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Abstrakt

Chemoterapie cytotoxickych latek poskytuje prostiedky pro klinickou 1é¢bu nadorti. Do
této skupiny chemoterapeutik patii také ellipticine. Ellipticin je alkaloid, ktery vykazuje
znacné protinadorové vlastnosti. Plsobi jako DNA interkalator, inhibitor topoisomerazy 11
a tvofi kovalentni adukty s DNA prostfednictvim enzymové katalyzy cytochromy P450
a/nebo peroxidazami. Oxidace ellipticinu CYP (CYP3A4, CYP1A1/2, CYP2C9, CYP1B1)
poskytuje  n€kolik  metabolitit  (7-hydroxyellipticin,  9-hydroxyellipticin,  12-
hydroxyellipticin, 13-hydroxy-ellipticin, a N*-oxid ellipticinu). 12-hydroxyellipticin a 13-
hydroxyellipticin, které jsou tvofené predev§im CYP3A4, jsou zodpovédné za tvorbu dvou
hlavnich adukti s DNA. Dva karbéniové ionty, ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium
byly navrZeny jako reaktivni agens, které¢ se vdZi na DNA. Hlavni metabolity tvofené
peroxidazami jsou dimer ellipticinu a N*-oxid ellipticinu, které generuji stejné karbéniové
ionty a adukty s DNA. Moderni pfistupy v chemoterapii jsou zalozeny na cileném
smérovani 1é¢iv pro zvySeni selektivity viici malignim bunikam a snizeni cytotoxicity vici
normalnim zdravym bunkam. Konjugaty ellipticinu a jeho derivati (konjugaty ellipticinu
s N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidem, konjugaty ellipticinu s vazoaktivnim stfevnim
peptidem a konjugaty ellipticinu s lidskym sérovym albuminem) a micely s konjugovanym
epidermalnim rastovym faktorem a ellipticinem uvnitf micely jsou dobré piiklady pro
cilené smérovani a moZnosti potenciace farmakologického ucinku ellipticinu. Ellipticin
také reguluje vlastni farmakologicky a/nebo genotoxicky potencial indukci CYP1A1/2,

ktera vede k zvySené tvorbé aktivacnich a detoxikacnich metaboliti.
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Abstract

Cytotoxic chemotherapy offers tool for clinical treatment of neoplasia. One of the drugs
suitable for chemotherapy is ellipticine. Ellipticine is an alkaloid, which has significant
antineoplastic properties. It acts as a DNA intercalator, inhibitor of topoisomerase II and
forms also covalent DNA adducts mediated by cytochrome P450 and/or peroxidases.
Oxidation of ellipticine by CYP (CYP3A4, CYP1A1/2, CYP2C9, CYPIBI) provides
several metabolites (7-hydroxyellipticine, 9-hydroxyellipticine, 12-hydroxyellipticine, 13-
hydroxyellipticine, and ellipticine N*-oxide). Metabolites 12-hydroxyellipticine and 13-
hydroxyellipticine, formed by CYP3A4, are responsible for formation of two major DNA
adducts. Two carbenium ions, ellipticine-13-ylium and ellipticine-12-ylium were proposed
as a reactive species binding to DNA. The main metabolites generated by peroxidases are
the ellipticine dimer and ellipticine N*-oxide, which provide the same carbenium ions and
same DNA adducts. Modern chemotherapy uses targeting for higher selectivity for
malignant cells and lower cytotoxicity for normal cells. Ellipticine-conjugates and his
derivates (N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid-ellipticine conjugates, vasoactive intestinal
peptide-ellipticine conjugates and human serum albumin-ellipticine conjugates) and
epidermal growth factor-ellipticine conjugated micelles are good example for targeting and
possibility of potentiation of pharmacological efficiency of ellipticine. Ellipticine also
modulates its own pharmacological and/or genotoxic potential by inducing CYP1A1/2,

which leads to an increase in formation of its activation and detoxication metabolites.
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1 Uvod

Zatimco v prvni poloviné minulého stoleti byly hlavnim problémem infekéni
choroby, v poslednich 50 letech byl pozorovan nartst tzv. "civiliza¢nich chorob". Tyto
choroby jsou spojeny s rozvojem technologii, primyslu, potravinatstvi apod. Strmy narast
rovnéz zaznamenal pocet vyskytu rakoviny. Zatimco pred asi 100 lety onemocnél
rakovinou ptiblizné¢ kazdy 30. ¢lovek, dnes je to kazdy 3. Rakovina je nejcastéjsi pri¢inou
umrti na celém svété. Podle svétové zdravotnické organizace WHO piedstavuje 7,4
miliond umrti (kolem 13% vSech umrti) v roce 2004. Rakovina plic, zaludku, jater,
tlustého stfeva a prsu zptsobuje nejvetsi pocet umrti na rakovinu kazdy rok [1].

Podle poslednich udaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky z roku 2006 je
rakovina v Ceské republice roéné odhalena asi 70 000 pacienttl, piiblizné 30 000 pacienti
se zhoubnym nadorem na ni umira. Z celkem témét 72 000 noveé nahlaSenych onemocnéni
rakovinou v roce 2006 se 37 000 tykalo muzt a 35 000 Zen [2].

Rakovina je skupina chorob, ktera je charakterizovana nekontrolovatelnym ristem
a proliferaci abnormalnich bunck. Rakovina neni jedna choroba. Je to skupina vice nez 100
rtiznych onemocnéni. VéEtSina piipadii rakoviny je pojmenovana podle typu bunék nebo
organu, ve kterém vznikla. Rakovinotvorné bunky mohou napadnout ptilehlé casti téla
a rozs$itit se do dalSich orgéant [3].

Lécba nadorovych onemocnéni je komplikovana, protoze nedochédzi k niceni
cizorodych bungk, ale télu vlastnich. Nadorové buiiky se od normalnich zdravych bunék
111 bud’ minimaln€, a proto nejsou rozeznavany imunitnim systémem nebo vyuzivaji

mechanismy, které paralyzuji imunitni systém [4].



2 Cil prace

Cilem této prace je souhrn informaci (reSerSe) o karcinogenezi, ellipticine jako IéCiva
s protinddorovym ucinkem, ktery tvoii kovalentni adukty s DNA a moznosti potenciace
jeho farmakologického ucinku prostiednictvim indukce cytochromi P450 metabolizujicich

ellipticin a cilené smérovanych derivati.



3 Nadorové procesy a jejich 1éceni

3.1 Karcinogeneze

Karcinogeneze je mnohastupiiovy proces, pfi némz dochazi k nahromadéni poruch
(mutaci) urcitych gend. Dochazi k poruSeni normalni funkce jimi kdédovanych proteini
podilejicich se zejména na regulaci déleni a diferenciaci bunky. Pro karcinogenezi jsou
vyznamné poruchy jen pomérné malého poctu gent. Jejich pocet se odhaduje na nékolik
set, coz je mén¢ nez 0,1 % z celého genomu [5]. V procesu karcinogeneze se vytvaii
nador (tumor, novotvar). Nador je nov€¢ vytvofena abnormdlni tkan, ktera se déli
nekontrolovatelnym zptisobem [4,5].

Diilezité je rozliSeni nadort na nezhoubné — benigni (z lat. benignus — dobrotivy,
vlidny) a zhoubné — maligni (z lat. malignus — zly, Spatny). Benigni nadory nejsou
rakovinné. Mohou byt odstranény a ve vétSin€ piipada se ,,nevraceji“. Bunky benignich
nadort se nesiti do jinych casti téla. Maligni nador se na rozdil od benigniho vyznacuje
velmi agresivnim ristem s ni¢enim okolni tkang, zakladanim dcefinych loZisek (metastaz)
a nakonec celkovym vyc€erpanim organismu vedoucim k smrti. Buiiky, které metastazuji,
jsou v podstaté stejné povahy jako bunky pavodniho nadoru. Schopnost metastazovat je
zékladni znak malignity nadorovych onemocnéni. Nejcastéji je umrti zplisobeno prave

vznikem metastaz [1,2,6].

3.2 Faze karcinogeneze

Proces karcinogeneze se déli do 3 etap (Obrazek 1):

e [Iniciacni — dochazi ke zméné genetické informace normalni bunky, co ma za
nasledek mutaci DNA. Mutace se mohou vyskytnout v protoonkogenech a tumor
supresorovych genech. Iniciovand buiika neni nadorova, ale po urcitych zménach se
Ji miize stat. Bunky, které proliferuji maji méné Casu na opravu poskozené DNA
a odstranéni chemickych latek, které vytvotili s DNA kovalentni adukty. V této fazi
mohu zistat buniky nékolik tydnl, mésich nebo let. Iniciace mize byt spontanni
(depurinace, deaminace DNA) nebo indukovana.

e Promocni - dochazi kzvySeni proliferace indukovanych bunék vlivem

aktivovanych promotori. Promotory také pfispivaji k upevnéni mutace, zpiisobuji



zmény v regulaci bunécného cyklu a neptimo poSkozuji DNA oxidaci. Promoc¢ni
faze mlze zahrnovat aktivaci nékterych enzyml (proteinkindzy C, ornitin-
dekarboxylazy), zvySeni transportu hexos, zvySeni produkce polyamina a inhibice
mezibunéné komunikace [7]. Nékteré promotory jsou tkanové specifické, jiné
mohu plsobit soucasné¢ v nékolika tkéanich. Nastane-li Ubytek aktivovaného
promotoru, buniky se ptestavaji délit a mize dojit az k apoptoze.

e Progresni — posledni stddium karcinogeneze. Progrese je charakterizovana
irreversibilitou, rychlejSim  ristem bunék a zménami v metabolickych
a morfologickych vlastnostech bun€k. Dochdzi ke zméné benigniho nadoru na

maligni, z néhoZ se mohou odstépené buiky S§ifit krevnim fecistém do jinych tkani

nebo organt, a vznikat metastaze [8].
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Obrazek 1: Etapy chemické karcinogeneze [8]

3.3 Faktory zpusobujici karcinogenezi

Faktory zpiisobujici karcinogenezi se mohu délit podle riznych kritérii. Rakovina je
zpusobena vnéjSimi faktory (tabak, infekcni organismy, karcinogeny, radiace) a/nebo
vnitinimi (zdédéné predispozice, imunitni podminky a mutace metabolismu). Mezi dalsi
faktory patii starnuti, protoze vyskyt rakoviny dramaticky stoupa s v€kem. Ve vyspélych

zemich patii mezi rizikové faktory uzivani tabdkovych vyrobkt, alkoholu a nadvaha nebo



obezita. Tyto faktory mohu pisobit spolecné nebo postupné a vést tak kiniciaci
karcinogeneze. U lidi obvykle spolupiisobi vice karcinogennich (i antikarcinogennich)
faktorti v malych mnozstvich po dlouhou dobu (desitky let) a jejich G€inek se vzajemné
sCita nebo nasobi, jako napt. pfi vlivu koufeni a alkoholu. Mnohé druhy rakoviny lze

ptedejit pravé tim, Ze se zamezi plisobeni rizikovych faktora [1,5].

3.3.1 Vnéjsi faktory
Vnéjsi faktory, které zptisobuji karcinogenezi, mizeme roztfidit do 3 kategorii:
o fyzikalni karcinogenni faktory - ultrafialové a ionizujici zafeni,
e chemické karcinogeny - slozky tabakového koute, aflatoxiny, arsen, azbest,

¢ biologické karcinogenni faktory - infekce z nékterych virt, bakterii a parazitii [1].

3.3.2 Vnitini faktory

Vsechny typy rakoviny zahrnuji poruchy gent, které kontroluji bun&Cny rist
a déleni. Nicméné, vétSina nadorii neni vysledkem zdédénych gent, ale jejich poskozenim
v pribéhu zivota. Genetickd poSkozeni mohou vyplyvat z vnitinich faktort, jako jsou

hormony nebo metabolismus bunék.

3.3.3 Zasazené geny
Zakladem deregulace bunécné proliferace, ktera vede k nekontrolovanému bujeni, je
mutace DNA. Pii mutaci DNA dochazi k zméné funkCnosti zasazenych genli. Geny
dualezité pro karcinogenezi se déli do 2 skupin:
e protoonkogeny — jejich normalni funkce je stimulace rdstu, mutovany gen je
zvysen¢ aktivni (Ras, hTERT, Src),
e tumor supresorové geny — jejich normalni funkce je utlum ristu, mutovany gen je

neaktivni (p53, Rb, APC) [9].

3.4 Lécba nadorovych onemocnéni

3.4.1 V¢asné rozpoznani

Jedna tfetina onemocnéni by mohla byt sniZzena, pokud by byl proces karcinogeneze
zjistén vcas. Cilem vc€asného rozpoznani je odhalit rakovinu, kde je lokalizovdna jesté
piedtim nez dojde k metastdzdm. Existuji dvé moznosti v€asného detekovani:

e vzdélavat lidi, rozpoznévat prvotni znaky — boule, viedy, krvaceni z télnich otvor,
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e screeningové®“ programy - vasné zjiSténi rakoviny prsu, tlustého stieva,

kone¢niku, délozniho ¢ipku, prostaty, ustni dutiny a ktze [1,10].

3.4.2 Lécba rakoviny
Lécba se zaméfuje na 1éCbu, prodlouzeni Zivota a zlepSeni kvality Zivota pacienti.
Hlavni metody 1é¢by jsou:
e chirurgicka lécba — chirurgicky vykon, vyjme se postizena tkan z téla, zabrani se
tak dalSimu Sifeni rakoviny,
e chemoterapie — pouziti specialnich 1¢kt, které zabrani dal§imu Sifeni rakoviny,
e radioterapie — ozafovani, uziva se pied chirurgickym zakrokem, nékdy po
zakroku, mnohdy také v kombinaci s chemoterapii,
e biologicka lé¢ba — napomaha organismu ni¢it rakovinnou tkan, Casto byva
v kombinaci s chemoterapii.
Dalsi metody jsou cilena terapie (inhibice receptorti pro rastové faktory, indukce

apoptdzy) a hormonalni terapie [11,12].

3.4.3 Chemoterapie

Principem chemoterapie je podavani toxickych latek — cytostatik (kapitola 1.5), které
narusuji bunécné déleni. Tato terapie svym zdsahem do bunécného cyklu nadorové bunky
brani dalSimu déleni. Nicméné tento postup neni piesné zacilen, proto 1éba cytostatiky
postihuje 1 zdravé buiiky. Pfi chemoterapii jde o hleddni kompromisti mezi terapeutickym
uc¢inkem a poskozenim organismu toxickymi uc¢inky cytostatik. Nadorova onemocnéni jsou
vuci riznym cytostatiklim riizn€ citliva. Nektera jsou na chemoterapii necitliva - chemo-
rezistentni, jin4 zase chemosenzitivni. Podle toho se chemoterapie déli do 4 kategorii:

e indukéni (kurativni) — co nejvice snizuje objem nadoru a dosahuje klinické uéinky

od projevu ulevy az k vylé€eni, v zavislosti na typu nadoru,

e adjuvativni — doplikova metoda po radioterapii nebo chirurgickém zakroku,
odstrafiuje nadorové buiiky, které mohly uniknout z primarniho nadoru a mohly by
znova zacit metastazovat,

e neoadjuvativni — vyuzivana pied operaci, jejim cilem je dosdhnout lepsi
dlouhodobou kontrolu nadoru,

e paliativni — odstranéni nebo zmirnéni pfiznakti choroby, pfedstavuje moznost

prodlouzeni zivota pacienta [ 13].



3.4.4 Cilena lé¢ba

Cilend lécba (angl. ,targeted therapy*), na rozdil od klasické protinadorové
chemoterapie, nezasahuje a nepoSkozuje genetickou informaci bunky, ale zasahuje
v oblasti proteint s regulacnimi a signdlnimi G¢inky [14]. Léky s cilenym u¢inkem zasahuji
ptimo do malignich buné¢k, tedy pfimo do kancerogennich mechanismi. Jejich tilohou je
specificky zasahnout do urcitého bunéné¢ho procesu s cilem poskodit dominantni buiiky
nadoru (pfipadné¢ jeho mikroprostiedi) pokud mozno s miniméalnimi nezadoucimi
vedlejSimi U¢inky [14]. Na druhou stranu 1 tyto l€ky vyvolavaji v téle urcité nezadouci
ucinky. Spektrum vyuZiti cilené 1écby je Siroké. Patii sem inhibice ristovych faktori,
inhibice membranovych a cytoplazmatickych receptord, inhibice transdukéni kaskady
blokadou riznych tyrosinkindz, inhibice regulac¢nich proteinii bunééného cyklu, inhibice
angiogeneze a metastazovani, indukce apoptdzy a diferenciace [15]. V soucasnosti se pro
tento typ 1éCby nejvic vyuzivaji monoklonalni protilitky a nizkomolekuldrni 1é¢iva
(angl. small drugs).

Monoklonalni protilatky jsou produkt jednoho klonu B lymfocytl. Maji pfesné
definované vlastnosti a specificky se vazi na sviij substrat. V praxi se pouzivaji protilatky
mysi, chimerické, humanizované, cisté¢ lidské nebo konjugované s radionuklidem ¢&i
toxinem a ty pak slouzi jako ,nosi¢* kancerostatické substance. VétSina monoklondlnich
protilatek (Zanolimumab - HU-Max CD4, Lumiliximab, Alemtuzumab) se uplatiluje
zejména v 1é¢bé hematologickych onemocnéni [15]. Nizkomolekularni protilatky mayji
vyuziti hlavné v inhibici tyrosinkindz. Tyto inhibitory blokuji tyrosinkindzovou aktivitu
receptorli pro epidermalni ristové faktory — EGFR (angl. epidermal growth factor
receptor). Inhibitory (Gefitinib, Erlotinib) jsou malé¢ molekuly, které se vazi na vazebni
misto pro ATP na receptoru, tim nedochézi k jeho fosforylaci a ptenosu signalu (Obrazek
2). Ulohou EGFR je udrzovat homeostazi vnitiniho prostiedi v buiice. Zména funkce
EGFR mize vyustit az v nekontrolovatelnou proliferaci a karcinogenezi [14].

Cilend 1écba je urcité velkym pokrokem v lé¢eni nadorovych onemocnéni, zatim ale
neni mozné pacienty léCit pouze touto metodou. Proto se Casto uzivd vkombinaci
s konven¢nimi cytostatiky. V souCasnosti se studuji prdvé moznosti kombinace cilené
1écby s konvencnimi cytostatiky. Jedna z neddvnych studii poukazuje na moznost vyuziti
tzv. EGF-kopolymernich micel s ellipticinem uvnitt micel (kapitola 3.3) [16]. EGF

(angl. epidermal growth factor) je epidermalni ristovy faktor, ktery se vaze na EGFR, akti-



vuje ho a spousti signalni kaskddu. EGF spolu s ellipticinem plisobi synergicky a inhibuji

rust v prsnich naddorovych buiikach s nadmérnou expresi EGFR.

ligandu — napf. cetuximab ] .
i
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Obrazek 2: Schematicky prehled moznosti ovlivnéni EGFR. Jeho blokady je mozné dosahnout
vice zpisoby: nativnimi monoklonalnimi protilatkami proti jeho struktufe, pripadné monoklonalnimi
protilatkami konjugovanymi s imunotoxiny, nebo na druhé strané¢ malymi molekulami
blokujicimi jeho enzymovou aktivitu (blokatory tyrozinkinazy) [14]

3.5 Cytostatika

Cytostatika jsou latky, které maji schopnost v nékterych ptipadech odstranit nador nebo
alespoil snizit nddorovou zatéZ, a tim sniZit nadorové ptiznaky a mozna 1 prodlouzit Zivot.
Cytostatika jsou vétSinou podavany intravendzné, alternativou pro nékteré léky je peroralni
podéni. VétSinou jsou podavany v kombinacich s vicerymi léky, aby se dosahlo zvySeni
moznosti pfekonani bunécné rezistence vici cytostatikim, a aby se zabrdnilo vyrazné
toxicité¢. Cytostatika pfednostné poSkodi rychle se délici maligni bunky. Zabrzdi se
proliferace nadorovych buné¢k a maze dojit az k apoptdze, co je terapeuticky pozadovany
ucinek na maligni tumor. Cytostatika maji 1 nezadouci G€inky, protoze piisobi 1 na nékteré

zdravé, rychle se délici tkang.

3.5.1 Mechanismus u¢inku cytostatik

Cytostatika piisobi riznymi mechanizmy ucinku a zasahuji do riznych fazi bunééné¢ho
cyklu (Obrazek 3):

e Poskozeni mitotického vireténka — inhibice polymerace tubulinovych podjednotek

na mikrotubuly, které maji funkci v metafazi v procesu bunééného déleni, patii sem



tzv. mitotické jedy (vinkristin, vinblastin), nebo inhibice destrukce mikrotubuli
(paklitaxel, docetaxel).

e Poskozeni struktury a funkce nukleovych Kyselin — prostfednictvim alkylace
(mechloretamin a jeho analog chlorambucil), interkalace (doxorubicin), Sté€peni
DNA (epipodofylotoxiny) nebo inhibice topoisomeras (tekany), coz mé za nésledek
nespravné Cteni genetické informace a ztoho vyplyvajici nespravna replikace
a transkripce.

¢ Porucha syntézy DNA a RNA inhibici enzymu jejich metabolismu — pomoci
latek strukturné podobnym metabolitim tzv. antimetabolity, dochdzi k inhibici
syntézy DNA a RNA (analog kyseliny listové — methotrexat), anebo po svém
zabudovani do vldkna vznikaji ,,falesné* nukleové kyseliny.

e Inhibice proteosyntézy — plisobi pomoci enzymu L-asparaginazy Stépiciho
asparagin, nedostatek se projevi poruchami proteosyntézy.

e poskozeni bunééné membrany [4,7,9,17].

vinkristin, vinblastin,

paklitaxel
cyklofosfamid,

bleomycin \ Ml —>/GD\

mechloretamin

G, G,

) ) prednizon, metotrexat,
hydroxyurea, mitomycin C,

6 - kaptopurin, reJnizon,
alkylaénilatky merkaptop P

protinadorova ATB

Obrazek 3: Mista zasahu cytostatik do buneé¢ného cyklu (upraveno podle [9])

3.5.2 Mechanismus ucinku alkyla¢niho ¢inidla mechloretaminu

Pro bliz8i popis mechanismu u¢inku byl vybran mechloretamin, nazyvany téz
dusikaty yperit. Jeho strukturni ndzev je bis(2-chlorethyl)methanamin. Cytotoxické pliso-
beni mechloretaminu a jeho analogii (melfalan, chlorambucil, cyklofosfamid) je zaloZeno
na alkylaci DNA nebo dokonce jednou molekulou mechloretaminu mohou byt propojena
ob¢ vldkna dvojSroubovice DNA. Takto modifikovand DNA potom pfestava fungovat a ma

za nasledek smrt bunky. Mechloretamin ptisobi nasledujicim mechanismem (Obrdzek 4):
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Obrazek 4: Mechanismus uc¢inku mechloretaminu (upraveno podle [18])

Mechloretamin plsobi piedev§im na bunky rychle se délici, a to jak maligni tak

normalni (kostni dfen, travici trakt). Pouzivd se pro 1écbu Hodgkinova a ,non-

Hodgkinova* lymfomu a kozniho T-lymfomu. Mechloretamin zpiisobuje vznik puchyit,

coz muze vést az k nekrdze. [18,19].

3.5.3 Mechanismus rezistence na cytostatika

Castym jevem pii 1é€beé nadorovych onemocnéni je rezistence organizmu na podavana

cytostatika. Lékova rezistence se miize projevit jiz pii prvnim lé€ebném zasahu nebo

vznikd béhem chemoterapie, vyvojem bunééného mechanismu, ktery oslabi ucinek

cytostatik. Podle toho se rezistence déli na primarni (vrozenou) a sekundarni (ziskanou).

Znalost mechanismi rezistence na bunééné Urovni je proto dileZitd pro pochopeni selhdni

chemoterapie u pacientli. Existuji rizné mechanismy rezistence (Obrdzek 5):

sniZzeny vstup cytostatik do buiiky — sniZzeni syntézy transportniho proteinu pro
cytostatikum,

zvySeny transport z buiilky do extracelulirniho prostoru — prostfednictvim
zvysené syntézy ATP-dependentniho P-glykoproteinu (tzv. ,,multidrug resistence®),
zména distribuce v bunce,

zména aktivaéniho metabolismu — snizena aktivace nebo zvySena inaktivace
pomoci enzymu konjugujici lé¢ivo s glutathionem,

zvySena intenzita opravy DNA,

inhibice apoptézy - aktivace antiapoptotickych bunéénych mechanismt

[12,13,20].
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zvySeng vypuzovani sniZeny prunik
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Obrazek 5: Mechanismus vzniku rezistence nadorovych bunék vici lé¢ivam [12]
3.5.4 Farmakokinetika cytostatik

Farmakokinetika se zabyva osudem léciva v organismu po jeho podani. Kvalitativné
a kvantitativné popisuje farmakokinetické déje 1é¢iva v organismu (Obrazek 6) [21]:

e Resorpce (absorpce) — prestup cytostatika z mista aplikace do krevniho fecisté
(s vyjimkou intraven6zniho podani). Resorpce je zavisla na fyzikalnich pochodech
difuze a distribuce, piipadné také na transportu nékterym transportnim proteinem.
Rychlost resorpce zavisi na misté aplikace (subkutdnni, sublingualni,
transdermalni, inhalacni), na lékové formé a na fyzikalnich vlastnostech farmaka.

e Distribuce — transport léCiva mezi krevnim feCiStém a organy. Koncentrace
cytostatika v organech a v cilové tkani zavisi na prokrveni ptislusné tkané. Latka se
rozpousti ve vodném prostiedi (krevni plasma, intersticialni tekutina, intracelularni
prostor) nebo se vaze na ruzné struktury (plazmatické proteiny, receptory ve
tkanich, na fosfolipidovou dvojvrstvu membran), pti€emZ dochazi k nerovnomérné
distribuci farmaka. Dilezité je, ze jenom volné cytostatikum je ucinné.

e Metabolismus (biotransformace) — IéCivo podléha metabolickym pfeméndm
v metabolicky aktivnich orgdnech (jatra, ledviny, plice). Metabolity jsou polarng;si
a méné rozpustné v lipidech. Na biotransformaci se podileji enzymy
intermedidlniho metabolismu (kapitola 1.6).

e Exkrece (vylufovani) — riznymi cestami (moc¢, stolice). Latky dobife rozpustné
v tucich se Spatné vylucuji ledvinami, protoze zpétn¢ difunduji v tubulech. Do

stolice se dostanou latky vyluCované zluc¢i nebo stievni sliznici [8,21,22].
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Obrazek 6: Metabolicka aktivace a detoxikace cytostatik a karcinogenti po vstupu do organismu (upraveno

podle [8])

3.6 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika (fec. xenos — cizi, bios — Zivot) jsou latky, které se v organismu
normaln¢ nevyskytuji a Castokrat maji Skodlivy ucinek. Mezi xenobiotika patii latky
prirodniho piivodu nebo latky syntetické véetné 1é¢iv. Xenobiotika po vstupu do organismu
a jejich distribuci mohou byt vylouceny v nezménéné formé (vysoce polarni latky) anebo
podléhaji biotransformaci.

V procesu biotransformace dochazi k deaktivaci xenobiotika (biodegradaci) nebo
k jeho aktivaci (bioaktivace). Biotransformace jsou metabolické pfemény, na kterych se
podili celd fada enzymi (cytochromy P450, peroxidazy, glutation S-transferaza, UDP-
glukuronosyltransferaza, N-acetyltransferaza, sulfotransferdza, cysteintransferdza). Tyto
enzymy se také podileji na metabolismu endogennich latek. Primarnim cilem
biotransformace je pfeménit xenobiotikum na neti¢inny metabolit hydrofilni povahy, ktery
je lehce vylucitelny, coz znamena, ze je detoxifikovan. Aktivace xenobiotik je Castym
jevem u léCiv, kterd jsou pfijimana v podobé proléciv, a az po jejich biotransformaci se
stavaji farmakologicky u¢inna. Takovym prolécivem, které je podavano do organizmu ve
form€ nel€inné matefské latky, je naptiklad kodein nebo ellipticin. Kromé prolé€iv
dochazi k bioaktivaci mnoha dalSich latek (polutanty), ¢imz se zvySuje jejich toxicita
a mohu se tak tvofit karcinogeny, mutageny nebo teratogeny (Obrdzek 6).

Mistem biotransformace jsou hlavné jatra, ale také Iledviny, plice a GIT.
Metabolismus xenobiotik v buikdch probihd v endoplazmatickém retikulu a méné Casto

v cytosolu, mitochondriich a lysosomech. Biotransformace xenobiotik je dvoustupiiovy
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proces: I. faze biotransformace a II faze biotransformace (kapitola 1.6.1/2). Charakter
biotransformace mulZe byt ovlivnén vékem, pohlavim, genetickym vybavenim,

onemocnénim a zdravotnim stavem [23,24,25].

3.6.1 Prvni faze biotransformace

Prvni faze biotransformace (derivatiza¢ni) xenobiotik je dé&j, pifi kterém se do
molekuly substratu zavede polarni skupina nebo se odkryje ,,skryta“ funkéni skupina -OH,
-NH,, -SH. V tomto procesu dochazi ke zvySeni polarity xenobiotika a jeho rozpustnosti ve
vod¢. Je-li produkt prvni faze dostatecné polarni, miZe byt vyluCovan pifimo. Ostatni
xenobiotika vstupuji do druhé faze biotransformace. Je paradoxni, ze produkty téchto
reakci jsou cCasto vice toxické, karcinogenni a imunogenni. NejCastéj$i typy
biotransformacnich reakci jsou zndzornény na obrazku 6:

e oxida¢ni reakce — C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace,

dealkylace, deaminace, epoxidace, oxidace alkohold,

e redukce — nitro-redukce, azoredukce,

¢ hydrolytické reakce — hydrolyza esterti a amida [24,26].

Mezi enzymy katalyzujici reakce prvni faze biotransformace patii systém
monooxygenaz se smiSenou funkci — MFO (z angl. mixed function oxidase), kterého
hlavni sloZzkou je cytochrom P450 (kapitola 1.7). Mezi enzymy prvni faze
biotransformace se fadi dale flavinové mikrosomalni monooxygenazy, peroxidazy,
dehydrogendzy, reduktazy a hydrolytické enzymy. Metabolity prvni faze biotransformace

jsou vylu¢ovany moci jako takoveé nebo vstupuji do dalsi faze biotransformace [24, 26, 27].

3.6.2 Druha faze biotransformace

V druhé faze biotransformace (konjugaéni) vstupuji metabolity z prvni faze do kon-
jugacnich reakci. Funk¢ni skupiny v metabolitech reaguji s vysoce polarnimi endogennimi
slouceninami, ¢imz vznikaji jesté polarn€j$i metabolity, které jsou z bunky transportovany
a exkretovany z organismu v moci nebo zluc¢i. Mezi nejcastejs$i konjugacni reakce patfi:

e S kyselinou glukuronovou — jedna z nejCastéjSich konjugacnich reakci. Reakci
katalyzuje enzym UDP-glukuronosyltransferaza.

e S aktivnim sulfatem — sulfat vstupujici do konjugac¢ni reakce s metabolitem prvni
faze ve form¢ aktivniho sulfatu — 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfat (PAPS), ktery je

kofaktorem enzymu sulfotransferazy. S N-hydroxyslou¢eninami vytvaii nestabilni
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konjugat, ktery se rozpada za vzniku nitréniového iontu. Tento ion jako elektrofilni
¢inidlo miiZe reagovat s DNA za vzniku mutaci, coz vede k nddorovému procesu.

e S acetatem — na reakci se podili enzym N-acetyltransferaza. Kofaktorem enzymu
je acetyl-CoA. Podobné jako se sulfatem vznikaji s N-hydroxyslou¢eninami
reaktivni ionty, v tomto pfipade nitreniové ¢i karbeniové, které mohu vést k tvorbé
mutaci v DNA.

e S glutathionem - tripeptid y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin. Reakci katalyzuje
enzym glutathion-S-transferaza. Konjugace s glutathionem je vice stupniovy
proces a findlnim produktem, ktery je odbouravan moci, je merkapturova kyselina.

¢ S dalSimi aminokyselinami — s cysteinem, glycinem a taurinem.

e Se sacharidy — s glukosou, zejména u rostlin [23,24,26,27].

3.7 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) patii mezi klicové enzymy metabolizmu xenobiotik [28].
Jak bylo zminéno v kapitole 1.6.1, jsou cytochromy P450 zodpovédné za reakce 1. faze
biotransformace chemickych latek (environmentalni chemikalie, 1é¢iva, ptirodni latky
a endogenni substraty — steroidy, Zlucové kyseliny, mastné kyseliny, prostaglandiny,
leukotrieny, biogenni amin) vedouci k jejich detoxikaci nebo aktivaci. CYP jsou soucasti
systému monooxygenaz se smiSenou funkci — MFO, kde funguji jako termindlni oxidaza.
CYP se nachazi jak u prokaryot tak eukaryot. Pocet forem enzymt u jednotlivych druhti je
rozliény. Zatimco v bakteriich je to 20 forem CYP, v rostlinach je odhadovano 300 forem
CYP a v organismu ¢lovéka bylo doposud identifikovano 57 forem [29,30]. Rada studii se
zabyva sledovanim u¢innosti CYP v metabolismu 1é¢iv a moznosti zvySeni farmakologické
aktivity téchto enzymu. Pravé aktivita CYP miZe determinovat cely osud léCiva a odpoveéd’
pacienta na podan¢ lé¢ivo. Cilem mnohych experimenti a studii je zjistit u kazdého pa-

cienta formy CYP, aby podana léCiva byla G¢inna a méla co nejmensi vedlejsi ucinky [28].

3.7.1 Struktura a funkce cytochromu P450

Cytochromy P450 tvoii superrodinu hemthiolatovych enzymil s nekovalentné
vazanym protoporfyrinem IX prostfednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny
cysteinu, pfitomného v aktivnim centru enzymu. Toto uspotfadani odliSuje CYP od
ostatnich hemoproteini [28]. Superrrodina cytochromi P450 se déli do rodin (CYPI,
CYP2, CYP3), ve kterych je primarni struktura alesponi ze 40 % identicka a do podrodin
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(oznacené A, B, C), ve kterych je alespoii 55 % identicka sekvence proteini. Nakonec jsou
jednotlivym individudlnim formam pfifazeny arabské cCislice (1, 2 atd.). V lidském
organismu bylo identifikovanych 18 rodin a 43 podrodin CYP [30,31]. Obecné je struktura
vSech cytochromii P450 podobné a evolu¢né zachovand. Obsahuji 400-500 aminokyselin
a jednu hemovou prostetickou skupinu, ktera tvoii aktivni misto enzymu (Obrdazek 7).
Cytochromy P450 se v lidském organismu nachdzeji predevsim v jatrech, plicich,
ledvinach, tenkém stfevé, kiizi, mozku a nadledvinkach. V buiikach jsou lokalizovany
prevazné v membranach hladkého endoplazmatického retikula, nékteré rovnéz

v membranach mitochondrii [28].

Obrazek 7: Aktivni misto CYP. Cervené kuli¢ky predstavuji atomy kysliku, modré dusiku, Zluté siry a tmavé
modré Zeleza. Atomy uhliku jsou znadzornény Sedé¢ [32]

Cytochrom P450 spoluptisobi s dal§im enzymy lokalizovanymi v endoplazmatickém
retikulu — NADPH-cytochrom P450 reduktazou, cytochromem bs, NADH-cytochrom
bs reduktazou a vytvaii systém monooxygenaz se smiSenou funkci — MFO. Koenzymem
systému je NADPH. Pro spravné fungovani MFO jsou nezbytné membranové lipidy. MFO
vykazuje oxygendzovou a oxiddzovou funkci. To znamend, ze se oxiduje NADPH jako
kofaktor tohoto systému a substrat (xenobiotikum) se oxygenuje.

RH + NADPH + H" + O, — R-OH + NADP" + H,0
Z rovnice je viditelné, Ze do molekuly substratu se zabudoval jeden atom kysliku

a substrat se stal polarnéj$im. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu (Obrazek 8) [33].
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Obrazek 8: Reakéni cyklus cytochromu P450. RH — substrat, ROH — monooxygenaéni produkt,
Fe — atom hemového Zeleza enzymu [34]

3.7.2 Cytochromy P450 patricipujici na aktivaci 1é¢iv
Cytochromy P450 se krom¢ detoxikace latek na polarnéjsi metabolity, podileji na
aktivaci léciv. Na druhé strané se také uplatiiuji pii aktivaci protoxikantil a prokarcinogenti
v procesu karcinogeneze (Obrazek 6). Mnozstvi CYP v jednotlivych tkanich je zavislé na
mnoha faktorech, jako je geneticky polymorfismus, vliv vnéjSich podminek nebo
pusobeni podavanych 1é¢iv [28,31]. Geneticky polymorfismus je definovan jako geneticky
podminéna odliSnost postihujici alesponn 2 % uvazované populace [28]. Tento jev
zpusobuje velké interindividudlni rozdily v tuc€incich 1é¢iv. Na zdkladé¢ genetického
polymorfismu se organismy d¢li do tfech skupin:
e EM (extensive metabolizer) — normalni metabolizator,
e PM (poor metabolizer) — Spatny metabolizator, absence CYP, 1é¢ivo se kumuluje
v tkani
e RM (rapid metabolizer) — rychly metabolizator, zvySena katalyticka aktivita
enzymu, rychlé odbouravani 1éCiva [26].
Dalsi jev, ktery pfispiva k zméné€ aktivity enzymi, je indukce a inhibice. VétSina
z CYP je inducibilni, to znamend, Ze jejich koncentrace muize byt vlivem urcitych
podminek (IéCivo, potrava) zvySend. Lécivo (induktor), které indukuje expresi genu
dan€¢ho enzymu, se vdze na nuklearni receptor (napt. PXR receptor pro CYP3A4). Vytvari

se komplex receptor-induktor, ktery je transportovan do jadra, kde se vaze na regulacni
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oblast genu (promotor). Tim se zvysi transkripce dané¢ho genu, tedy indukce [30]. Za
urCitych podminek vSak muaze byt hladina cytochroml v tkéni také sniZzena, a to
prostifednictvim tzv. inhibitori. To se projevi zpomalenim metabolismu 1é¢iva a jeho
kumulaci v organismu. Inhibice nastava v disledku vazby inhibitoru (napf. jiného 1éciva)
na stejny enzym. Dochazi ke kompetitivni inhibici nebo se inhibitor navaZe na jiné misto
enzymu. Dojde tak ke konformacni zméné€ enzymu a znemoZnéni vazby substratu do
aktivniho mista (nekompetitivni inhibice) [30,35].

Do skupiny cytochromti P450, které aktivuji 1éCiva, patii zejména rodina CYPI1,
CYP2 a CYP3. Tyto tfi rodiny cytochromii jsou lokalizovany hlavné v jatrech.
Kvantitativni zastoupeni isoforem v jatrech a jejich podil/dalezitost v metabolizmu 1é¢iv
znazorhuje obrazek 9. Z néj je patrné, Ze s ohledem na dileZitost v metabolizmu 1é€iv je

pozornost vénovana predevS§im CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 a CYP1A2 [30,31].

Prameérny podil jednotlivych isoforem  Primérny podil jednotlivych isoforem
na celkovém P450 v jatrech na metabolizmu léciv

BECYP1AZ
BCYP2AB
OCYPZBE
OcYP2C
BCYP2DE6
BCYP2E1
BCYP3A
O Ostatni

Obrazok 9: Primérny podil jednotlivych isoforem CYP v jatrech a participace na metabolismu 1é¢iv [30]

3.7.3 Cytochrom P450 3A4 jako nejdiileZitejsi isoforma v metabolismu 1é¢iv

Cytochrom P450 3A4 (Obrazek 10) je patrné nejdilezitéjsi a také kvantitativné
nejvic zastoupeny CYP v metabolismu 1é¢iv v lidském organismu. Vyskytuje se hlavné
v jatrech (28 %), ve stievé a v menSich mnozstvich v placenté a ledvinach [28,29].
Mnozstvi CYP3A4 miize byt indukovano a zvySeno az na mnozstvi 60 % v jatrech. Mezi
induktory CYP3A4 patfi rifampicin, dexamethason a barbiturdty. Do skupiny inhibitorii
této isoformy CYP patii azolova antimykotika, erytromycin, klaritromycin nebo latky
obsazené v grapefruitové stavé. Mezi jeho substraty nepatii jenom xenobiotika (blokatory
Ca kanall, cyklosporin, acetaminophen, taxol, nifedipin), ale i endogenni latky [29].
CYP3A4 se podili z velké casti na aktivaci karcinogennich xenobiotik jako naptiklad

polycyklické aromatické uhlovodiky a aromatické aminy [28]. Cytochrom P450 3A4 se
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vyznamné podili také na aktivaci ellipticinu na 13-hydroxyellipticin, ktery se dale vaze na
DNA za vzniku kovalentnich adukti (kapitola 2.4).

Z velké substratové variability CYP3A4 a z mnoha studii zaméfenych na vyfeSeni
aktivniho centra enzymu vyplyva, Ze CYP3A4 ma pravdépodobné 2 nebo 3 vazebni mista

uvniti aktivniho centra [36].

Obrazek 10: Struktura lidského cytochromu P450 3A4 [37]

3.8 ,,Drug delivery* systém

’

Ucinek mnoha 1€kt je omezen nebo snizen v disledku ¢aste¢ného rozkladu diive nez
dosahnou pozadovany cil v organismu. Proto se v poslednich letech klade diraz na vyvoj
systémti, které by byly schopné kontrolovat rychlost a dobu podavani 1¢kii a uvolnit 1€k
v misté jeho plsobeni. Tyto systémy maji anglicky nazev ,,drug delivery systems®, ktery
by se dal do c¢estiny voln¢ pielozit jako transportni systémy léciv [38]. Cilem vSech
téchto systémi je dopravit 1é¢ivo v neporuseném stavu do mista plisobeni pomoci ,,média“,
kter¢ miZe kontrolovat uvolnéni léku prostfednictvim fyzikdlnich nebo chemickych pod-
nétl. Jako vhodnym médiem se ukazaly byt polymerni ,,mikrokuli¢ky* a micely, které
umoziuji efektivnéji dosahnout cil piisobeni (angl. targeting), a tim omezit nezddouci ucin-
ky na zdravé tkan¢, snizit toxicitu 1éCiva, zlepsit jeho absorpci a zabranit biodegradaci 1€ku
pfed tim nez dosahne svij cil. Vlastni u¢innd latka (farmakon) je zapouzdiend v polymerni
,obalce* nebo je soucasti polymerni sité. Dalsi experimenty poukazuji na slibné vyuZziti
biologicky odbouratelnych polymert, dendrimerti a elektroaktivnich polymera [39,40].

V soucasné¢ dobé se pouzivaji pro vyrobu transportnich systémii tzv. blokové
kopolymery. Blokovy kopolymer je vytvofeni polymeraci s riiznych monomert. Jsou-li
tyto supramolekularni sité¢ tvofené s hydrofilnich a hydrofobnich monomert, nazyvaji se

polymerni micely (kapitola 1.8.1) [39,40].
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3.8.1 Micelarni transportni systémy

Polymerni micely jsou tvofeny amfifilnimi polymery dispergovanymi ve vodnim
prostiedi. Tyto micely nejsou vétsi nez 100 nm, a proto jsou idealni pro transport léciv
(Obrazek 11). Micely obsahuji jadro, které piedstavuje hydrofobni ¢ast a hydrofilni
,obalku®, kterd ochranuje jadro od vnéjSiho prostiedi pii transportu. Polymerni micely se
pouzivaji pro transport slabé rozpustnych (ve vod¢) 1éCiv. Lécivo se inkorporuje do jadra,
a tim se zvysi jeho dostupnost. Vysoce stabilni micely uchovévaji rozpusténé 1é€ivo 1 po
jeho podani do organismu, prodluzuji jeho cirkulac¢ni Cas a distribuci [41].

Specifickéd ucinnost a cileni polymernich micel je zavislé na vicerych faktorech:

e EPR efekt (angl. enhanced permeation and retention efect) — spontanni prinik
a zvySend propustnost micel slécivem. Micely se hromadi v nddorové tkani,
protoze kapilary jsou vice propustné pro vetSi molekuly oproti normalni tkani
[41,42].

o Teplota, pH — n¢které patologické procesy jsou spojeny se zménami teploty nebo
pH. Pouzitim micel, které jsou citlivé na tyto zmény, mize dojit k uvolnéni 1éku
z micely na pozadovaném mist¢.

e Specifické latky na povrchu — micely mohu byt cilené na misto ucinku
prostrednictvim specifickych latek, které¢ jsou navdzané na jejich povrchu a jsou
schopny v organismu rozeznat specifickd mista (receptory) pro tyto latky. Mohou
to byt protilatky, peptidy, lektiny, sacharidy, hormony, nizkomolekularni latky
[41].

Polymerni materidly pouzivané k vyrobé polymernich micel jsou nejastéji sité
poly(ethylen oxid)-b-poly(propylen oxid)-b-poly(ethylen oxidu) nebo kombinace
polyglykolové kyseliny — PGA, polymeru kyseliny mlé¢né — PLA a polykaprolaktonu —
PCL. Poly(ethylen oxid) — PEO a poly(ethylenglykol) — PEG jsou vhodné pro hydrofilni
cast micely [43,44].
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Obrazek 11: a) Polymerni micela pfipravena z blokovych kopolymert, b) jednotlivé ¢asti micely v roztoku
Modrou je oznacen hydrofilni segment micely, riZzovou hydrofobni a ¢ervené kulicky predstavuji
transportované 1éCivo. Lécivo je navazané v hydrofobnim jadie pomoci pH sensitivni vazby. Pfi zméné pH
dojde k uvolnéni 1éku z micely [45]
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4 Ellipticin

4.1 Zakladni charakteristika ellipticinu

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol, Obrdzek 12) a nékteré jeho
derivaty (9-hydroxyellipticin, 2-methyl-9-hydroxy-ellipticin, (Obrdzek 13, 14) jsou rostlin-

né alkaloidy ¢eledi Apocyanaceae.
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Obrazek 12: Struktura ellipticinu Obrazek 13: Struktura 9-hydroxyellipticinu
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Obrazek 14: Struktura 2-methyl-9-hydroxyellipticinu

Ellipticin a jeho polarng;si derivaty vykazuji vyznamnou protinddorovou aktivitu.
Vyuzivaji se hlavné¢ ve formé acetatli k léCeni karcinomu prsu s kostnimi metastazemi,
akutni myeloblastické leukémie, sarkomi ledvin a karcinomu S§titné Zlazy. Ellipticin
vykazuje také anti-HIV aktivitu.

Hlavnim diivodem zajmu o ellipticin a jeho derivaty pro klinické vyuZiti je jejich
vysokd uc¢innost proti nadorovym onemocnénim, relativné nizké vedlejsi toxické ucinky

(nefrotoxicita) a nulova hematologicka toxicita [46,47].

4.2 Biotransformace ellipticinu

V organismu se ellipticin biotransformuje az na 5 metabolitt (Obrdzek 15). Vedle
9-hydroxyellipticinu byly identifikovany jesté dalsi 4 metabolity: 12-hydroxyellipticin, 13-
hydroxyellipticin, N*-oxid ellipticinu jako majoritni metabolity a 7-hydroxyellipticin jako
minoritni produkt. Stejné metabolity jsou také tvofeny mikrosomy modelovych organismu

(potkan, kralik) [47].
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Obrazek 15: Metabolismus ellipticinu lidskymi cytochromy P450 (upraveno podle 48)

Enzymy, které participuji na tvorbé metaboliti ellipticinu, patfti do rodiny
cytochromil P450. Z obrazku 15 je patrné, ze se na metabolické aktivaci podili CYP3A4,
1A, 2D6, 2C9. Na oxidaci ellipticinu na detoxikacni derivaty participuji enzymy CYPIA,
I1B1 a 2D6. Do skupiny enzymd, které se podileji na metabolismu ellipticinu patii také
peroxidazy. Detailnim mechanismem oxidace ellipticinu na metabolity se zabyva kapitola

2.4.1/2.

4.3 Mechanismy protinadorového pusobeni ellipticinu

Protinadorovy ucinek ellipticinu je vysvétlovan nékolika mechanismy:

o Interkalace do dvousSroubovicové molekuly DNA - vyplyva z velikosti a tvaru
molekuly ellipticinu. Interkalace je zprosttedkovana slabymi reverzibilnimi
hydrofobnimi interakcemi s baizemi DNA. Interakce mezi methylovou skupinou
ellipticinu a thyminem je rozhodujici pro interkalaci do molekuly DNA. Vzhledem
k fluorescenc¢nim vlastnostem se pouziva ellipticin jako modelova interkala¢ni
sloucenina [49,50].

e Inhibice topoisomerazy II — interakce s topoisomerazou II a DNA za vzniku
ternarniho komplexu, ktery vede k zlomim v fetézci DNA a nésledné smrti bunky.

Mechanismus inhibice topoisomerazy II je pfedmétem vyzkumu [47,49,50,51,52].
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e Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53 — prostfednictvim inhibice cyklin-
dependentni kinazy. Nahromadéni defosforylovaného p53 miize zplsobit
apoptozu [49,50,53].

¢ Inhibice oxidacni fosforylace — akumulace ellipticinu v mitochondriich zptisobuje
naruseni energetické rovnovahy v buice (sniZeni obsahu ATP v buiice) [49,50, 54].

e Inhibice telomerazy [50].

VySe popsané mechanismy ucinku ellipticinu jsou =zalozeny na nespecifickém
plusobeni. Nicméné tento poznatek je vrozporu spomérné uzkou specifikou ucinku
ellipticinu vi¢i urCitym typtim neoplasie. Ztoho wvyplyva, ze specifické plsobeni
ellipticinu musi byt odvozené z jinych mechanismu piisobeni ellipticinu. Mozné vysvétleni
lze hledat v enzymovém vybaveni organismu. Enzymy podilejici se na biotransformaci
mohu produkovat u¢inngj$i metabolity 1éCiva, které poskozuji nador efektivnéji. Pravé do
této kategorie ,,zapadd® neddvno popsany mechanismus uUCinku ellipticinu, kdy se
ellipticin po aktivaci kovalentné vaze na DNA, a vytvari tak adukty s DNA po enzymové
aktivaci cytochromem P450 nebo peroxiddzami. Cilem vazby derivatd (13-
hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin) je deoxyguanosin za tvorby aduktl s DNA.
[47,48,55,56,57].

4.4 Tvorba kovalentnich adukti aktivovaného ellipticinu s DNA

Ellipticin tvofi v procesu biotransformace aktivni metabolity, které se kovalentné
vazi na DNA, a vytvareji adukty s DNA. Tato skutecnost byla navrhovéana jiz DeMarinim,
ktery pfedpovédél, Ze jeden typ mnohondsobného genotoxického efektu ellipticinu by
mohl byt disledek metabolicky vytvofené kovalentni vazby s DNA [14]. Tvroba
kovalentnich aduktt byla potvrzena 2 nezavislymi metodami: metodou ,,”*P-postlabeling*
a pouzitim [ H]ellipticinu [47]. Tvorba aduktl byla testovana v nékterych tkanich potkana
exponovan¢ho ellipticinu, v plicnich fibroblastickych  bunkach kiecka (V-97)
transfekovanych lidskymi CYP (CYP3A4, 1Al alA2), v lidskych neuroblastomech,
v nddorovych bunkach prsniho adenokarcinomu (MCF-7) a v lidskych leukemickych
bunkach (HL-60 a CCRF-CEM) [48,55,56,57,58,59].

Ve vSech testovanych systémech se prokdzala tvorba adukti aktivovaného ellipticinu
s DNA. Testy prokazaly tvorbu minimalné 2 adukti. Majoritni adukt (adukt 1), jehoZ
vznik je zavisly na pfitomnosti aktivaénich enzymt a minoritni adukt (adukt 2), ktery

vznikal 1bez jejich pfitomnosti, pravdépodobné aktivaci ellipticinu autooxidaci
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(Obrazek 16) [47]. Mimo tyto adukty, bylo detekovano (in vivo v nékterych tkanich
potkana, v buitkach V-97, MCF-716 a HL-60) dalSich 5 minoritnich aduktt [33,60].

‘:__13 . <

Obrazek 16: Autoradiografie aduktd 1, 2 ellipticinu s DNA detekované metodou ,,**P-postlabeling®. Adukty
byly pozorovany po aktivaci cytochromy P450 u potkana (A), kralika (B) ¢lovéka (C) a bez enzymové
aktivace (D) [61]

Metabolity, které tvoifi adukty sDNA jsou 13-hydroxyellipticin a 12-
hydroxyellipticin, pfipadne N*-oxid ellipticinu, ktery podléhd Polonowskiho presmyku
za vzniku 12-hydroxyellipticin. 13-hydroxyellipticin se vdze na DNA prostiednictvim
kovalentni vazby a vytvairi adukt 1 (majoritni), zatimco 12-hydroxyellipticin vytvari
adukt 2 (minoritni). Cilovym deoxynukleotidem v DNA je deoxygunanosin (Obrdzek 17).
Ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium jsou pfedpokladanymi reaktivnimi agens
(kapitola 2.4.1), které jako reaktivni karbeniové ionty vytvareji kovalentni vazbu s amino
skupinou guaninu v DNA [48,59]. Enzymy, které¢ se podileji na aktivaci ellipticinu na
metabolity, které pozdéji vytvareji adukty s DNA, jsou cytochromy P450 a peroxidazy
(kapitola 2.4.1/2).

Adukty ellipticinu s DNA byly detekovany jak vnadorovych buikéch, tak
v bunikdch zdravych. To znamend, Ze by ellipticin mohol vykazovat ve zdravé tkani
genotoxicky efekt. Proto bylo nutné zjistit, jak zavisi genotoxicky efekt na mnozstvi davky
ellipticinu, a jaké je perzistence adukti ve zdravych bunikach. Experimenty byly provedeny
za vyuziti modelu laborantniho potkana, ktery byl vystaven pisobeni ellipticinu [33].
Jenom malé mnozstvi nckterych aduktd (adukt 1, 2, 4, 5) zistavalo v necilovych
(zdravych) analyzovanych tkanich [33]. Zdravé tkan¢ maji tedy efektivni opravny systém,

ktery eliminuje potencidlni genotoxicky uc€inek ellipticinu pfi 1é¢be ellipticinem.
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Obrazek 17: Oxidace ellipticinu CYP na metabolity, které tvoii adukty s DNA. Slouceniny v zavorkach
nebyly doposud experimentalng potvrzeny (upraveno podle 62)

4.4.1 Mechanismus oxidace ellipticinu katalyzované cytochromy P450

Na oxidaci ellipticinu na aktivacni a detoxikacni metabolity se podili vice isoforem
CYP. K stanoveni jednotlivych isoforem CYP, bylo pouzito vice metod: selektivni
inhibitory jednotlivych cytochromt P450, purifikované cytochromy P450 rekonstituované
s NADPH:CYP reduktazou, korelace aktivity jednotlivych cytochromi P450 v lidskych
jaternich mikrosomech s mnozstvim vznikajicich metaboliti [48,63]. Z lidskych CYP se na
detoxikaci ellipticinu podili CYP1A1, 1A2, 1B1 a na aktivaci CYP3A4, 2C9, 2D6 a 1A2
(kapitola 2.2). V organismu Cloveéka a potkana dochdzi k aktivaci ortholognimi formami
CYP, piesn¢ji CYP3A4, CYP3Al aCYPIA1/2, vorganismu kralika pak ptredevSim
CYP2C3 (kralici CYP3 A6 se na aktivaci podili v minimalni mite) [50,61]. Tyto vysledky
potvrzuje, ze laboratorni potkan je vhodnym modelem pro sledovani osudu tohoto 1é¢iva

v lidském organismu.
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CYP3AA4, ktery se vyskytuje hlavné v lidskych jaternich bunikach, oxiduje ellipticin
zejména na 13-hydroxyellipticin a N*-oxid ellipticinu. Dillezitost CYP3A4 pro tvorbu
téchto metabolitii byla potvrzena molekulovym modelovanim (Obrdzek 18) [48].

CYP1A1l a CYP1A2 oxiduji ellipticin na 7-hydroxyellipticin a 9-hydroxyellipticin.
Oxiduji ellipticin také na 13-hydroxyellipticin a N*-oxid ellipticinu, ale v tomto p¥ipadé
jsou to minoritni produkty. V experimentech s lidskymi jaternimi mikrosomy a lidskymi
rekombinantnimi CYP se potvrdilo, Ze mnoZstvi vytvofen¢ho 12-hydroxyellipticinu
rekombinantnimi CYP je nizké oproti jeho mnoZstvi tvofeného v mikrosomech, které je
srovnatelné s mnoZstvim 9-hydroxyellipticinu. To potvrzuje, Ze je 12-hydroxyellipticin
v lidskych jaternich mikrosomech tvofen také neenzymaticky, a to z N*-oxidu ellipticinu
Polonowskiho ptesmykem (Obrazek 15, str. 20) [48].

Toxicky efekt ellipticinu vii¢i nadorovym bunkdm koreluje s mnozstvim DNA
aduktti, jejich vznik je zéavisly na expresi CYP vtéchto buinikach. Ellipticin je proto
povazovan za ,pro-lécivo®, jehoz farmakologickd uCinnost zavisi na enzymové aktivaci

v cilové tkani [48].

Obrazek 18: CYP3A4 s molekulou ellipticinu v aktivnim centre. Vodik methylové skupiny C-13 ellipticinu
je lokalizovany v tesné bliskosti k Fe’'[48]

4.4.2 Mechanismus oxidace ellipticinu katalyzované peroxidazami
Kromé oxidace ellipticinu cytochromy P450, bylo zjiSténo, ze ellipticin je oxidovan
peroxiddzami. Zatimco CYP enzymy jsou exprimovany hlavné v prsnich a ledvinnych

nadorovych tkénich, v jinych nadorovych bunikach je jejich mnozstvi fadoveé nizsi.
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Naptiklad pro leukemické bunky HL-60 je ellipticin cytotoxicky, 1 kdyZ je mnozstvi CYP
exprimované v téchto bunkdch nizké. Tento fakt se da vysvétlit pravé piitomnosti
peroxiddz (myeloperoxiddza - MPO), které jsou zodpovédné za oxidaci ellipticinu.
Ellipticinu je oxidovan fadou peroxidaz: lidskou cyclooxygenazou 2 (COX-2), ovéi COX-
1, hovézi laktoperoxidazou LPO, lidskou myeloperoxiddzou MPO a rostlinnou peroxiddza
kienu selského (HRP) [58,60].

Ellipticin je peroxiddzami oxidovdn radikdlovy mechanismem za vzniku
2 metabolitit (Obrdzek 21, str. 26). Tyto metabolity byly identifikovany za pouziti NMR
spektroskopie. Hlavni produkt oxidace je dimer ellipticinu (Obrdzek 19), ve kterém jsou 2
molekuly ellipticinu spojeny prostfednictvim N® pyrrolového kruhu jednoho skeletu
ellipticinu a C9 druhého. Minoritni produkt je N*-oxid ellipticinu podobn& jako produkt
oxidace ellipticinu cytochromy P450. Metabolity ellipticinu tvofené po aktivaci
peroxidazami se kovalentn¢ vazi na DNA. Adukty s DNA tvofené timto zplisobem jsou
shodné s témi, které jsou generovany z metaboliti (13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticin)

tvotenych CYP (Obrdzek 20) [60].

/—\ 1. substructure

Obrazek 19: Struktura dimeru ellipticinu tvofeného peroxidazami [60]

Vedle 2 hlavnich adukti aktivovaného ellipticinu s DNA vznikaji dal§i 2 minoritni —
adukty 6,7 (Obrdzek 20). In vivo byly pozorovany také adukty 3-5, které ale nebyly

detekovatelné v systémech peroxidaz.
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Mechanismus tvorby aduktl ellipticinu aktivovaného peroxidazami je uveden na
obrazku 21. I kdyz metabolit methylen-imin, nebyl v experimentalnich podminkéch
prokazan, zd4 se, Ze je pravé tento metabolit zodpovédny za tvorbu aduktu 1. Tato
skutecnost byla potvrzena 1 kinetickymi studiemi na zédklad¢ stechiometrie mezi
ellipticinem a H,O,. TotoZnost aduktu 1 generované¢ho z 13-hydroxyellipticinu enzymy
CYP s aduktem 1 vreakci katalyzované peroxiddzami umoziuje predpoveédét strukturu
metabolitu ellipticinu, ktery odpovida methylen-iminu ellipticinu. Timto reaktivnim
metabolitem je karbeniovy ion ellipticine-13-ylium. Michaelovskou adici potom vznika z
methylen-iminu ellipticinu adukt totozny s aduktem generovanym karbeniovym iontem.
13-hydroxyellipticin je tedy prekursorem tvorby methylen-iminu ellipticinu (Obrdzek 21)
[60].
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Obrazek 20: Autoradiografie adukti ellipticinu s DNA detekované metodou ,,**P-postlabeling®. Adukty byly
tvoreny s ellipticinem po aktivaci HRP (a), hovézi LPO (b), lidskou MPO (c), ov¢i COX-1 (d), lidskou COX-
2 (e), v jaterni DNA potkana vystaveného ellipticinu (f) a v DNA vystavené pusobeni ellipticinu
aktivovaného CYP3A4 (g), 13-hydroxyellipticinu (h), N*-oxidu ellipticinu (i) a 12-hydroxyellipticinu (j) [60]
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Obrazek 21: Oxidace ellipticinu peroxidazami a lidskymi CYP na metabolity, které poskytuji adukty s DNA.
Slouéeniny v zavorkach nebyli doposud experimentalné potvrzeny (upraveno podle 62)
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5 Moznosti potenciace protinadorového

1¢inku ellipticinu

Detailni poznani mechanismu ucinku ellipticinu v¢etné enzymi participujicich na
metabolickych pfeméndch je dllezit¢é pro studium moZnosti potenciace jeho
farmakologického ucinku a sniZzeni jeho vedlejSich UcCinkt. Skutecnost, ze ellipticin
funguje jako ,,pro-lé¢ivo®, jez je v cilové tkdni metabolicky aktivovano, poskytuje nékolik
moznosti jak modulovat jeho Uc¢inek. Prvni z nich vychazi z participace cytochromt P450 a
peroxiddaz na metabolické aktivaci ellipticinu. Cytochromy P450 mohu byt indukovéany
ellipticinem nebo jinymi latkami, ¢imz dojde ke zvySené genové exprese a tim ke zvySené
produkci CYP (kapitola 3.1) [64,65]. Druha z moZznosti je cileny transport ellipticinu a
jeho Uc¢innéjSich metaboliti do nddorovych bunék ve formé konjugéti nebo cilenych

transportnich vezikul — micel (kapitola 3.2/3).

5.1 Indukce cytochromii P450 metabolizujicich ellipticin

Z kapitol 2.4.1/2, které se zabyvaji mechanismem tvorby kovalentnich adukti
ellipticinu s DNA vyplyva, Ze exprese enzymil participujicich na tomto procese je klicova
pro protinadorovy ulinek ellipticinu. Enzymy, které¢ se podili na metabolické aktivaci
ellipticinu v nejvétsi mife jsou CYP3A4 v lidskych mikrosomech a orthologni CYP3Al
u potkant (Obrazek 15) [48,57]. Nicméné v experimentech in vivo za pouziti potkana
kmene Wistar bylo prokazano, ze vysoce u¢inny je i CYP1A, zatimco in vitro je mnohem
meéné aktivni [47,57,65]. Jeden z diivodit miize byt indukce CYP1A samotnym ellipticinem
[65]. Ellipticin se navaZze do AhR (angl. aryl hydrocarbon receptor), dojde k jeho pfesunu
zcytosolu do jadra, kde se dimerizuje s ARNT (angl. aryl hydrocarbon nuclear
translocator). Komplex AhR-ARNT, ktery funguje jako transkrip¢ni aktivator, se navaze
do regula¢ni oblasti genil pro CYP1A, a tim se stimuluje jejich transkripci [64,65]. Indukce
CYPIA ellipticinem vede k zvySené transkripci mRNA a naslednému zvySeni exprese
proteinu [65]. Tim dochézi ke zvySené metabolické aktivit¢ CYP1A1 a produkei aktivnich
metabolitd 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticinu, ze kterych jsou tvoieny adukty s DNA.
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Na druhé stran¢ CYPIA kromé oxidace ellipticinu na aktivni metabolity, oxiduje
tuto latku na 7-hydroxy a 9-hydroxyellipticin, které jsou detoxikacnimi metabolity
ellipticinu, a které dal postupuji do konjugacnich reakci a jsou z organismu vylu€ovany
(Obrazek 13) [65]. Ellipticin mze timhle zpisobem do ur¢it¢é miry modulovat jeho

farmakologicky a/nebo genotoxicky potencial [65].

5.2 Cilené smérované derivaty ellipticinu

Ellipticin patfi mezi 1éCiva, kterd jsou ztéla organismu rychle vyluCovana a
dlouhodobé expozice zplsobuje nezddouci ucinky. Jedna z moznosti jak zvysSit Gcinek
ellipticinu a alespoil ¢astecné zamezit nezddoucim UCinkiim je jeho cilené smérovani.
Principy cilené terapie a jeji vyhody jsou uvedené v kapitole 1.4.4. Navazanim ellipticinu
na nosi¢, ktery obsahuje specifickou latku — determinantu — vznikd Konjugat.
Determinanta je molekula, kteréd je schopna rozpoznat povrchovy receptor nadorové bunky
a zacilit konjugat ktomuto receptoru [46]. Na to, aby byl konjugat uspéSny
a kancerostatikum (ellipticin) vyvolalo cileny ucinek, musi tento komplex splhovat urcité
podminky:

e MnoZstvi receptoru — receptor, ke kterému je konjugat smérovan, musi byt
v cilové nadorové tkani v dostateCném zastoupeni a afinita determinanty musi byt
dostate¢né vysoka k tomu receptoru.

e Recyklovatelnost receptoru — receptor pracuje jako pumpa. Po rozstépeni
konjugatu se receptor musi vratit na povrch buiiky, kde je ptipraven pro navazani
dalsi molekuly konjugatu.

e Stabilita konjugatu — konjugat musi byt stabilni, aby byl schopny transportu az do
cilové tkan¢€, na druhé stran¢ musi byt lehko hydrolyzovan pro uvolnéni farmaka.

e Toxicita — a¢inna latka musi byt dostatecné toxicka v nddorové tkani.

¢ Neimunogenita — konjugat nesmi vykazovat imunogenni vlastnosti [46].

Determinanty téchto konjugatti byvaji hlavné rtstové faktory, cytokiny, peptidové
hormony nebo lektiny, pro které jsou receptory v nadorovych tkanich hojné zastoupeny.
Jako determinanty je mozné vyuZit nizko- 1 vysokomolekularni latky, které jsou nezbytné
pro nadorové bunky (rast, proliferaci).

Aby byla u¢innost konjugat jesté vyssi, byla viadé diive realizovanych studii

molekula ellipticinu derivatizovana. Ellipticin ma ve své molekule (Obrazek 14) dvé mista,
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kam lze zavést funkcni skupiny pro zvySeni hydrofilni povahy ellipticinu a zvySeni
protinddorového ucinku. Je to v poloze 9 na uhliku a vpoloze 2 na dusiku. Patii sem
derivaty 9-methoxyellipticin, 9-chloroellipticin a 9-hydroxy-2-methylellipticinium acetat,
9-methoxy-2-methylellipticinium acetat a 9-chlor-2-methylellipticinium acetat. Zavedenim
methylové nebo hydroxy skupiny do druhé polohy vzniké na dusiku kladny ndboj, proto se
tyto derivaty vyuzivaji ve form¢ acetati. K lepSimu transportu pies membranu piispiva,
v tomto ptipadé, také konjugace s hydrofobnimi aminokyselinami. Tyto konjugaty vSak
vykazuji niz8i protirakovinnou u¢innost [46].

Jiz n€kolik konjugati ellipticinu bylo pfipraveno a testovano v cilené terapii [46].
Nekteré z nich (konjugat ellipticinu a 9-hydroxy-ellipticinu s enkefaliny, a s estradiolem)
vS8ak nesplnili podminky pro konjugaty [46,66]. Proto se jimi v této kapitole nebudu
podrobn¢ zabyvat. Jako terapeuticky nadéjné se zdaji byt ndsledujici_konjugaty ellipticinu:

e Konjugat ellipticinu s heptagstrinem — kojungit C-termindlniho heptapeptidu
gastrinu (heptagastrin Ala-Tyz-Gly-Trp-Nile-Asp-Phe-HN;) a derivatu ellipticinu
(1[3-[N-(3aminopropyl-N-methylamino [propyl]amino-(9-methoxyellipticin)).
Hormon gastrin stimuluje rist nékterych gastrointestinalnich nadorti. Receptor pro
tento hormon je spojeny s G proteinem. Pro vazbu gastrinu na receptor je nezbytny
C-terminalni tetrapeptid. Ellipticin je v konjugatu vazan v poloze 2 na dusik.
Konjugat se vaze na receptory v NHI/3T3 buiikach. Receptor je zpétné¢ dobie
recyklovan. Ellipticin je uvolnény zkonjugatu po rozstépeni lysosomalnimi
enzymy [46].

e Konjugat ellipticinu s lidskym sérovym albuminem — konjugit HSA-ellipticin.
Sérovy albumin je vysokomolekularni protein o molekulové hmotnosti 66 500 [46].
Velkou vyhodou konjugatli s vysokou molekulovou hmotnosti je, ze jejich
koncentrace v nadorech je né€kolikrat vyssi neZ volného léciva. Jedna se o tzv.
pasivni smérovani — EPR efekt (kapitola 1.8.1). Konjugat ellipticinu s HSA vSak
vykazuje 1 aktivni smérovani. Jak bylo uvedeno, nadorové bunky vyZzaduji vétsi
mnozstvi albuminu nez buiiky zdravé. Efektivné tedy transportuje 1 albuminovy
konjugat. Tento typ konjugatu spliluje 1 dal$i podminky potiebné pro to, aby byl
efektivni (neimunogenicita, snadna degradace, snadno dostupny a stabilni).
Konjugat byl pouzity v leukemickych bunkach (Nalm6), kde vykazoval vysokou
selektivitu. V bunikach byl snadno hydrolyzovan na volny ellipticin, ktery pak byl
pro buiiku cytotoxicky [46].
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Konjugat ellipticinu s vazoaktivnim stfevnim peptidem (VIP) — konjugat (VIP)
s tetrapeptidem ellipticinu (LALA-ellipticin) nebo s pentapeptidem (ALALA). VIP
je peptid, ktery funguje jako rastovy faktor v centralnim nervovém systému. VIP se
specificky véaze na receptor VPAC; a VPAC,. Tyto receptory se nachazeji
v plicnich nadorovych buiikach (NCI-H129). Navazanim VIP na receptor se spousti
signalni kaskada, na konci které je zvySena exprese onkogent, zatimco navazanim
konjugatu VIP-ellipticin na receptor se inhibuje proliferace nddorovych bunék
a dochazi k sniZeni jejich Zivotaschopnosti. Vyhodou komplexu peptid-1é€ivo je, Ze
vysledny konjugat je prolécivo. Konjugat je po vstupu do bunky rozstépen
proteazami a ellipticin miZze aktivné piisobit na nddorovou bunku [67].

Konjugat ellipticinu s N-(2-hydroxypropyl)methakrylamidem (HMPA) -
konjugat 6-(3-aminopropyl)-ellipticinemu s HMPA. Navazanim derivatu ellipticinu
na HMPA se zna¢né zvysila jeho rozpustnost. HMPA-ellipticin kopolymery byly
v testech in vitro (v melanomu B16F10) 75 krat méné toxické nez volné 1écivo.
Naproti tomu v testech in vivo (mysi melanom B16F10) vykazovali konjugaty vyssi
aktivitu nez volny ellipticin [68].

Konjugat ellipticinu se sacharidy — bylo prokazano, Ze cukerna slozka, ktera je
vazand v poloze 2 na dusik, zvySuje ucinnost ellipticinu. Tyto konjugaty byly
pouzity v leukemickych bunkéach (P388, L1210), kde vykazovaly vys$i ucinnost
nez volny ellipticin. Mechanismus ucinku a cilové receptory vSak nebyly doposud
studovany [46].

Konjugat ellipticinu s lipoproteiny — komplex lipoproteinu s nizkou hustotou-
LDL a 9-hydroxy-2-methylellipticinu ve formé& acetatu. Pro lepsi inkorporaci
ellipticinu do LDL byl piipraven ester kyseliny olejové s hydroxylovou skupinou
v poloze 9. LDL jsou nevyhnutné pro syntézu cholesterolu, ktery je potiebny pro
tvorbu bunécnych membran v nadorovych bunkach. Nadorové bunky obsahuji
receptory pro LDL, proto se jevi jako vhodné vyuzit tento komplex. Komplex byl
transportovan do bunék (za vyuziti mySich melanom B16) endocytosou a jeho

cytotoxicita byla vys$si nez u volného I€¢iva [46].
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5.3 Micely s inkorporovanym ellipticinem

Blokové kopolymerni micely jsou supramolekularni transportni systémy, které byly
navrzeny pro transport zejména hydrofobnich 1€kt. Micely umoZiuji kontrolovat rychlost
a mnozstvi uvolnéného léciva a zacilit 1é€ivo do mista jeho plsobeni. Hydrofobni
miceldrni jadro slouzi jako rezervoar pro inkorporované hydrofobni 1é¢ivo, zatimco
hydrofilni obalka chrani a odd€luje jadro od externiho prostiedi (kapitola 1.8.1). Tyto
systémy byly studovany jako transportni systémy pro mnoho protinadorovych léciv
(paklitaxel, doxorubucin, ellipticin) [69,70] a ukdzalo se, ze jsou vhodné nejen pro
transport, ale po navazani specifickych determinantii 1 pro jejich cileni do nadorovych
tkani. S ellipticinem byly studovany 4 micelarni formy:

o  PEQOs¢09-b-PCLy4oo0 micely — polyethylen oxid-b-polykaprolaktonové micely byly
vybrané na zéklad¢ riiznych parametrii (stabilita, velikost, rozpustnost, ¢innost,
rentgenové analysy) jako nevhodné€j$i transportni systém pro ellipticin. PEO ma
hydrofobni charakter proto tvoii jadro micely a hydrofilni PCL vytvafti ,,obalku*.
Pro vyhodnoceni u¢innosti micel byly pouzity dva parametry: absorp¢ni t€innost
a mnozstvi uvolnéného 1é¢iva. V experimentech se potvrdil predpoklad, Ze ¢im
vy$$i je stupen interakce mezi jadrem micely a léCivem, tim pomaleji
arovnomérngji se lé¢ivo uvolnuje do prostfedi. Pro porovnani byly ptipraveny
PEOsgg0-b-PLA2p00 micely, které uvoliiovaly ellipticin 100 % jiz po nékolika
hodinach (Obrazek 22). [70].

—&—1:4 (wiw) drug: polymer (REQ-b-PLA} ratio
—— 10 fwiw)drug : pelymar (PEO-b-PLA| ratio
—&— 1:4 (wiw) drug : polymer (PEQ-b-PGL) ratio
—&— 110 {wiw) drug : pelymer (FEG-b-FCL) ratio

—=tlh

Percentage of Drug Released (%)
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-
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Obrazek 22: Uvolnovani ellipticinu z PEOsyp-b-PCL400 @ PEOs009-b-PLA,¢00 micel. Koncentrace
kopolymert pro vS§echny micely je 1.5% (w/w) [70]
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MePEG-b-PBTMC micely - (polyethyleneglykol)-b-poly(5-benzyloxy-
trimethylene)karbonatové micely. Tyto micely byly navrzeny pro transport
ellipticinu. MePEG-b-PBTMC micely maji 95 % ucinnost v absorpci ellipticinu do
hydrofobniho jadra micely. V experimentalnich ptistupech bylo zkouméano, jaky
vliv ma sérovy protein — BSA (hovézi sérovy albumin) na MePEG-b-PBTMC
micely, protoZe interakce mezi sérovym proteinem a micelami mohou ovlivnit
jejich transport. Bylo potvrzeno, Ze protein jen velmi slabé a nepodstatné interaguje
s micelami. Nicméné sérovy protein plisobi na micely prostfednictvim interakci
protein-1é¢ivo. Cytotoxicky ucinek MePEG-b-PBTMC micel s inkorporovanym
ellipticinem byl testovan v lidskych nadorovych buitkaich SKOV-3 v ptitomnosti
a absenci BSA. V ptitomnosti BSA se hodnota ICsy micel s ellipticinem snizila
z6,1 uM bez BSA na 4,9 uM. ZvySend ulinnost léku v pfitomnosti BSA
pravdépodobné vychazi ze schopnosti proteinu urychlovat uvoliiovani ellipticinu
z micelarni formy. Po 24 hodindch je z micel bez ptitomnosti BSA uvolnéno 32%
ellipticinu z celkového mnozstvi absorbovaného v micelach a v jeho ptitomnosti
taktka 60% [69].

EGF micely — jsou vyrobeny z amfifilnich blokovych kopolymerit MePEG-5-PCL.
Hydrofobni jadro je tvoteno PCL a hydrofilni obalka PEG (Obrazek 23). EGF
micely byly pouzity ve dvou typech prsnich nadorovych bunék MDA-MB-468 (10°
EGFR na buiiku) a MCF-7 (10* EGFR na buiiku). Funguji jako cileny transportni
systém pro dvé terapeuticky ucinné latky a pisobi apopticky na nadorové bunky se
zvySenou expresi EGFR. Tento efekt je pfipisovan apoptické povaze EGF a byl
pozorovan také u micel bez obsahu ellipticinu. Volné micely zastavuji bunécni
cyklus nddorovych bunédk v G; fazi a nasledné¢ indukuji apoptozu.
V experimentalnich podminkéch byl testovan 1 samotny EGF, ktery vykazoval 13
krat mensi G€innost neZz EGF-micely. Specificky cilené EGF micely nevykazuji
témér Zadnou toxicitu vic¢i normalnim buiikdm s nizkym obsahem EGFR. Ze
ziskanych experimentalnich vysledka je zfejmé, Ze micely s EGF jsou mnohem
efektivn€j$i v inhibici rGstu nadorovych bunék MB-468. Kombinace aktivné
smérovanych micel s obsahem protinadorového 1é¢iva vede ke snizeni hodnoty ICs
(poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace), k prodluzené cirkulace v cilové tkani,

poskytuje souvislé¢ uvoliiovani 1é¢iva a vede k synergické inhibici rtistu v bunkach
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se zvySenou expresi EGFR. U EGF-micel byl pozorovan tzv. ,bystander effect®.
Tento efekt zpusobuje, Ze buniky v tésné blizkosti cilovych bunék pro micely s EGF
maji  snizenu  zivotaschopnost. = Mechanismus tohoto efektu vychazi
z intercelularnich interakci, bunééné komunikace a/nebo z uvolnéni cytosinti do

okolniho média [16].

Apoptotic targeting ligand (EGF)

Hydrophobic chemotherapeutic agent (ELP)

R
Amphiphilic block copolymer (MePEG-b-PCL)

<50 nm

Obrazek 23: Blokova kopolimerni micela s ellipticinem uvniti hydrofobniho jadra a navazanym apoptickym
ligandem EGF na hydrofilnim povrchu micely [16]
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6 Zaveér

Ellipticin je alkaloid, ktery vykazuje znaéné protinadorové ucinky. Ellipticin funguje
jako ,pro-lécivo®, jehoz protinadorovd ucinnost a/nebo vedlejSi genotoxicky efekt je
zavisly na enzymové aktivaci cytochromy P450 a peroxiddzami. Ellipticin je oxidovan na
aktivni metabolity 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticin. Tyto metabolity se spontanné
rozpadaji na reaktivni karbéniové ionty, ellipticin-12-ylium a ellipticin-13-ylium, které
se kovalentn¢ vazou na deoxyguanosin v DNA. Tyto reaktivni ionty by tedy mohly byt
vhodné jako lé¢iva pro cileni do nadorovych tkani [71].

Detailni poznani mechanismu uc¢inku ellipticinu umoZnilo studovat moznosti
potenciace jeho farmakologického ucinku a snizeni vedlejSich G€inkt. Prvni z nich vychézi
z moznosti indukovat G¢inek cytochromt P450 a peroxiddz genovou expresi [71]. Samotny
ellipticin se vaze na nuklearni receptor AhR, ktery podmiiiuje zvySenu transkripci genii pro
CYP1A1/2 [65]. Takovym zpisobem mlize sam ellipticin modulovat svou
farmakologickou Uc¢innost a/nebo genotoxicky efekt. Druhd z moznosti je cileny transport
ellipticinu do nddorovych bunék ve formé¢ konjugatl, které mohu vyuzit pravé aktivni
metabolity ellipticinu nebo vyuziti cilenych transportnich vezikul — micel. Micela jako
davkovaci forma systematického podavani ellipticinu umoziluje transport hydrofobniho
1é¢iva, prodluzuje jeho cirkulaci a hlavné je mozné ji specificky zacilit do nadorové tkané.
Castokrat se v tomto ptipadé vyuziva moznost kombinace dvou farmakologicky u¢innych
latek. Hydrofobni 1éCivo (napft. ellipticin) se navdze do hydrofobniho jadra a na hydrofilni
,obalku* se pfipoji determinant (napi. EGF), ktery zacili micelu do specifické tkané (napf.
se zvySenou expresi EGFR) [16].
onemocnéni. Proto je dllezité ji dale studovat. Zejména je dulezité zamétit se na studium
genoveé exprese enzymu participujich na metabolismu 1é¢iv, na signdlni mechanismy
vyvolané farmakologicky ¢innymi latkami a moznosti studia novych materialii pro cilené

transportni systémy [64].
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Seznam zKkratek

A alanin

AhR receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)

ARNT jaderni translokator pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator)

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

CoA koenzym A

COX-1 ov¢i cyclooxygenaza

COX-2 lidska cyclooxygenaza

Ccyp cytochrom P450

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGF epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

EGFR receptor pro epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor
receptor)

EPR efekt zvySen¢ho priniku a propustnosti (enhanced permeability and

retention effect)

GIT gastrointestindlni trakt

HMPA N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid

H,0; peroxid vodiku

HRP peroxidaza kienu selského (horseradish peroxidase)
HSA lidsky sérovy albumin (human serum albumin)
I1Cs polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace

L leucin

LDL protein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
LPO hovézi laktoperoxidaza

MePEG-b-PBTMC methoxy(polyethyleneglykol)-b-poly(5-benzyloxy-

trimethylene)karbonat

MFO monooxygenazovy systém se smiSenou funkci (mixed function
oxidase)

MPO myeloperoxidaza

mRNA mediatorova RNA (messenger RNA)
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NADH
NADPH
PAPS
PCL
PEG
PEO
PGA
PLA
PXR
RNA
VIP
VPAC,,

WHO

nikotinamid adenin dinukleotid redukovana forma
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovana forma
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

polykaprolakton

poly(ethylenglykol)

poly(ethylen oxid)

polyglykolova kyselina

polymer kyseliny mlé¢né

pregnane X receptor

ribonukleova kyselina

vazoaktivni stfevni peptid (vasoactive intestinal peptide)
receptor pro vazoaktivni stfevni peptid (receptor for vasoactive
intestinal peptide)

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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