Funkcja genu

przezywalnosé komdrek [%]
,{
[ /
|
|
|
|

symbol genu krotno3¢ zmiany

ABCB1 107,90 1

Opornos¢ na leki ﬁggg 773581 I
ABCC6 9,41 1

CYP1A2 589 1

Metabolizm lekow CYP2C19 1837 1t
GSTP1 315 |

stezenie Selolu [ug Se/ml]

—&—KB-V1 dox 0,29 pg/m| ——KB-V1 dox 1,16 pg/ml —&— KB-V1 dox 5,8 pg/mi
—6—Hela dox 0,29 yg/ml —8—Hela dox 1,16 pg/ml —A— HeLa dox 5,8 pg/ml

Ryc. 1. Wptyw selenu pochodzacego z Selolu 5% na przezywalnosc
komorek Hela i KB-V1 traktowanych doksorubicyng (DOX)
w stezeniach 0,29; 1,16 i 5,8 pg/ml, w odniesieniu do komérek
kontrolnych.

Fig. 1. Effect of selenium in Selol 5% on the survival rate of Hela
and KB-V1 cells, treated with doxorubicin (DOX) in concentrations

0.29; 116 and 5.8 ug/ml, in relation to control cells.

Poréwnujac profile ekspresji genéw w komor-
kach linii opornej KB-V1 z wrazliwg HelLa
w hodowli kontrolnej, stwierdzono réznice
ekspresji (> 4x) dla 7 genoéw (tab. I). Wyzszy
poziom ekspresji w komoérkach opornych do-
tyczyl genow ABCB1, ABCC2, ABCC6, CY-
P1A2 i CYP2C19, nizsza ekspresje stwierdzono
dla genéw ABCC3 i GSTP1. Uzyskane wyniki

W komoérkach opornych, traktowanych 0,29
pg/ml DOX obserwowano — w poréwnaniu
z kontrolg (bez DOX) — wzrost ekspresji tylko
genu ABCC3 (tab. II), dla ktérego wyjsciowy
poziom ekspresji w komoérkach kontrolnych
byt zdecydowanie nizszy niz w komorkach
wrazliwych (tab. I). Natomiast w komoérkach
HelLa pod wptywem DOX obserwowano az
28-krotnie wyzsza niz w prébie kontrolnej na-
dekspresje genu ABCB1, co moze $wiadczyc
o uruchamianiu mechanizméw obrony przed
ksenobiotykiemprzezkomorkiwrazliwe (tab.II).
W komorkach wrazliwych traktowanych
DOX stwierdzono takze nadekspresje genow:
CYP1A1, CYP2C19, CYP2E1 i CYP3AS5. W ko-
morkach obu linii pod wptywem DOX, obser-
wowano — obok szeroko wyrazonej nadekspre-
sji genéw z rodziny cytochromu P450 — wzmo-
zong odpowiedz dla genu EPHX1 kodujacego
mikrosomalng hydrolaze epoksydowa i genu
SULT1E1 kodujacego sulfotransferaze estroge-
nowg. Mikrosomalna hydrolaza epoksydowa
typu 1 petni wazng funkcje w detoksykacji or-
ganizmu. Sulfotransferaza estrogenowa wigze
estron w nieaktywng posta¢ siarczanu, wpty-
wajac na pozagonadalny poziom estrogenéow
[18]. W pracy Evansa i wsp. [19] stwierdzono,
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ze w komorkach nowotworowych gruczo-
tu piersiowego proliferacja jest stymulowa-
na przez estradiol niezwigzany w potaczenia
siarczcanowe na skutek braku lub tylko nie-
wielkiej aktywnosci tego enzymu. W naszych
badaniach — zarowno w komorkach nowo-
tworowych wrazliwych, jak i opornych trak-
towanych DOX - obserwowano zwickszong
ekspresje genu kodujacego enzym sulfotransfe-
raze estrogenowa, co by¢ moze przektada sie
na zahamowanie proliferacji tych komorek,
w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi.
Obserwowana odpowiedz wigkszej liczby ge-
néw metabolizmu lekéw w komoérkach wraz-
liwych prawdopodobnie wynika z faktu, ze do
wnetrza tych komorek dociera wigcej DOX niz
do komorek opornych, charakteryzujacych sie
wyzszg efektywnosScig pozbywania si¢ kseno-
biotykéw. Zjawisko to wyjasnia obserwowane
roznice w cytotoksycznym dziataniu DOX na
obie linie komoérkowe.

wych, jak i opornych nie obserwowano zmian
w ekspresji genu ABCC2 po podaniu samej
DOX w por6wnaniu z poziomem wyj$ciowym,
oznaczonym w hodowli komoérek kontrolnych
(tab. II). Pod wplywem tacznego podawania
DOX i Selolu 5% obserwowano takze utrzy-
mujacg sie w komoérkach opornych nadekspre-
sje genu ABCB1 w poréwnaniu z komérkami
wrazliwymi. Zestawiajac otrzymang krotnos¢
zmiany z warto$cig otrzymang z porOwnania
ekspresji tego genu w warunkach kontrolnych
(tab. I) stwierdzono, ze ulegta ona obnizeniu
o okoto 2 razy. Ponadto poziom ekspresji dwoch
innych genéw — ABCC1 i ABCG2, nalezacych
do grupy kodujacej biatka btonowe transpor-
tujace leki, byt 4-5 razy nizszy w komérkach
opornych (tab. III). Na szczegblna uwage za-
stuguje wystgpienie tylko w komoérkach opor-
nych okoto 4-krotnego obnizenia ekspresji
genu BCL2L1 pod wptywem Selolu 5% (tab.

z komérkami kontrolnymi. Wzrost ekspresji 1, obnizenie ekspresiji |

Tabela 1I. Zmiany pod wptywem doksorubicyny (DOX) w profilu ekspresji genéw w komérkach linii wrazliwej i opornej w poréwnaniu

Table I1. Changes in the profile of gene expression under the influence of doxorubicin (Dox) in sensitive and drug-resistant cell lines compared
with control cells. Marked increase in the expression 1, decrease the expression |

HeLa +Dox/HeLa kontrola

KB-V1+ Dox,/KB-V1kontrola

Funkda genu symbol genu krotnos¢ zmiany symbol genu krotnos¢ zmiany
Opornos¢ na leki ABCB1 28,30 1 ABCC3 6,30 1
CYP1A1 CYP2B6 21,20 1t CYP2B6 CYP2C8 CYP3A4 527 1
CYP2C19 939 1 EPHX1 431 1
CYP2C8 18,71 1 SULT1ET 957 1
CYP2E1 592 1 738 1
Metabolizm lekow CYP3A4 8,40 1 700 1
CYP3AS5 9,42 1
EPHX1 4,12 1
SULT1ET 432 1t
975 1

W pracy zbadano takze wptyw tacznego po-
dawania DOX i Selolu 5% na profil ekspresji
badanych genéw w komoérkach obu linii. Za-
stosowane w tym badaniu stezenia 0,29 pg/ml
DOX i Selolu 5%, w ilosci odpowiadajacej
10 pg Se/ml, zostaty wybrane na podstawie
wynikow uzyskanych w tescie MTT. Pod wpty-
wem tacznego podania Selolu i DOX w odnie-
sieniu do inkubacji komoérek z sama DOX na-
stapita zmiana ekspresji genéw z rodziny ABC
(tab. IIT). W komoérkach wrazliwych ok. 7-krot-
nie wzrosta ekspresja genu ABCC6, natomiast
w komorkach opornych ekspresja genu ABCB1
byta 8-krotnie wyzsza, zas genu ABCC2 az 82-
-krotnie nizsza. Zaréwno w komoérkach wrazli-

III). Gen BCL2L1 jest zaliczany do duzej rodzi-
ny gendéw kodujacych biatka o wiasciwosciach
antyapoptycznych. Obserwowany spadek eks-
presji genu BCL2L1 powinien w efekcie dopro-
wadzi¢ do zmian w réwnowadze proliferacja
komorkowa — $mier¢ komorki, na korzySc tej
ostatniej. Dla genéw biorgcych udziat w meta-
bolizmie lekow w komoérkach linii wrazliwej
pod wptywem Selolu 5% obserwowano dalszy
wzrost ekspresji gendéw z rodziny cytochromu
P450, co dotyczy szczegélnie genu CYP1A2.
W analogicznym uktadzie badawczym w ko-
morkach linii opornej stwierdzono wzrost
ekspresji wiekszej liczby genoéw z rodziny cy-
tochromu P450, niz po podaniu samej DOX.

1
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Analiza zmian ekspresji genéw z rodziny
cytochromu P450 wskazuje, ze dynamika
tych zmian w komorkach linii wrazliwej jest
duzo wyzsza niz w komoérkach linii oporne;j.
Z bezposredniego poréwnania profilu ekspresji
badanych genéw w komorkach linii opornej
z wrazliwa pod wptywem t3cznego podawania
ksenobiotykéw wynika, ze poziom ekspresji
trzech genow (CYP1A1, CYP1A2 i CYP2D6)
jest nizszy w komoérkach linii opornej. W od-
powiedzi komoérek linii opornej na podanie
Selolu 5% stwierdzono wzrost poziomu eks-
presji genu transferazy glutationu (GSTP1), ko-
dujacego biatko enzymatyczne zaangazowane
w obrong przed stresem oksydacyjnym. Zmia-

ny takiej nie zaobserwowano w komorkach
linii wrazliwej. Natomiast z bezposredniego
poréwnania zmian zachodzacych w obu li-
niach wynika, ze poziom ekspresji tego genu
byt wyzszy w linii wrazliwej. Obserwacja ta
moze potwierdzaé przypuszczalny prooksyda-
cyjny mechanizm dziatania Selolu, polegajacy
na indukowaniu powstawania wolnych rodni-
kow tlenowych w komoérce. Natomiast zaob-
serwowane zmiany w ekspresji genow ABCC2
i BCL2L1 moga bezposrednio wywolywa¢ po-
jawienie sie efektu obnizenia przezywalnosci
komorek opornych, pod wptywem tacznego
dziatania Selolu 5% i DOX w poréwnaniu
z dzialaniem tylko DOX (ryc. 1).

Tabela Ill. Zmiany w profilu ekspresji wybranych genéw w komérkach linii wrazliwej i opornej hodowanej z dodatkiem doksorubicyny (DOX)
i Selolu 5% w poréwnaniu z hodowlg tych komérek traktowanych sama DOX oraz w komérkach opornych w poréwnaniu z wrazliwymi pod
wptywem tagcznego podawania DOX i Selolu. Wzrost ekspresiji 1, obnizenie ekspresji |

Table I1I. Changes in the expression profile of selected genes in sensitive and drug-resistant cell lines, grown with the addition of doxorubicin
(DOX) and Selol 5% compared with culture these cells treated with DOX alone and in drug-resistant cells compared with sensitive under the
influence of co-administration of DOX and Selol. Marked increase in the expression 1, decrease the expression |

HeLa+Selol+Dox/

(KBV-1+Selol+ Dox)/

(KBV-1+Selol+ Dox)/

Funkcja genu /Hela + Dox /(KBV-1+ Dox) /(HeLa +Selol+ Dox) _
PUR IO krotnos¢
symbol genu krotnos¢ zmiany symbol genu krotno3¢ zmiany symbol genu Zmiany
Opormnost ABCC6 6,93 1 ABCBI 8,13 1 ABCBI 5471 1
na leki ABCC2 8248 | ABCCI 455 |
BCL2L1 4,04 | ABCG2 533 |
BCL2LT 452 |
Metabolizm lekéw CYP1AT 457 1 CYP1A1 8,28 1 CYP1A1 20,50 |
CYP1A2 47,08 1 CYP1A2 51 1 CYP1A2 415 |
CYP2B6 CYP2C19 95 1 CYP2C19 10,19 1 CYP2 D6 723 |
CYP2C8 27,70 1 CYP2C8 CYP2C9 6,52 1 GSTP1 1235 |

CYP2C9 1072 1 CYP2E1 733 1

CYP2D6 742 1 CYP3A5 18,37 1

CYP2ET 12,92 1 GSTP1 595 1

CYP3A5 6,53 1 579 1

578 1
WNIOSKI w komorkach obu linii potwierdzono wy-

1. W komoérkach wrazliwych HeLa pod wpty-
wem DOX wzrasta poziom ekspresji genu
ABCB1, co moze $wiadczy¢ o uruchamia-
niu mechanizmu obronnego zwigzanego
z aktywnym transportem btonowym.

2. Opierajac si¢ na wynikach cytotoksyczno-
Sci i réznicach w profilach ekspresji genow

stepowanie cech opornosci w komoérkach
KB-V1.

3. Laczne podanie Selolu 5% i DOX wyzwala

efekt cytotoksyczny w komérkach opornych
KB-V1, co przypuszczalnie jest zwigzane ze
zmiang ekspresji genéw ABCC2 i BCL2L1.
Zaobserwowana zalezno$¢ pozwala lepiej
zrozumie¢ molekularne podtoze opornosci
komorek linii KB-V1 na doksorubicyne.

Praca czesciowo finansowana przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej ze srodkéw strukturalnych w ramach Dzia-
fania 1.2. ,Wzmocnienie potencjatu kadrowego nauki” Programu Innowacyjna Gospodarka 2007-2013. Laureatka
| konkursu w programie-POMOST, mgr Agnieszka Grabowska, dziekuje za wsparcie.
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