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RESUMEN

El tratamiento de la Leucemia Mieloide Crénica
(LMC) con Imatinib puede fracasar por mutaciones
en el dominio tirosina quinasa o amplificacién del gen
BCR/ABL. Otros mecanismos de refractariedad pueden
deberse a los genes de resistencia multiple a drogas
(MDR). Objetivo: Investigar en la linea celular K562
(LMC resistente al Imatinib}, la expresion del gen MDR1
y los efectos de su inhibicién con Ciclosporina A (CyA).
Métodos: Se sintetizé ADNe por retrotranscripcion
del ARN total y se amplificaron por RT-PCR los genes
BCR/ABL y MDRI1 con primers especificos. Se verificé
la expresion de la glicoproteina P-gp (producto del gen
MDRI1) por inmunohistoquimica con 2 anticuerpos
monoclonales (C494 y C219). Las células K562 fueron
enfrentadas (24hs) con Imatinib (2uM), CyA (3ug/
ml), Imatinib+CyA. Se evaluaron apoptosis con
naranja de acridina/bromuro de etidio (microscopia de
fluorescencia) y funciéon farmacorresistente de P-gp con
Rhodamina-123 (citometria de flujo). Resultados: La
expresion del gen MDR1 se confirmé tanto por RT-PCR
como por inmunhistoquimica. La prueba funcional con
Rhodamina-123 indicé que la P-gp fue inhibida por CyA
o hipotermia. El tratamiento con Imatinib+CyA triplico
el porcentaje de apoptosis comparado con Imatinib solo.

Conclusion: El gen MDR1 jugaria un rol adicional en
la resistencia al Imatinib. La CyA u otros inhibidores de la
P-gp, facilitaria la accién del Imatinib, induciendo mayor
porcentaje de apoptosis en células BCR/ABL positivas.

INTRODUCCION

En oncohematologia se han demostrado numerosas
translocaciones cromosdmicas que producen la expre-
sién desregulada de numerosas tirosinas quinasas. El
ejemplo mads tipico corresponde a la leucemia mieloide
cronica (LMC), caracterizada por el cromosoma Phila-
delphia (1). Este marcador citogenético resulta de una
translocacién reciproca entre los cromosomas 9 y 22
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[t(9;22) (q34;q11)], que genera un gen de fusién BCR/
ABL responsable de la patogénesis de la enfermedad
(2). El reordenamiento molecular BCR/ABL se ha de-
tectado en el 95% de los casos con LMC, en el 25%-
30% de las Leucemias Linfobldsticas Agudas (LLA)
del adulto y aproximadamente en 5% de las LLA pe-
didtricas (3).

El punto de ruptura dentro del gen BCR determi-
na 3 diferentes proteinas quiméricas conocidas como
p210, p190 y p230, todas ellas con actividad constitu-
tiva de tirosina quinasa (TK). Este aumento de la ac-
tividad TK induce miiltiples caminos de transduccidn
de sefiales llevando a un incremento en la proliferacién
celular independiente de los factores de crecimiento,
resistencia a la apoptosis, y alteracion de la adhesién
celular al estroma de la médula ésea. La cascada de
transduccién de seflales incluye entre otros a: Ras,
MAPK y sus efectores MEK y Erk, PI3K y su efector
Akt. (4,5).

Actualmente numerosos estudios han demostrado
que la funcién de tirosina quinasa es necesaria para la
actividad transformante. Por lo tanto los agentes tera-
péuticos inhibidores de proteina quinasas denomina-
dos STI (Signal Transduction Inhibitor) constituyen la
base racional del tratamiento de las leucemias Phila-
delphia positivas. El inhibidor de tirosina quinasa, de-
rivado de la 2-fenilaminopirimidina (STI571- Imatinib
mesilato} inhibe todas las ABL quinasas (p210, p190,
p230, v-abl, c-abl,), como asi también otras quinasas:
c-Kit, PDGF (Platelet Derived Growth Factor Recep-
tor) y ARG (Abl-Related Gene) (6,7).

La linea celular K562, derivada de un paciente con
crisis blastica de una LMC, que expresa el gen BCR/
ABL, constituye un modelo ampliamente utilizado en
ensayos farmacoldgicos con Imatinib y otras nuevos
inhibidores de TK para el tratamiento de la LMC (8)
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Mutaciones en el sitio activo del dominio quina-
sa del gen quimérico BCR/ABL, generan resistencia
especifica al tratamiento con los inhibidores de esta
quinasa, y pueden tornar inefectivo el tratamiento con
Imatinib en muchos pacientes, pero adn no se logra
explicar el total de casos refractarios en LMC u otras
leucemias BCR/ABL positivas (9,10).

El llamado mecanismo de resistencia multiple a
drogas (MDR), se caracteriza por la capacidad de las
células neopldsicas de evitar la muerte apoptética. Uno
de los mecanismos de resistencia miltiple drogas, in-
volucra la expresion de una glicoproteina de membra-
na de 170KDa, denominada P-gp. Esta proteina es un
miembro de la familia de los llamados transportadores
ABC (ATP binding cassete), y estd codificada por el
gen MDRI1 (multidrug resistance gene o ABCBI1). La
P-gp tiene la capacidad de transportar fuera de la cé-
lula, un amplio espectro de drogas no relacionadas es-
tructuralmente ni funcionalmente, y esta propiedad le
permite a la célula neopldsica “resistir” al tratamiento
de diferentes fdarmacos (11,12). Se ha reportado que
algunos inmunosupresores tales como la ciclosporina
A (CyA) podrian modular la funcién de la P-gp, in-
hibiendo su actividad detoxificadora (13,14). De esta
forma se lograria la sensibilizacién de dichas células
a la accion de los citotéxicos para los cuales eran ini-
cialmente resistentes.

El desarrollo del llamado fenémeno de resistencia
muiltiple a drogas, previamente descripto en diferentes
tipos de leucemias y tumores, podria entonces estar
también presente en la LMC y afectar la eficacia del
tratamiento con Imatinib.

Por tal motivo el objetivo de nuestro trabajo fue
investigar en la linea K562 resistente al Imatinib, la
expresion del gen MDR1 y si la inhibicién de la ac-
tividad de la P-gp con ciclosporina (CyA), restablece
algiin nivel de sensibilidad al tratamiento con Imatinib
en dicha linea celular.

MATERIAL Y METODOS

Linea Celular: Se usé la linea celular K562 (co-
rrespondiente a una Crisis Bldstica de una paciente con
LMC), con alto nivel de amplificacién del gen BCR/
ABL y negativo para ¢l gen supresor de tumor p53.
Dicha linea celular es a su vez resistente al tratamicnto
con Imatinib.

Cultivos celulares: Las células fueron cultivadas
en medio RPMI 1640, suplementadas con suero fetal
bovino al 10 %, L-glutamina y gentamicina. Para los
ensayos de induccién de apoptosis las células fueron
cultivadas por 24 horas a 37°C en estufa gaseada con
CO2 al 5%, con los siguientes tratamientos:
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a) linea celular sin tratamiento (control);

b) linea celular con CyA (Ciclosporina A 3 pg /
ml)(15,16);

c) linea celular con STI571(Imatinib mesilato,
Glivec 2uM) (17);

d) linea celular con CyA (3 pg /ml) +STI 571(2uM).

Apoptosis: Una alicuota de las células control y
otra de las células tratadas, fueron centrifugadas a 200
g por 10 segundos. Al pellet de cada uno de los tubos,
se le agregé | ul de naranja de acridina-bromuro de
etidio (100 g /ml de naranja de acridina mds 100 ug
ml-1 de bromuro de etidio en PBS).

Las células fueron cuantificadas en un Microscopio
de Fluorescencia segtn el siguiente criterio: (Figura 1)

a) Células viables indemnes con micleos verde

brillante y estructura organizada

b) Células viables con apoptosis iniciada que pre-

sentan nucleos verde brillante con cromatina
altamente condensada ¢ fragmentada

¢) Células no viables apoptéticas con nicleos na-

ranja brillante y cromatina altamente condensa-
da o fragmentada

d) Células no viables necrdticas con nicleos na-

ranja brillante y cromatina organizada.

Se realizd el recuento sobre un total de 200 células.
evaluadas por dos operadores y en 5 ensayos indepen-
dientes.

Se calculd el porcentaje de células con apoptosis
iniciada como:

Nimero total de células viables con apoptosis niciada {b) x 100

Niimero total de células (a)+(b)+(c)+(d)

Se considerd el ndmero de células no viables tota-
les como (¢)+(d)

Célula
apoptética C
no viable

Célula
viable
indemne

i Célulacon
: apoptosis
Iniciada

Figura 1



16

Prueba funcional de P-gp con Rhodamina-123
(Rho-123)

La actividad de la P-gp fue determinada usan-
do Rhodamina-123 (Rho -123, Sigma) por exclusién
¢ acumulacién del colorante, La expresidn del gen
MDRI esta directamente relacionada a la eliminacién
de la Rho-123.

Las células K562 sin previo tratamiento fueron co-
loreadas con 150 ng/ml de Rho-123 por 10 minutos a
temperatura ambiente (TA) y en oscuridad. Después de
realizar dos lavados con PBS las células fueron incu-
badas durante 3 hs con RPMI1640 y suero fetal bovino
al 10% en las siguientes condiciones:

a. 37 °C (Control positivo)

b. 4°C (Control negativo)

¢. 37°C mds el inhibidor (CyA (3 ug /ml).

Las células fueron centrifugadas a 1000 rpm du-
rante 10 minutos, y el pellet fue incubado por 30 min a
4°C con 4 ul de 7 Amino Actinomicina D (AAD) para
identificar a las células no viables y excluirlas del es-
tudio. Las células fueron analizadas en un citdmetro de
flujo (Becton Dickinson FACSan, equipado con Ldser
de Argdn) usando una Longitud de onda de emisién
[EM] de 520-534 para la Rho-123 y 630-650 nm para
la longitud de onda de AAD. Se usé una muestra con
c€lulas sin Rho-123 como control de autofluorescen-
cia.

Analisis Estadistico:

Para el ensayo de apoptosis, se aplicd un test-t
de dos colas para muestras no apareadas (Mann-With-
ney test). El andlisis fue hecho usando un software
Prism (GraphPad, San Diego, CA, USA). Se considero
estadisticamente significativo para un valor p<0.05.

Deteccion de P-gp por inmunocitoquimica:

Se realizo la deteccidn de la P-gp por método in-
munocitoquimico con dos anticuerpos monoclonales
especificos; C219 de ratén (Signet) dirigido contra el
epitope interno de secuencia aminoacidica altamente
conservada, en el fragmento N-Terminal (18) y C494
de ratén (Dako) contra epitope interno localizado so-
bre el fragmento C-Terminal.(19) Para el anticuerpo
C219 los citopreparados de las células sin tratamiento
fueron fijados en una mezcla formol/acetona, luego se
lavaron con una solucién de TRIS-CLH 1M pH 7,8 y
se incubaron overnight a 4°C con el anticuerpo pri-
mario (dilucién 1/25) previo tratamiento con H202
al 3%.Para su deteccién se utilizé un método de es-
treptavidina-biotina marcada con Peroxidasa de rdba-
no (HRP)(LSAB-Dako). Para el anticuerpo C494 los
citopreparados fueron fijados en acetona durante 10
minutos a TA, luego se realizé una incubacidn over-
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night a 4°C con el anticuerpo primario en una dilucién
1:40 previo tratamiento con H202 al 3%. Como am-
plificador se utilizé el método de polimero de un paso
(Sistemas DAKO EPOSTM).

Ambos anticuerpos fueron revelados con DAB y se
usé Hematoxilina de Harris como contracolor. Como
control positivo de la expresién de P-gp se estudio te-
jido de rifién humano embebido en parafina, el cual
no recibié ningiin tratamiento previo .y como control
de reaccidn inespecifica del segundo anticuerpo, se
utilizé un citopreparado de la linea celular sin incu-
bar con el anticuerpo primario (datos no mostrados).
Los citopreparados fueron obtenidos a partir de 100 pl
de células en cultivo (10° cel/ml), centrifugadas a 700
rpm por 10 minutos en una citocentrifuga Shandon III
(Labsystem). Los preparados fueron secados durante
24 hs a TA y conservados a -70°C hasta el momento
de su uso.

Aislamiento de ARNm

El ARNm fue extraido a partir de al menos 107 cé-
lulas totales, con Trizol (20). La calidad del ARNm
aislado fue evaluada por electroforesis en gel de aga-
rosa al 1% en buffer TAE 1X, coloreado con 2 ul de
bromuro de etidio.

RT-PCR

La retrotranscripcién a ADN copia (ADNc) se rea-
lizd a partir de 2,5 pg de ARN total.

La mezcla de reaccidn fue preparada segiin se deta-
1la: Buffer de Reaccion 5X First- Strand Buffer, dNTPs
(200mM), SuperScript II reverse transcriptase (trans-
criptasa reversa Invitrogen) (200U), oligo-dT (1ug).

Incubacién a 42 °C durante 1 hora, luego calenta-
miento a 70°C durante 15 minutos para eliminar la ac-
tividad de la retrotranscriptasa.

PCR especificas:

a- MDR1

La presencia de transcriptos del gen MDRI1 se rea-
lizé con modificaciones del método previamente des-
cripto (21). La mezcla de reaccidén contiene: ADNc
(2ul de una dilucién de 1:5), Buffer Taq (1X), Mg2Cl
(1,5mM), dNTPs (0,5mM), primers 37y 57(500nM),
Taq polimerasa (1U)

Se utilizaron los siguientes primers:

* ABCB1-2749Forward ATT TGG CAAAGCTGG
AGA GA

e ABCBI- 2929 Reverse TTA CAG CAA GCC
TGG AACCT

Se amplifico un ciclo a:95°C 10 minutos, y sub-
secuentes 40 ciclos a: 95°C 30 seg, 55°C a 30 seg; y
72°C 30 seg.
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Finalmente un ciclo de extensién final a 72°C por
3 minutos.

Este procedimiento da un producto de amplifica-
cion de 200pb.

Ademds se amplificé el gen de fusién BCR-ABL
teniendo en cuenta el trabajo de Kawasaki y Col (22)
y el gen constitutivo gliceraldehido 3 fosfatodeshidro-
genasa (GAPDH). Los productos de PCR fueron eva-
luados por electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %
en buffer TAE 1x y coloreado con 5 pl de bromuro de
etidio. Se visualizaron en un transiluminador UV,

RESULTADOS:
Apoptosis:

La combinacién de Imatinib con ciclosporina, mos-
tré un significativo aumento del mimero de células que
iniciaron la apoptosis, comparado al tratamiento con
Imatinib o ciclosporina solo. Estos iiltimos dos trata-
mientos no se diferenciaron de lo observado en las cé-
Iulas controles no tratadas. Los valores expresados en
% (media + SD) se detallan en la Figura 2a.

1,7+ 0,9

2.4+1,5

7,2+1.9 (p< 0.008)*
20,8+1,0 (p< 0.008)*#

control

células tratadas con CyA

células tratadas con STI 571
células tratadas con CyA + STI 571

Estos resultados indican una sensibilizacién de las
células K562 al tratamiento combinado con ambas
drogas, relacionado con la inhibicién de la P-gp me-
diante la CyA.

El porcentaje de células necréticas en cada ensayo
no fue estadisticamente significativo, observindose
Unicamente un incremento en el porcentaje de células
viables que iniciaron apoptosis. (Figura 2b)

Células K562
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Cya STIS71  CyR+STI

Figura2a Porcentaje de células que iniciaren apoptosis segun
el ratamlento recibido. CyA ciclosporina A
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Figura 2b: variaciones en el niimero de células no viables y apoptiticas
luego de Los fratamientos recibidos

Estudio de la Rhodamina-123;

La medida de la fluorescencia de la linea K562 sin
Rho-123, permitié determinar la autofluorescencia es-
pontinea. Por medio de la incubacidén con 7-Aminoac-
tinomicina D (TAAD), se pudo estimar el mimero de
células muertas. En todos estos ensayos el porcentaje
de células muertas fue de alrededor del 22%, indican-
do que ni la temperatura o la CyA, por si solas, modi-
fican la condicidén de viabilidad de las células.

La media del Log de la intensidad de Fluorescencia
emitida por la Rho-123 de las células a 4°C y a 37°C
con CyA fue de 638 y 583 respectivamente y disminu-
y6 a 386 en las células a 37°C sin CyA. indicando una
presencia “activa™ de la P-gp en las células. dado que
la temperatura (4°C) v el inhibidor (CvA) inhibieron la
proteina transportadora P-gp. Por lo tanto estos trata-
mientos potenciaron la tincién con el colorante fluo-
rescente (Rho-123), lo cual se correlaciona en forma
inversa con la expresién de P-gp. (Figura 3)

Pruebafuncionzl de la actividad de laP-gp con Rho123 por citometria de fiujo
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Deteccién de P-gp por Método Inmunocitoquimico:

Ambos anticuerpos (C219 y C494) detectaron la
expresion de la Glicoproteina P-gp en la membrana de
las células K562 sin tratamiento. El anticuerpe mono-
clonal C219 mostré una débil expresién en superficie
y en un bajo nimero de células comparado con la in-
tensidad de reaccién intracitoplasmdtica revelado por
el anticuerpo C494. El control + en tejido de rifién dio
una reaccién positiva en la regién de los tibulos y en
la membrana apical de los glomérulos; mientras que la
membrana epitelial fue negativa (Figura 4). Estos re-
sultados por inmunocitoquimica muestran claramente
la expresion del gen MDRI1 en la linea K562.

Figura 4: Células K562
i Immunohistoguimica con anticuerpos
manoclonales £424 (ayb [100x]) y C219

i (c)[40x] Conwol pasitiva (rifidn humano) con
i C494 (d) (403

May Grumwald-Giemsa () [40x]

Amplificacién del gen MDR1:

La linea celular K562 expresa transcriptos del gen
MDR1 como se visualiza en la Figura 5 con una banda
de 200pb, la expresion de transcriptos de b3a2 confir-
man la presencia del reordenamiento BCR/ABL carac-
teristico de esta linea celular. La gran intensidad de
la banda b3a2 correlaciona con la amplificacion BCR/
ABL que posee la linea K562. El gen gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se utilizé como
gen constitucional para evaluar la calidad del ARN y
ADNc obtenido.

MDR-1  Contneg BCR-ABL  GAPDH

Figura5s:

Las bandas obtenidas de MDR-1 y BCR-ABL de 200 bp,
coinciden con el valor esperado acorde a los primers
seleccionados en cada case. Similarmente, labandade
400bp, corresponde al gen GADPH, utilizade como control
de la reaceién
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DISCUSION

La etiopatogenia de las leucemias Philadelphia po-
sitivas radica en la presencia del gen quimérico BCR/
ABL y su producto protéico (p210bcr/abl, p190ber/abl
0 p230ber/abl) con actividad constitutiva de tirosina
quinasa (TK). Por lo tanto el uso de inhibidores de
TK (Imatinib mesilato) constituye actualmente el tra-
tamiento de eleccién (1). Sin embargo, luego de un
periodo de respuesta muchos pacientes desarrollan re-
sistencia a dicho tratamiento, lo cual puede ser atribui-
da a la amplificacién génica con sobreexpresion del
transcripto BCR/ABL, a la presencia de mutaciones en
el dominio TK del ABL o bien a la sobreexpresion de
la P-gp, producto del gen MDR1(10), entre otros.

En nuestro estudio, hemos podido documentar en
la linea celular K562, la presencia de transcriptos del
gen MDRI1, como asi también su expresidn proteica,
visualizada por el uso de dos anticuerpos monoclona-
les dirigidos contra dos diferentes epitopes de la glico-
proteina P-gp. Ademds evidenciamos la actividad de
la P-gp mediante el ensayo de funcionalidad realizado
con Rho-123. Este iltimo ensayo, puso de manifiesto
que el sistema de bombeo de drogas desde el interior
hacia el exterior celular se encuentra activo en las cé-
lulas K562.

Fl tratamiento con el inhibidor de la bomba (Ciclos-
porina A), o con hipotermia (4°C) mostrd un nivel de
acumulacién de Rho-123 en el interior de las células,
mayor que el observado en los cultivos controles sin
inhibidor e incubadas a 37°C. Este hecho, sugirié que
el Imatinib, podria sufrir igual destino que la Rho-123,
es decir que una suerte de mecanismo de expulsién del
Imatinib mediado por la P-gp desde el interior hacia
el exterior de las células K562 serfa un nuevo factor a
tener en cuenta en ¢l desarrollo de la refractariedad al
tratamiento.

Ensayos previos en esta misma linea celular mos-
traron altos niveles de amplificacion del gen BCR/
ABL (23), esto implicaria cierto grado de resistencia al
Imatinib en relacidn a la carga de BCR/ABL a inhibir
por esta droga. Estos mecanismos han sido claramente
relacionados con pérdida de sensibilidad al tratamien-
to con Imatinib (8, 9). Si bien se han reportado datos
que relacionan a la actividad de la P-gp con la refrac-
tariedad al Tmatinib, todavia existen resultados contro-
vertidos (24, 25,26).

T.a administracién de Imatinib, conjuntamente con
dosis de CyA capaces de recuperar la acumulacién in-
tracelular de Rho-123, mostré un incremento signifi-
cativo en el nimero de células viables que iniciaron
la apoptosis.

En estas condiciones las mayores variaciones se
hallaron cuando se considerd como variable al nime-
ro de células viables iniciando apoptdsis (categoria b).
Este dato, no deberia extrafarnos, ya que nos muestra
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el resultado de la variable mds sensible (el paso de las
células viables indemnes a células viables apoptdti-
cas), al tratamiento quimioterapéutico, el cual justa-
mente pretende inducir o iniciar la apoptosis celular.

Dado que las células K562 estudiadas en nuestros
experimentos son p33 negativas, los resultados indi-
can que necesariamente se han inducido vias apop-
téticas alternativas independientes de p53 y que aiin
no hemos estudiado. La identificacion del mecanismo
pro-apoptético desencadenado, serd sin duda una he-
rramienta clave que ayude a incrementar la eficacia del
tratamiento de la LMC con Imatinib.

Nuestros resultados indican que la linea celular
K562, es MDRI1 positiva y que la glicoproteina P-gp
se encuentra altamente expresada y activa. Dado que
el nivel de apoptosis logrado es adn insuficiente, es
factible que otros transportadores de drogas, u otros
miembros de la familia ABC, pudieran estar presentes
y activos en estas células, los cuales deberdn también
ser investigados en relacién a la terapéutica con Ima-
tinib. Sin embargo, en estos primeros experimentos, la
biisqueda de transcriptos del gen MDR1, su proteina y
la medicién de su funcionalidad, demuestran que este
gen, juega un rol adicional en el desarrollo de la ma-
croresistencia al Imatinib

Por lo tanto la administracién del inmunosupresor
CyA facilitaria la accion del inhibidor de tirosina qui-
nasa, aumentando el porcentaje de apoptosis en las cé-
lulas BCR/ABL positivas.

Estos estudios son de importancia y de trascenden-
cia pues permitirian vencer la refractariedad y optimi-
zar los tratamientos en casos con amplificacion génica
y expresidén del gen de resistencia a drogas.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue realizado gracias a los Subsidios
de CONICET; ANPCyT y FUNDACION Alberto J.
ROEMMERS.

REFERENCIAS

1. Goldman J., Melo J. Chronic myeloid leucemia. Advances in
biology and new approaches to treatment. N Engl J Med 2003;
49: 1451 — 1464.

Groffen J, Stephenson JR, Heisterkamp N de Klein A, Bartram

CR, Grosveld G. Philadelphia chromosomal breakpoint are

clustered within a limit region, ber on chromosome 22. Cell

1984; 36 :93-99.

3. Melol. The diversity of ber-abl fusion proteins and their relationship
to leukemia phenotype. Blood 1996; 88: 2375 — 2384.

4. Skorki T., Kanakaraj P., Nieborowska-Skorska M. y Col.
Phosphatidylinositol-3kinase activity is regulated by BCR/ABL
and is required for the growth of Philadelphia chromosome-
positive cells. Blood 1995; 86:726-36.

5. Varticovski 1., Daley G., Jackson P y Col. Activation of
phosphatidylinositol 3-kinase in cells expressing abl oncogene
varants. Mol Cell Biol 1991 ; 11:1107 1118.

6. Capdeville R., Buchdunger F., Zimmermann, Matter A. Glivec
(STI571, IMATIB), a rationally developed targeted anticancer
drug. Nature Reviews 2002 ,1: 493- 502,

E‘J

10.

11.

-
)

18.

19.

20.

. Aouali N.,

. Theis J.,

. Loor F ; Tibergt

. FU Jianxin; Chen Z; Cen J and Ruan CH

. Vellon L., Gonzalez Cid M.,

. Wang C.,

. Wu

. Ferrao P., Frost M., Siah S., Ashman L. Overexpression

25. Rumpld H., Wolf A., Gruenewald K., Gast G.

. Drummond M., Holyaake T. Tyrosine kin

19

Deininger M., Buchdunger E., Druker B. The development of
imatinib as a therapeutic agent for chronic myeloid leukemia.
Blood 2005, 105: 2640 — 2653.

Weisberg E., Griffin J. Mechanism of resistance to the ABL
tyrosine kinase inhibitor STI571 in BCR/ABL-transformed
hematopoietic cell lines. Blood 2000, 95: 3498 — 3505.

Gorre M., Mohammed M., Ellwood y Col. Clinical resistance to
STI-571. Cancer therapy caused by BCR-ABL gene mutation or
amplification. Science 2001, 293: 876-880.

Hochhaus A., Kreil S., Corbin A. Y Col. Molecular and
chromosomal mechanisms of resistance to imatinib (STIS71)
therapy. Leukemia, 2002, 16: 2190- 2196.

Labialle S., Gayet L., Marthinet E., Rigal D., Gaggetto L.
Transcriptional regulators of the human multidrug resistance 1
gene: recent views. Biochemical Pharmacology 2002, 64: 943
—948.

. Gros P., Ben Neriah Y., Croop J., Housman D. Isolation and

expression of a complementary DNA that confers multidrug
resistance. Nature 19806, .323: 728-231.

Eddabra L., Macadre J., Morjani H.
Immunosuppressors and reversion of multidruog-resistance. Crt.
Rev. Oncol. Hematol. 2005, 56: 61 —

Liau-Chu M.. Chan H y Col. Anaphylactoid reactions
in children recei high-dose intravenous cyclosporine for
resersal of tumor stance: the causative role of improper
dissolution of Cremophor. J Clin Oncol 1995, 13: 2508 — 2516.
hien F: iy T: Didier A and Traber R
Cyclo%porms Structure- 1\; atj ps for 'h» Inhibition
of the Human MDR1 P-Glycoprotein rter. J.Med.
Chem, 2002; 45: 4598-4612.

ay

human multidrug resistance gene mdrl in leu
application in studying P-glycoprotein antagonists (hm Med .]
2000; 113: 228-231.

Campos Nebel M.. Lamripa L
Additive apoptotlc effect of STISTI with the cytoprotective agen
amifostine in K-562 cell line. Cancer Chemother Pharmacol
20035; 55: 602 - 608,

Van den Elsen JM; kuntz D; Hoedemaeker JF, and Rose
D. Antibody C219 recognizes an «- helical epitope on P-
glycoprotein. PNAS. Biochemistry 1999; 23:13679-13684
Volk H, Potschka H, L&scher W Immunohistochemical
Localization of P-glycoprotein in Rat Brain and Detection of Its
Increased Expression by Seizures Are Sensitive to Fixation and
Staining Variables J Histochem Cytochem 2005; 53: 517-531.
Choczynski P; Sacchi N; Single-step method of RNA isolation
by acid guanidinium thiocyanate- phenol-chloreform extraction.
Annal Biochem, 1987,162: 156-159.

LaRue H., Fotin A y Col. Mdrl mRNA expression
by RT-PCR in patients with primary breast cancer submitted to
neoadjuvant therapy. Breast Cancer Reserch and Treatment
1997; 45: 63 - 74.

22. Kawasaki E., Clark S., Coyne M. y Col. Diagnosis of chronic

myeloid and acute lymphocytic leucemias by detection of
leucemia-specific mRNA sequences amplified in vitro. Proc.
Natl. Acad. Sci USA. 1988; 85: 5698 — 5702.

SQ., Voelkerding KV, Sabatini L; Chen XR, Huang J.
Meisner LF. Extensive amplification of ber/abl fusion genes
clustered on three marker chromosomes in human leukemic cell
line k-562. Leukemia 1995,9: 858-62.

glycoprotein in K562 cells does not confer resistance to
growth inhibitory effects of imatinib (STI571) in vitro
2003; 102:4499-4503.

Blood

Wolf D. RNAi-mediated knockdown of P-glve
a transposon-based vector system durably r
sensitivity in imatinib-resistant CML cell lines.
Hematology 2005; 33: 767 — 775.

treatment of chronic myeloid leukaemia: so 1
Reviews 15: 85 — 95, 2001.



