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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Prahe
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych vied

Kandidat: Ingrid Némethova
Skolitel: Doc. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Nazov diplomovej prace: Cytotoxicita novych derivatov taxolu vo vybranych

nadorovych bunkovych liniach.

Paclitaxel (Taxol, PTX) je prirodny produkt s antitumorovu aktivitou, vyuzivany
V terapii r6znych druhov solidnych nédorov, predovsetkym prsnikov a vaje¢nikov. Patri
K tzv. mitotickym jedom, ktoré spdsobuju zastavenie bunkového cyklu a apoptdzu
bunky, zasahom do dynamiky mikrotubulov. Cielom tejto prace bolo porovnanie
antiproliferativneho ug¢inku PTX a jeho derivatov, ktoré boli pripravené v UEB AVCR
konjugéciou s peptidovymi agonistami receptoru pre hormon uvolfiujici gonadotropiny
(GnRH), v rdmci cielenej protinadorovej terapie. Pre experiment bola zvolend bunkova
linia MCF-7, ktora je odvodena z prsného adenokarcindmu a ma receptory pre GnRH.
Vysledky boli hodnotené dvoma rozdielnymi metodami (NRU, MTT). Zo Siestich
testovanych latok vykazoval najsignifikantnejsi antiproliferativny efekt derivat MP 265.
Pri pouziti ostatnych latok nastival vyraznejsi pokles zivotnosti buniek v porovnani

s PTX az pri vyssich koncentraciach.
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lines.

Paclitaxel (Taxol, PTX) is a natural product with antitumor activity, used
in the treatment of various types of solid tumors, especially breast and ovarian cancer.
It belongs to the so-called mitotic poisons, which cause cell cycle arrest and apoptosis
of cells by interference with microtubule dynamics. The aim of this study was
to compare the antiproliferative effect of PTX and its derivatives, prepared
in the UEB AVCR by conjugation of peptide receptor agonists
for gonadotropin-releasing hormone (GnRH) within a targeted cancer therapy.
For the experiment was chosen cell line MCF-7, which is derived from breast
adenocarcinoma and has receptors for GnRH. The results were evaluated by two
different methods (NRU, MTT). Of the six tested substances showed derivative MP 265
the most significant antiproliferative effect. When using the other substances occurred

more pronounced decrease in cell-life at higher concentrations compared to PTX.



1. UVOD

Nadorové ochorenia su celkom nepochybne jednym z najzavaznejSich
problémov 21. storoCia. Sved¢i o tom predovSetkym neustaly narast poctu pacientov,
ktori su postihnuti tymto ochorenim. Problém je celosvetovy aje velmi aktualny
aj v Ceskej republike, kde na niektory z druhov malignych nadorov v priebehu Zivota
ochorie kazdy treti, a zomrie kazdy stvrty ¢lovek (Prausova 2010).

Hrladanie novych antitumorovych zlucenin na zaklade biologickej frakcionacie
rastlinnych extraktov viedlo k objaveniu niekol’kych aktivnych $truktir. Zial’ iba zopar
z nich preukdzalo dostatocny farmakologicky potencial, aby podstapili d’alie klinické
skusky. Spomedzi tychto prirodnych zlacenin sa taxol dnes javi ako jedna
z najsl'ubnejsich latok v lie¢be karcindmu vajeénikov a prsnika (Guénard a kol. 1993).

Ide o diterpenoid zo skupiny taxanov, povodne izolovany z koéry pacifického
tisu. Tieto latky patria medzi tzv. mitotické jedy s jedine¢nym mechanizmom tucinku
(Cibikova a kol. 2010; McGrogan a kol. 2008). Objavenie taxanov zasadnym spésobom
zlepSilo moznosti lie¢by niektorych typov solidnych nédorov, hoci podobne ako
pri inych chemoterapeutikach, aj v tomto pripade je systtmové podanie efektivnej
davky obmedzené zlou rozpustnost'ou a najma neselektivnym toxickym efektom.

Dnes je uz zndme, ze chemoterapeutické zluCeniny atoxiny moédzu byt
kovalentne pripojené k r6znym nosi¢om. Predstavuju ich napriklad hormony, ktorych
receptory su pritomné na nadorovych bunkach, alebo monoklonalne protilatky
prednostne rozpoznavajuce nadorové bunky. Takéto konjugaty s potom navrhované
scielom  selektivne  dopravit  cytotoxické latky  do nadorovych  buniek
(Schally, Nagy 1999).

Stucasny vyskum karcindmu prsnika bol riadeny objavenim pocetnych ciel'ovych
buniek alebo tkaniv, ktoré maji receptory pre uréity hormoén alebo lie¢ivo. Preukazanie,
7ze gonadotropiny uvolnujuci hormén (GnRH) a jeho receptory su pritomneé
aj u hormon-dependentych karcindémov a podiel’aji sa na regulécii rastu a progresie
tumoru, vedie k sofistikovanejSej terapii ako je tradicna cytotoxicka chemoterapia,
alebo terapia zaloZena na horménoch (Alvarez 2010; Limonta a kol. 2003).

Cielom predlozenej diplomovej prace bolo testovanie cytotoxicity novych

konjugatov paclitaxelu s GnRH v bunkovej linii MCF-7 odvodenej z prsného nadoru.



2. TEORETICKA CAST

2.1 KARCINOM PRSNIiKA

Terminom karcindm prsnika su ozna¢ované rozne histologické formy malignych
nadorov vznikajucich z epitelialnych buniek mlie¢nej zlazy. Jednotlivé typy sa liSia
klinickym a radiologickym nalezom, biologickymi vlastnostami a aktivitou. Napriek
tymto odliSnostiam maju spolo¢né to, Ze infiltruji malignymi bunkami prsnu Zl'azu,
maju schopnost’ invazie do okolitych Struktar atvorby vzdialenych metastaz
(Vyzula a kol. 2004).

Karcindém prsnika radime medzi ,.civilizaéné choroby“. Ide vSak o ochorenie,
ktoré Tudstvo sprevadza po tisicro¢ia. Prvé zmienky o tejto chorobe pochadzaju
uz z doby starovekého Egypta (Chovanec, Dostdlova 2009). Karcindbm prsnika
je najCastej$im zhubnym ochorenim zien. Tvori u nich takmer 20% zo vSetkych
malignych ochoreni. Jeho incidencia je vysokd, neustale stipa a postihuje priblizne 6%
zenskej populacie (Vyzula a kol. 2004).

U muzov je toto ochorenie vel'mi vzacne. V roku 2005 bolo v Ceskej republike
hlasenych 44 pripadov, ¢o predstavuje 0,8 na 100 000 muzov. Karcindbm prsnika
umuzov je v80% hormonalne zavisly. Vyznamnym rizikovym faktorom je prisun
estrogénov pri poruche peceniovych funkcii alebo terapii karcinomu prostaty. Priznaky,

diagnostika aj terapia su obdobné ako pri karcindme prsnika u Zien (Prausova 2010).
2.1.1 RIZIKOVE FAKTORY

Bolo zistenych viacero rizikovych faktorov, ktoré suvisia so vznikom karcinému
prsnika. Je ich mozné rozdelit’ na faktory genetické, hormonalne, diétne a d’alsie faktory
vonkajSieho prostredia. Aj napriek tomuto poznaniu vznikd karcindm prsnika
bez evidentnej priCiny u viac nez 50% zien (Vyzula a kol. 2004).

Medzi rizikové faktory, ktoré moézu ovplyvnit' vznik sporadického karcinomu
prsnika patri dlhSia expozicia estrogénom. Tomu zodpoveda vc&asny nastup
menstruacnej aktivity, neskord menopauza, prvéa gravidita po 30-tom roku zivota, kratka

laktécia, nuliparita a dlhodobé uzivanie estrogénov vV ramci substitu¢ne;j liecby.



Oralne kontraceptiva sa dnes wuz za rizikovy faktor nepovazuju
(Vyzula a kol. 2004, Prausova 2010).

Okolo 5 az 10% karcinémov prsnika a vaje¢nikov vznika v dosledku dedi¢ne;j
vhimavosti. Tu spdsobuje mutdcia v génoch BRCA. Tieto gény su zodpovedné
zavysoké celozivotné riziko vzniku rakoviny prsnika avajeénikov (BRCAL),
aj rakoviny prsnika u muzov (BRCA2) (Altaner 2002). Genetické zmeny st pri¢inou
aj familiarnych karcindbmov prsnika, kedy je v jednej rodine postihnutych viac Zien,
ako vo vertikalnej, tak aj v horizontalnej linii (matka, sestra, babicka). O rizikovy faktor
ide najma v pripade vyskytu nadoru premenopauzéalne, a to aj bez preukazania vysSie
uvedenych génov (Vyzula a kol. 2004, Prausova 2010).

Na vzniku karcinomu prsnika sa mozu podiel'at’ aj diétne faktory, ktorymi sU
alkohol, vysoky prijem tukov a nedostatok fyzickej aktivity doprevadzany vahovym
prirastkom. Nadmerna tukova zasoba je spojend s vyssou plazmatickou koncentraciou
estrogénov, nakolko tie vznikaji mimo iného aj v tukovom tkanive konverziou
z androgénnych prekurzorov produkovanych nadoblickami pomocou aromataz
(Vyzula a kol. 2004, Prausova 2010).

Podobne aj vplyv vonkajSieho prostredia je zodpovedny za vznik karcinomu
prsnika. PredovSetkym ionizujuce ziarenie pred 40. rokom zivota, pokial’ je prsnik
Vv oZzarovanom objeme kvoli liecbe predchddzajuceho maligneho ochorenia
(Prausova 2010).

Rizikom pre vznik karcindmu prsnika je aj pritomnost’ niektorych proliferujucich
benignych lézii — hyperplazii. Z hyperplazii sa vyvinu najprv neinvazivne karcindbmy
(karcindbmy ,,in-situ®). Vyrastaji z maligne transformovanych epitelovych buniek
vyvodov (duktalny karcindm in situ, DCIS) a m6ézu vyrastat’ aj z epitelovych buniek

lalo¢ikov (lobularny karcinom in situ, LCIS) (Prausova 2010).

2.1.2 SYMPTOMY

Zé&kladné symptomy ochorenia prsnika sa vécSinou zistia pri pravidelnom
samovysetreni prsnika, ktoré by sa malo stat’ neoddelitel'nou sti¢ast'ou hygienickych
navykov (Vyzula akol. 2004). Priznaky, ktoré by mali Zenu priviest k vySetreniu
u odborného lekara su: zmena tvaru a velkosti prsnika, zmena tvaru bradavky a jej
vtiahnutie, ekzém bradavky, vytok z bradavky, zmena charakteru koze prsnika a jeho

zafarbenie, bolesti prsnika, hmatna hré¢ka v prsniku alebo v podpazusi.
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Celkové priznaky ochorenia vyplyvaji az z pritomnosti vzdialenych metastaz.
SG to bolesti v kostiach, nechutenstvo, chudnutie, teploty, dusnost. Specifickym

prejavom moézu byt paraneoplastické kozné priznaky (Prausova 2010).

2.1.3 DIAGNOSTIKA

Pre stanovenie spravneho lieCebného postupu je na prvom mieste nevyhnutna
perfektnd diagnostika, ktora zahffia klinické vySetrenie, zobrazovacie metddy,
laboratorne vySetrenie a histopatologické vySetrenie vratane imunohistochemicke;j
charakteristiky ochorenia (Prausova 2010).

Aj napriek polemike obklopujucej dnesné reporty, predstavuje mamografia stale
zakladny kamen skriningu rakoviny prsnika. Ide o rentgenologické vysetrenie mékkym
ziarenim. V mamografickom obraze sa hodnoti tiei zI'azy, priame ¢i nepriame zndmky
patologického loziska a uzliny v oblasti prednej axilarnej zl'azy. Mamograficky skrining
vdaka vcasnej detekcii redukuje mortalitu aje Siroko doporucovany ako integralna
suCast’ preventivnej starostlivosti. Pre Zeny starSie ako 40 rokov odportca vécSina
hlavnych zdravotnych organizacii rocné, alebo polro¢né pravidelné mamografické
vySetrenie (Vyzula a kol. 2004, Mincey a kol. 2004).

Néarok na vykonanie mamografie méa Zena poistend v Ceskej republike
vo veku nad 45 rokov s doporuéenim praktického lekara alebo gynekologa. VySetrenie
sa cyklicky opakuje, frekvencia je dana nalezom amierou rizika ochorenia
pre sledovanu (Prausova 2010).

Mladym Zenam so zvySenym rizikom rozvinutia rakoviny prsnika by malo byt
odporti¢ané podstipit mamografické vysetrenie pred 40-tym rokom zivota. Sucasné
postupy navrhujd, aby zeny s mutaciou génov BRCAL alebo BRCA2 podstupili
mamografiu vo veku 25 rokov, alebo 10 rokov predtym, ako je najmladsi vek, kedy bola
v rodine diagnostikovana rakovina prsnika (Mincey a kol. 2004).

Ultrasonografické vysetrenie prsnikov, uzlin podpazus$ia a nadkl'uckovej oblasti
je doplnkovym vySetrenim. Ma vyznam najma u mladych zien s hmatnou rezistenciou,
kde moZe byt mamografia neprehl'adni. Pod jeho kontrolou je tiezZ moZzné vykonat’
bioptické vySetrenie, tj. odber tkaniva na dalSie histopatologické zhodnotenie
(Prausova 2010).

Prsna Zl'aza moézZe byt vySetrovand rovnako magnetickou rezonanciou (MR),

pozitronovou emisnou tomografiou (PET) a vypoctovou tomografiou (CT). Obecne
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sa MR a PET vyuziva ako doplitujuca cielena metdéda k hodnoteniu atypickych obrazov
v MG, k vyhladavaniu pridatnych lozisk a postihnutych uzlin. CT ma obmedzenu
vypovednl hodnotu a pouziva sa len pri podozreni na rozsirenie patologického procesu
do hrudnej dutiny (Vyzula a kol. 2004).

Charakteristika kazdého nddoru na molekuldrnej Urovni sa postupne stava
zékladom diagnosticko-terapeutického procesu. Sucasna molekularna klasifikacia
je zalozena na deleni na jednotlivé podtypy podla stupna expresie estrogénovych
receptorov (ER), progesteronovych receptorov (PgR) a expresie onkoproteinu receptoru
skupiny epidermalnych rastovych faktorov HER-2 (ErbB-2) (Petruzelka 2007).

2.1.4 TERAPIA

Karcindbm prsnika je morfologicky a geneticky velmi heterogénne ochorenie.
Ddévodom je ako biologickd variabilita, tak aj inter-individudlna variabilita
(performance status, vek, komorbidity, pocet a miesta metastatického postihnutia)
(Petruzelka 2007). Stadium ochorenia sa uréuje podl'a klasifikacie TNM (tumor, noduli,
metastases), a je voditkom k uréeniu lie¢ebnej stratégie (Prausova 2010).

Liecebna stratégia je urcovana podla klinického S§tadia ochorenia a podla
prognostickych faktorov. Medzi obligatne prognostické faktory, ktoré napovedaju
0 moznom vyvoji karcindmu prsnika patri stav axilarnych uzlin, vel'kost’ tumoru, jeho
histologicky typ a stupen diferenciacie, rovnako aj hodnoty proliferacnych indexov
(mitoticky index), stav hormonélnych receptorov a amplifikacia alebo overexpresia
HER-2 (Chovanec, Dostalova 2009).

V liecbe tohto nadorového ochorenia sa pouzivaju vsetky lieCebné modality
typické pre nadorové ochorenia, tj. chirurgicky vykon, radioterapia (liecba
lokoregiondlna), dalej chemoterpaia a hormonoterapia (liecba  systémova).
V poslednych rokoch boli do lieCebnych Standardov karcindmu prsnika zapracované aj
metoddy molekularnej biologickej liecby (Chovanec, Dostalova 2009).

Hormonalna liecba je najstarSia a najbezpec¢nejSia klinicky overend systémova
liecba pouzivand vo vSetkych Stddiach karcindmu prsnika. Objav hormonalnych
receptorov umoznil identifikdciu nadorov senzitivnych ktejto liecbe, a preto
je v dnesnej dobe nepredstavitelné zahajit’ liecbu bez znalosti tejto zakladnej informacie

(Petruzelka 2007).
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Expresia hormonalnych receptorov nddorovymi bunkami umoziuje ovplyvnenie
rastu tumoru tym, ze sa odstrania jeho rastové faktory — estrogény. Eliminovat’ G¢inky
estrogénov je mozné niekol’kymi sposobmi. Ablativnu liecbu predstavuje chirurgicka,
radiatna alebo farmakologicka Kastracia, vyuzivajica analégy GnRH. V ramci
komeptetivnej lieCby sa vyuziva parcialny agonista estrogénu tamoxifén, a v inhibi¢nej
lie¢be inhibitory aromatazy. Patria k nim nesteroidné latky anastrozol a letrozol, a tiez
steroidné exemestan a formestan. Tieto latky si G¢inné len u postmenopauzalnych
pacientiek, nakol’ko wu nich je hlavnym zdrojom estrogénov aromatizacia
nadoblickovych androgénov (Vyzula a kol. 2004; Smith, Chua 2006).

Karciném prsnika je systémovym ochorenim, a preto je dominantnou lie¢ebnou
metédou tohto ochorenia systémova lie¢ba, ktorou je aj chemoterapia. Uéinnych
rezimov cytostatickych kombinacii existuje cela rada. Su uréované na zaklade
vysledkov klinickych S$tadii a nasledne doporu¢ované pre adjuvantné ¢&i paliativne
rezimy liecby (Prausova 2010).

Konvenénad chemoterapia predlzuje dizku Zivota bez prejavov ochorenia
a celkovii dobu prezitia. Cielom adjuvantnej terapie je uplna eradikacia rezidualnej
choroby. V poslednych dvoch desatrociach bola dolozena vyhoda rezimov
s antracyklinmi, ktoré sa stali zdkladom vi&siny adjuvantnych kombindcii. Dalsim
vyznamnym krokom K zlepseniu lie¢ebnych vysledkov bolo zaradenie taxanov, ktoré
sa stali Standardnou st¢astou adjuvantnej a neoadjuvantnej liecby (Petruzelka 2007).

Najmenej u Styridsiatich cytostatik bola preukazana u¢innost’ v liecbe karcinomu
prsnika. Vyrazné zlepSenie znamenalo zavedenie novych cytostatik ¢asto s unikatnymi
mechanizmami ucinku ako su taxany (paclitaxel a docetaxel), vinorelbin, gemcitabin
a nové fluoropyrimidiny (Petruzelka 2007).

Monoterapia stale zostdva rozumnou vol'bou s cielom zlepSenia kvality Zivota
a s niz§im rizikom neziaducich téinkov obzvlast’ u pacientov s pomaly progredujdcim
ochorenim a negativnou expresiou hormonalnych receptorov. Od polychemoterapie
jena druhej strane mozné ocakavat’ vysSiu pravdepodobnost liecebnej odpovede
pri rychlejSom nastupe, ale za cenu zvySeného rizika neziaducich ucinkov.
Meta-analyza 37-ich randomizovanych §tadii, ktoré zahfnali aj nové lieCiva v terapii
karcindbmu prsnika ukazala, Ze kombindcia chemoterapeutik zvysila stupen odpovede

azlepSila cas do progresie tumoru, s 12% zvySenim celkového prezivania
(Petruzelka 2007; Alvarez 2010).
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2.2 MODELOVE SYSTEMY PRE VYSKUM NADOROV PRSNIKA

Miera prezitia pacientov s karcindmom prsnika sa v poslednych rokoch neustéle
zlepsSuje, a to prevazne pokrokom a lep$im pristupom k vcasnej diagnostike a ucinnejse;j
liecbe. Nové preventivne a terapeutické stratégie vSak vyzaduji lepSie pochopenie
genetiky a biologie I'udského karcindmu prsnika, a teda aj vhodné in vitro a in vivo
modely (Kim a kol. 2004).

V objasneni rakoviny u l'udi sa ako nesmierne cenné ukazali modelové systemy
tumorizovanych mysi. Napomohli objasnit’ ulohu predispozi¢nych génov a definovat’
podstatu rakoviny ako genetického ochorenia. Mnohi vedci potvrdili ich uzito¢nost’
aj pri identifikacii novych ludskych inhibitorov angiogenézy alebo Stidiu kostnych
metastaz karcinébmu prsnika (Hann, Balmain 2001; Murphy a kol. 2000).

Pri extrapolécii vysledkov zo zvierat na l'udi je dolezité porovnat a doplnit’
vysledky experimentov z roznych modelovych systémov (Cervenkova a kol. 2001).

Bunkové kultdry, na ktorych je vykonavana najvacésia ¢ast’ vyskumu karcinomu
prsnika, predstavuji in vitro modelové systémy charakterizované zachovanim
uceleného bunkového metabolizmu. Maju doleziti  a nenahraditelnii  lohu
v metabolickych vyskumoch, ktoré predchadzaju vyvoju novych potencialnych lieciv.
Bunkové linie su ziskavané zo svetovych zbierok, ako je napriklad ATCC alebo
ECACC. Alternativou je pouzitie kultar zaloZzenych priamo z primarnych nadorov
prsnika (Burdall a kol. 2003; Cervenkova a kol. 2001).

Vyuzitie bunkovych kultar v experimentalnej praci ma v porovnani sinymi
typmi biologickych modelov zéasadné vyhody. PredovSetkym, pokus prebieha
na jedinom, dobre charakterizovanom bunkovom type, ajeho  vysledky
nie st ovplyvnené interakciou s inymi organmi, tkanivami ¢i bunkovymi populaciami.
Zjavnou vyhodou je teda zjednodusenie experimentalneho systému. NavySe poskytuja
moznost vykonavat' aj pomaly prebichajuce alebo casovo narocné experimenty
(Cervenkova a kol. 2001; Vejrazka 2008).

Kultary normélnych buniek maji obmedzenu Zzivotnost. Po niekolkych
pasazach menia svoje vlastnosti a prestana sa delit. Nadorové bunky sa vSak svojimi
vlastnostami od nich liSia. Spravidla sa lepSie mnozia, vSeobecne lahSie kultivuju,

akich starnutiu vaésinou nedochddza (Vejrazka 2008). Na monitorovanie zivotnosti
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sa naj¢astejSie pouziva test s trypdnovou modrou, ktory je jednoduchy a aplikovatel'ny
na izolované bunky v suspenzii (Cervenkova a kol. 2001).

Pri experimentoch s kultivovanymi bunkami je nutné mat’ na pamdti, Ze ide
0 pracu s modelom in vitro, ktory moéze a nemusi dobre odrazat’ pomery za podmienok
in vivo. Kultivované bunky majd napriklad sich okolim omnoho vécsiu kontaktnt
plochu. Zaroven im vsak chyba obvykly tkanivovy kontext, teda iné typy buniek,
s ktorymi by komunikovali (Cervenkova a kol. 2001; Verjazka 2008).

S pouzivanim bunkovych kultar je spojend aj ich nachylnost’ na genotypovy
a fenotypovy drift. Wistuba a jeho spolupracovnici porovnavali zmeny v bunkovych
linidch oproti pévodnym nadorovym tkanivam. Pretoze doba zdvojenia bunkovej
populacie je ubunkovych kultar podstatne kratsia ako unadorov in vivo,
je aj frekvencia mutaénych zmien rychlejSia. Okrem rozdielov v miere rastu buniek,
zmeny boli pozorované aj v obsahu hormonalnych receptorov, karyotype a
klonogenicite, hoci sa bunky javili morfologicky identické (Burdall a kol. 2003;
Wistuba a kol. 1998).

Praca s kultivovanymi bunkami je pre vyskum velmi prinosna a rozSiruje
moznosti, ktoré poskytuju iné pokusné modely. Nemoze vSak tplne nahradit’ pokusy
vykonavané na tkanivach, organoch a laboratornych zvieratach alebo Tudskych
dobrovol'nikoch (Vejrazka 2008).

2.2.1 BUNKOVA LINIA MCF-7

Bunkové linie si Siroko pouzivané v mnohych aspektoch laboratorneho
vyskumu, obzvlast ako in vitro modely pri vyskume rakoviny. Manipulacia s nimi
je jednoducha, vykazuju pomerne vysoky stupein homogenity a st I'ahko nahraditelné
zo zmrazenych zéasob v pripade ich kontaminécie (Burdall a kol. 2003).

Bunkovéa linia MCF-7 bola odvodena v Michiganskej nadacii pre rakovinu
(odtial’ jej akronym) v roku 1973. Bunky boli odobrané z pleurélneho vypotku 69-ro¢nej
zeny kaukazského pbvodu, ktora podstipila dve mastektémie. Prva preukéazala benigne
tkanivo, zatial ¢o o pat rokov neskdr, odhalila druhd z operdcii maligny

adenokarcinom. (Burdall a kol. 2003; DSMZ).
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Obr. 1. Bunkova linia MCF-7 (x100)

MCF-7 linia si zachovava niekolko charakteristik diferencovaného prsného
epitelialneho tkaniva, zahfiajucich schopnost’ spracovat’ estrogen vo forme estradiolu,
ato prostrednictvom cytoplazmatickych estrogénnovych receptorov. Predstavuje tak
vhodnu kontrolna bunkovd liniu pozitivnu na estrogénovy receptor. Okrem zachovanej
estrogénovej senzitivity si bunky MCF-7 citlivé aj na cytokeratin a obsahuju
Tx-4 onkogény. Receptory pre desmin, endotelin, GAP avimentin neobsahuju
(Berkley Laboratory, DSMZ).

Horwitzova a jej kolegovia ako prvi preukazali v bunkdch MCF-7 aj dalsie
steroidné receptory, konkrétne receptory pre glukokortikoidy, progestiny a androgény.
To robi z buniek MCF-7 vyborny model pre §tidium mechanizmu nadorovej odpovede
na endokrinnd terapiu, a tiez komplexnych vztahov medzi vizbovymi a biologickymi
ucinkami tychto horménov (Horwitz a kol. 2003).

Pri kultivacii buniek MCF-7 v in vitro podmienkach sa odporu¢a kultivaéné
médium DMEM s pridavkom 10% bovinného séra, Casto obohatené aj o rozne
aminokyseliny, antibiotikum alebo pufraény roztok. Bunky st schopné vytvarat
domény, rastu adherentne, a podobne ako bunky epitelu, v monovrstvach. Ich rast méze
byt inhibovany TNF alfa. Sekrécia IGFBP moéze byt modulovana terapiou
antiestrogénmi. Pri zmrazovani bunkovej linie sa pouziva kultivatné médium
s pridavkom 5% DMSO.

Osborn spolu s kolegami preukazali mnoho rozdielov v beZne pouZivanej
bunkovej linii MCF-7 ziskanej z roznych laboratorii. Subpopulacie mézu vzniknut
a zapricinit' fenotypové zmeny v case selekciou Specifickych, rychlejSie rastucich

klonov v ramci populécie (prevzaté z Burdall a kol. 2003).
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Okrem bunkovej linie MCF-7, ktora je vo svete najbeznejSie pouZivana, existuju
aj dalSie bunkové linie pouzivané ako modely karcindmu prsnika. Boli ziskané
napriklad z prsnej Zl'azy invazivneho duktalneho karcindmu (BT20) alebo pleuralneho
vypotku adenokarcinomu (MDA-MB-231, MDA-MB-468, SkBr3). Vicésina tychto
bunkovych linii nepochadza z priméarneho nadoru prsnika, ale z nddorovych metastaz,
aspiratov alebo pleurdlnych vypotkov, teda z agresivnejSich nadorov. Klinicky
relevantnejsie by v8ak bolo pouzivanie buniek ziskanych priamo z primarneho nadoru,

nakol’ko aj vdésina lie¢iv je zamerana prave na ne (Burdall a kol. 2003).

2.3 TAXANY

Protinadorova chemoterapia prekonala v minulych desatro¢iach burlivy rozvoj.
Povodne bola len doplnkovou liecbou, ale postupne naberala vyznam S$tandardnej
lieCebnej metddy a stala sa rovnocennou chirurgickej liecbe a radioterapii. Zavedenie
taxanov do terapie zasadnym spdsobom zlepSilo moznosti liecby niektorych typov
solidnych tumorov, najmé karcindmu prsnika, karcindomu ovaria ¢i nemalobunkového
karcinému pluc (Klener 2010).

Taxany su diterpenoidy izolované z rastlinného materidlu, ktorym sa v poslednej
dobe venuje vela pozornosti, nakol’ko sa javia ako ucinné protinddorové
a antileukemické latky. Doteraz je znamych viac ako 300 taxanov (prirodnych aj
semisyntetickych), z ktorych mnohé st dnes v preklinickom vyskume ako potencialne
protirakovinové lie¢iva. Okrem chemoterapeutickej aktivity taxanov sl zname aj ich
antiproliferané, antiangiogénne a protizapalové ucinky (Cibikova a kol. 2010;
Maruna a kol. 2010).

Prvou zliceninou s taxanovym kruhom, u ktorej bola preukazané protinadorova
aktivita je paclitaxel. Bol objaveny v ramci programu NCI (National Cancer Institute),
v ktorom boli extrakty z tisicok rastlin skusané na protirakovinovu aktivitu. V roku
1963 bolo v predklinickych $tidiach zistené, ze surovy extrak z kory pacifického tisu
Taxus bervifolia vykazuje cytotoxickti aktivitu vo¢i mnohym tumorom
(Rowinsky, Donehower 1995).

Paclitaxel bol identifikovany ako aktivna zlozka tohto extraktu v roku 1971.
Hoci predstavoval novd chemicku struktiru a mal Siroka preklinicka aktivitu, jeho d’alsi

vyvoj bol vzhl'adom na naroény spdsob extrakcie spomaleny. NavySe sa voci
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experimentalnym n&dorom nezdal byt’ Gi¢innejsi ako ostatné latky, ktoré boli v tom Case
VO Vyvoji. Zaujem o paclitaxel bol obnoveny v roku 1979, kedy bol identifikovany jeho
jedine¢ny mechanizmus t¢inku (Botfek-Dohalska, Stiborova 2000;

Rowinsky, Donehower 1995).

Faza | klinického vyskumu zadala vroku 1983. Usilie vyskumnikov bolo
zamerané najma na syntézu taxolu a vyvrcholilo po desatro¢i, kedy sa Holtonovi
a Nicolauovi subezne syntéza podarila (Harrison 1996). V priebehu d’alSich rokov sa
z necytotoxického prekurzoru 10-deacetylbaccatinu III, extrahovaného z ihli¢ia Taxus
baccata, podarilo polosynteticky pripravit dal$i vyznamny taxan — docetaxel
(Botek-Dohalska, Stiborova 2000).

Obr. 2. Struktirny vzorec taxanov (prevzaté z Boiek-Dohalska, Stiborova 2000)
a) paclitaxel: R; = —C¢Hs, R, = —COCHg; b) docetaxel: R1 = —OC(CHj5);,R,= —H.

Z farmaceutického hladiska vyznamnymi derivatmi paclitaxelu su 7-epitaxol
alebo derivat 14-hydroxy-10-deacetylbaccatinu Il oznafeny ako IDN 5109, ktory
vykazuje vysokt ucinnost’ na bunky karcinomu vaje¢nikov (modely 1A9, HOC 18),
priCom sposobuje 90-100% nadorova regresiu. Navyse je zatial jedinym taxanom,
ktory by bol vhodny aj na peroralnu aplikaciu (Maruna a kol. 2010).

Nadejnym pripravkom sa javi aj polosynteticky pripraveny peroralny taxan
tesetaxel, ktory podla Kklinickych $tadii javi wéinnost u maligného melanomu
a karcinomu zalidka. K latkam novej generacie patria tzv. taxoidy (larotaxel

a ortataxel), ktoré su v stadiu preklinického a klinického testovania (Klener 2010).
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2.3.1 MECHANIZMUS UCINKU

Blokada bunkového delenia moze byt spdosobena poskodenim cytoskeletarnych
Struktar a/alebo enzymov nutnych pre hladky priebeh mitozy. Mikrotubuly maja
kI'aicovu ulohu nielen pre spravnu migraciu chromozémov pri mitoze, ale podiel’aju sa
tieZz na udrzani tvaru bunky, na bunkovej motilite (a teda aj invazivite a metastazovani),
a na prenose signalov medzi povrchovymi receptormi a jadrom (Klener 2010).

Mikrotubuly su tvorené ztubulinu, proteinu, ktory sa skladd z dvoch
podjednotiek (a, B). Tubulin sa formuje striedavym radenim oboch podjednotiek
do protofilament. Trinast’ protofilament vytvara mikrotubulus. Za normalnych
podmienok existuje Vv bunke rovnovaha medzi volnym tubulinom a tubulinom
viazanym v mikrotubuloch. Uvedend rovnovaha je kontrolovana rdznymi
biochemickymi entitami a proteinmi (napr. MAPS), a moéze byt ovplyvnena aj roznymi
xenobiotikami (Bofek-Dohalskd, Stiborova 2000).

Horwitzova a jej spolupracovnici preukazali, ze bunkovy ciel’ taxolu je tubulin.
Iné prirodné zlG¢eniny, ako vinblastin, kolchicin a myatansin, zname ako
antimikrotubulové lieCiva, zabranuju formovaniu mikrotubulov. Narozdiel od nich
sataxol sprava ako promotor kompletovania tubulinu, rovnako ako inhibitor

rozkladného procesu (Guénard a kol. 1993).
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Obr. 3. Mechanizmus u¢inku paclitaxelu (prevzaté z Sonza 2004)

Iniciacia aelongacia protofilament z podjednotiek tubulinu prebieha v pritomnosti PAM,
Mg®* iénov a guanozin trifosfatu. Tento proces je pri 0°C a pritomnosti Ca** iénov reverzibilny.
Pbdsobenim paclitaxelu dochadza k stabilizacii jadier a vytvoreniu poruseného mikrotubulu
bez schopnosti depolymerizécie.
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Inhibicia depolymeracie urychl'uje tvorbu mikrotubulov, a stabilizuje tie, ktoré
uz boli vytvorené. Podobne ako u inhibitorov polymerizacie, je mitéza naruSena
v G,/M kontrolnom bode. Mimoriadne stabilné mikrotubuly vytvorené v pritomnosti
taxolu rozvracaju normalnu dynamiku mikortubulov, ktora je potrebna pre delenie
bunky a dalsie zivotne dolezité procesy interfaze, a spdsobuji tak jej smrt
(Klener 2010;  Rowinsky, Donehower 1995).  Zastavenim  bunkového  cyklu
v premitoticke] Gp-faze zlepSuju taxany aj cytotoxicky efekt ionizujuceho ziarenia,
nakol’ko bunky v tejto faze sU v porovnani s ostatnymi fiazami radiosenzitivnejSie
(Klener 1996).

Je pravdepodobné, ze dalsim mechanizmom 1uc¢inku taxanov je indukcia
programovanej smrti bunky — apoptdzy. Taxany tlmia expresiu onkogénu bcl-2,
kodujuceho protein vnatornej membrany mitochondrii, ktory apoptézu inhibuje. Presny
mechanizmus apoptozy vSak nie je zatial' znamy (Botek-Dohalska, Stiborova 2000).

Apopt6za indukovana taxolom bola po prvy krat popisana Bhallom a jeho
kolegami na leukemickych bunkich. Mnohé Stadie preukazali, Ze mechanizmus tejto
apoptozy bol zavisly na davke podaného taxolu. Wu a jeho spolupracovnici vykonali
Stadiu na bunkach karcindmu prsnika MCF-7, ktora potvrdila zavislost’ inhibicie rastu
na Case a davke paclitaxelu. V suavislosti s biochemickymi zmenami pocas tohto procesu
merali Wu a jeho kolegovia transport roznych aminokyselin, ktory preukazal zvyseny
uptake alaninu zavislého na sodiku. Kubota a kolegovia popisali signifikantné zvySenie
hladin alaninu u pacientov s karcinbmom prsnika atiez uinych druhov rakoviny
(prevzaté z Wu a kol. 2007).

2.3.2 REZISTENCIA

Chemorezistencia v lieCbe taxanmi je pravdepodobne spojena s kontrolnym
bodom pre deliace vretienko anefunkénou regulaciou signalu apoptdzy. Taktiez
zvySena expresia efluxnej pumpy MDR-1/P-gp, pozmenenad expresia proteinov
mikrotubulov, zahffiajicich tau, stathmin a MAP4, moZzu pomoéct pri identifikacii
pacientov, ktori maju najvyssSie riziko navratu ochorenia atych, ktori s najviésou
pravdepodobnost’ou bud z terapie taxanmi prosperovat’ (McGrogan a kol. 2008).

Boli charakterizované dva mechanizmy ziskanej rezistencie na taxany. Po prvé,
niektoré nadory obsahuju alfa- a beta-tubulin s porusenou schopnostou polymerizovat’

na mikrotubuly aim vlastny pomaly stupeni polymerizacie, je vlastne taxanmi
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normalizovany. Druhy  mechanizmus zahfiia  amplifikiciu =~ membranovych
fosfoglykoproteinov, ktoré funguju ako efluxné pumpy (Rowinsky, Donehower 1995).
Fenotym MDR rezistencie tumorovych buniek udel'uje rozne stupne skrizenej
rezistencie Struktirne objemnym prirodnym produktom, zahfiiajicim antracykliny,
etoposid, vinca alkaloidy, kolchicin a taxany. Podiel tychto mechanizmov na klinickej
rezistencii zatial nie je znamy, ale vysledky pociatocnych klinickych stadii
na pacientoch s karcindmom prsnika poukazuju na nepritomnost’ celkovej skriZenej
rezistencie medzi taxdnmi a antracyklinmi, ¢o by sa neoCakavalo, ak by fenotyp
mnohonasobnej rezistencie bol dolezitym mechanizmom celkovej rezistencie

(Rowinsky, Donehower 1995).

2.3.3 PACLITAXEL

Paclitaxel je biely pripadne Sedobiely krystalicky prasok s empirickym vzorcom

C47H51NO14 a molekulovou hmotnostou 853,92. Je vysoko lipofilny, nerozpustny

Vo vode, s bodom topenia medzi 216-217°C.

Chemicky nazov paclitaxelu je 5p,20-epoxy-1,7B-dihydroxy-9-oxotax-11-en-
-2a,4,10pB,130-tetrayl-4,10-diacetéat-2-benzoat-13-[(2R,3S)-3-benzamido-3-fenyl-2-
-hydroxypropanoat].

In vitro studie o vazbe paclitaxelu na 'udské sérové proteiny (v koncentratnom
rozmedzi od 0,1 do 50 pg/ml) preukazali vazbovost’ medzi 89% az 98%. Pritomnost’
cimetidinu, ranitidinu, dexamethasonu alebo diphenylhydraminu neovplyvnila
vizbovost’ paclitaxelu na proteiny (Salek a kol. 2010).

Po intravendznom podani vykazuje paclitaxel u Tudi nelinearnu
farmakokinetiku. Maximalne plazmatické koncentracie, a rovnako aj AUC
sa v ¢asovych profiloch menia neimerne zmenam v davke (Kearns a kol. 1995).

Spareboom a jeho kolegovia Studovali vplyv ¢revného P-glykoproteinu
na farmakokinetiku paclitaxelu s vyuzitim mdrla homozygotne upravenej mysi, ktora
Vv ¢reve nevykazuje funkény P-glykoprotein. Ich vysledky preukazali, ze P-glykoprotein
obmezuje peroralny uptake paclitaxelu a je zodpovedny za jeho priame vylu¢ovanie

z krvného obehu do lumen ¢reva (Spareboom a kol. 1997).
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Eliminacia paclitaxelu z plazmy mé dvojfazovy priebeh. V prvej faze dochadza
k rychlemu poklesu, ¢o zodpoveda distriblicii tohto cytostatika do tkaniv, druhd, pomala
faza predstavuje postupné uvolnovanie paclitaxelu z periférneho “poolu”. Oxidacia
paclitaxelu v 'udskom organizme aj v experimentalnych zvieratach je vel'mi efektivna.
Vicsina lieCiva je vyluCovana vo forme metabolitov, a to predovsetkym cestou exkrécie
do ZI¢e (71%) (Boiek-Dohalska, Stiborova 2000).

Hlavné cesty premeny paclitaxelu v 'udskom organizme sa liSia od metabolizmu
v experimentalnych zvieratach. In vitro $tadie s l'udskymi peceniovymi mikrozémami
atkanivovymi rezmi ukazali, ze paclitaxel bol metabolizovany primarne
na 6a-hydroxypaclitaxel cytochromom P450 (isozym CYP2C8) ana dva minoritné
metabolity, 3'-p-hydroxypaclitaxel a 6a,3'-p-dihydroxypaclitaxel, cytochromom
CYP3A4. Farmakokinetika paclitaxelu teda mdze byt in vivo pozmenena aj désledkom
interakcie so zluceninami, ktoré s substratmi, induktormi alebo inhibitormi CYP2C8
a/alebo CYP3A4 (Salek a kol. 2010).

Z neziaducich Ginkov je limitujucim faktorom lieCby paclitaxelom
myelosupresia, ktord sa vztahuje na dobu, pocas ktorej je plazmatickd koncentracia
paclitaxelu > 0,05 pmol/L (Gianni a kol. 1995). Casta je tiez hypersenzitivna reakcia
sposobend uvolnenim histaminu. Preto by pred zahdjenim kazdého cyklu s paclitaxelom
mali byt pacienti premedikovani (kortikosteroidy, antihistaminika a antagonisti
H2-receptorov) (Novotna a kol. 2008). Kardiotoxicita sa mdze prejavit poruchami
rytmu a neurotoxicita parestéziami v koncatinich alebo v periférnej oblasti. Alopécia
je takmer 100%, objavi sa medzi 14. a 21. dhom, a je nahla a uplna.
Z gastrointestinalnej toxicity je najCastej$ia nevolnost’, zvracanie, mukozitida, anorexia
a zapcha (Klener 1996).

Protinadorové ucinky cytostatik s tmerné davke a zodpovedaju hladindm
v organizme adobe, pocas ktorej tieto koncentracie pretrvavaju. To plati
aj pre paclitaxel, ktorého metabolity maji vel'mi slabu alebo Ziadnu protinadorova
u¢innost. Vzhladom nato, Ze ucinky paclitaxelu su Umerné jeho koncentrécii
V organizme, nie je mozné vylucit, Ze individudlne odliSna farmakokinetika moze
prispiet’ k odlisnej protinadorovej ucéinnosti  paclitaxelu u réznych pacientov
(Kubala a kol. 2007).
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2.3.3.1 VZTAH STRUKTURA — UCINOK

Po spristupneni semisyntézy bolo mozné zacat' aj so syntézou analégov
za ucelom pochopenia molekulového zakladu aktivity, ¢i i¢innejSich analégov S vySsou
selektivitou na nadorové bunky, alebo menej zlozitej molekuly S podobnym
mechanizmom u¢inku ako ma taxol (Harrison 1996).

Intenzivne $tidium vzt'ahu Struktara — aktivita (SAR) poukazuje na tri klI'aicové
postranné retazce v juznej hemisfére molekuly: C-13 N-benzoyl fenylizoserin,
C-2 benzoét a C-4 acetat. Tieto ret'azce su z hl'adiska konstiticie atomov a molekulovej
konformécie kritické pre naviazanie taxanu na tubulin.

Pre zabezpecenie cytotoxickej aktivity je okrem postranného ret'azca na uhliku
C13 nevyhnutna aj pritomnost’ oxetanového kruhu na uhlikoch C4, C5. Oxetanovy kruh
je nielen akceptorom protonov, ale zaistuje aj pruznost’ tetracyklického jadra
taxanového skeletu, ¢im st taxany schopné zapojit’ do reakcie s proteinmi bo¢né ret'azce
v polohach C-2, C-4 a C-13 (Maruna a kol. 2010).

SAR stadie C-2 pozicie preukazali, ze stereochémia 2-benzoyl skupiny v taxole
zasadne determinuje jeho aktivitu. Na druhej strane, vela taxolovych analogov
s aroyl- alebo alkylovou esterovou skupinou na C-2 pozicii sa vyznacuje eSte vysSou
cytotoxicitou (Cibikovéa a kol. 2010).

Obr. 4. Systém ¢islovania taxanového skeletu (prevzaté z Yuan 1998).

Kostra taxolu pozostdva z niekolkych kruhov: S$tvorélenného, Sest¢lenného,
osemclenného a periférnych funkénych skupin. Modifikacia kostry taxolu a objasnenie
jej vztahu k aktivite viedlo k nasledujucim skuto¢nostiam:

— oxetanovy kruh je kl'iCovy pre zachovanie aktivity, otvorenie kruhu vedie

k dramatickému poklesu bioaktivity,
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— zmenSenie osemclenného kruhu na sedemclenny stale poskytuje molekulu
S tubulin depolymerizacnymi vlastnostami,

— odstranenie acetylovej skupiny na uhliku C10 nema na aktivitu ziaden vplyv,

— odstranenie O-benzoylovej skupiny na uhliku C2 spdsobuje vyrazné znizenie
aktivity (Harrison 1996).

odstranenie bez straty aktivity redukeia
~ zlepsuje aktivitu
.
N-acyl skupina a fenylova skupina \ : o __ mozna esterifikacia alebo
st potrebné pre biologicku aktivitu d o /// odstranenie bez straty aktivity

—

44— Vplyv na aktivitu

H S
0% %o
pre aktivitu pozadovana volna ‘““‘m 0dstrzine11ie redukuje akti\'itu__.
alebo hydrolyzovatelna . niektoré analégy acylu zlepsuju
’ : \ aktivitu

odstranente redukuje aktivitu

esencialna acyloxy skupina

Obr. 5. Vzt’ah medzi §truktarou a u¢inkom paclitaxelu (prevzaté z Cibikova a kol. 2010).

Stadie aktivity na zaklade bo¢ného retazca, vykonané Potierom a Swindellom,

odhalili nasledovné skuto¢nosti:

ochrana hydroxylovej skupiny na uhliku C2' vytvorenim esteru vyustila

do straty aktivity v zmysle stabilizdcie mikrotubulov, ale nie v zmysle

toxicity,

— amid-acylova skupina na uhliku C3' je rozhodujuca, ale v prirode sa moze
vyskytovat’ aj aromaticka akupina alebo alkyl,

— dusik viazany na uhliku C3' moéze byt nahradeny atdmom kyslika bez straty
aktivity,

— arylova skupina na uhliku C3' je potrebna, jej nahradenie methylovou

skupinou znizi aktivitu 19-nasobne (Harrison 1996).
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2.4 CIELENA CHEMOTERAPIA

Nakol’ko u¢inok cytostatik nie je prisne Specificky pre nadorové bunky, ale pdsobi
viac ¢i menej toxicky aj na normalne bunky, st vedlajSie G¢inky mnohych cytostatik
limitujacim  faktorom chemoterapie, avo svojich doésledkoch moézu viest
aj k zavaznému poskodeniu chorého (Klener 2010).

Velkost’ efektu tradicnych cytostatik na jednotlivé tkanivd zavisi od stupna
proliferacie. Tkaniva s vyS$S§im poc¢tom proliferujucich buniek st vulnerabilnejSie
ako pomaly proliferujuce. Poskodenie tychto tkaniv sa v klinickom obraze prejavi
toxicitou (Gtlm hemopoézy, mukozitida, alopécia) (Mardiak 2008).

Bunkovo efektivne podanie lieCiva je zdvazny problém vzhl'adom na naboj,
hydrofilny charakter a velkost mnohych pouzivanych molekul. Vysoké terapeutické
davky potrebné pre kompenzaciu zniZenej biodostupnosti lieciv, vSak ¢asto spdsobujt
silné nepriaznivé ucinky (Rennert a kol. 2009).

Pri obmedzenom pocte cytostatik s novymi unikdtnymi mechanizmami U¢inku
smeruju inovacie kvyvoju cytostatik slepsim profilom neziaducich ucinkov
(lipozomalny doxorubicin) pri podobnych mechanizmoch ué¢inku, alebo k vyvoju
novych foriem urCenych k perordlnemu podavaniu (kapacitabin, vinorelbin)
(Petruzelka 2007).

Pokial’ ide o paclitaxel, jeho zla rozpustnost’ (0,25 pug/ml) vyzaduje koinjektaz
v nosi¢i zloZzenom z Cremophoru EL®, ktory spdsobuje hypersenzitivne reakcie.
Na vyrieSenie tohto problému sa vytvorili nové systémy nosicov ako emulzie, lipozémy,
polymérne mikro/nanocastice, ktoré vSak byvaju Casto fagocytované alebo vylucené
Z bunky membranovymi transportérmi. Vytvorené boli tieZ nizko toxické polymérne
micely s hydrofébnymi lie¢ivami uzavretymi v jadre. Micely obsahujuce paclitaxel
sa hromadia v nadore s vysSSou permeabilitou, a postupne ho uvoliuji v zévislosti
na pH bez straty aktivity (Cibikova a kol. 2010).

Lee akolegovia Studovali chemické konjugaty paclitaxelu s kyselinou
hyaluronovou (HA), z ktorych nasledne vytvarali micelarne agregaty nano rozmerov.
Z tychto micelarnych konjugatov sa paclitaxel uvolfiuje v podmienkach kyslého pH.
V nadorovych bunkéch, ktoré zvySene exprimuju receptory pre HA, vykazovali

konjugaty paclitaxel-HA vyraznejsi cytotoxicky efekt, nez v bunkéch, ktorym tieto
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receptory chybaju. Predstavuju tak d’alSie potencidlne tumor-Specifické nanocasticové
terapeutickeé latky (Lee a kol. 2008).

Koncom 80. rokov vyskum v oblasti molekulovej bioldgie a genetiky odhalil
rozdiely v signdlnych drédhach regulujucich bunkovu proliferaciu a odstartoval
systémovu evoluciu boja proti rakovine. V 90. rokoch sa vyrazne transformoval pristup
K vyvijaniu protirakovinovych lie€iv, zacala sa ,,éra cielenej terapie, a hl'adania lieciv
selektivne u¢innych na kl'acové proteiny (Cibikova a kol. 2010).

Po tom, ¢o bola objavena Specifickost’ inerakcii antigén-protilatka, vytvoril
Paul Ehrlich tzv. koncepciu ,,magickych guli¢iek®. Tato idea je zalozena na molekuléch
selektivnych pre cielové bunky, ktoré st pripojené k vysoko toxickej skupine. Ehrlich
teda na zaklade predpokladu, Ze nadory obsahuji Specifické antigény, koncipoval
predstavu o schopnosti protilatok dopravit’ toxické zli¢eniny do nadorovych buniek
a eradikovat ich (Schally, Nagy 1999).

Medzi najCastejSie molekularne ciele vyuzivané v klinike patria povrchové
antigény, vasoendotelialny rastovy faktor, receptor pre epidermdlny rastovy faktor
a niektoré geneticky presne definované molekularne abnormality (Mardiak 2008).

S prichodom monoklonalnych protilatok, ktoré rozpoznavaju antigény pridruzené
k mnohym typom rakoviny, bol dosiahnuty vyznamny pokrok v cielenej terapii
(Schally, Nagy 1999). Do lie¢by boli napriklad zavedené monoklonalne protilatky proti
povrchovym antigénom CD20, CD33 a CD52, ktoré su lokalizované na povrchu
lymfémovych a leukemickych buniek. Klinické skusenosti potvrdili, Ze mimoriadny
ucinok z tejto cielenej liecby maju predovSetkym pacienti s malignitami, ktoré
st podmienené geneticky presne definovanymi  molekularnymi abnormalitami
(napr. chronickd myelocytarna leukémia) (Mardiak 2008).

Cast’ z molekul nevyhnutnych pre vznik a rast nadoru sa nachadza aj v zdravych
tkanivach. V néadoroch vSak byva ich expresia zvySend, pripadne sa vyskytuja
v zmutovanej podobe. Hormonalne receptory pre svoju overexpresiu v nadorovych
bunkach predstavuji d’alsi z moznych cielov terapie. Prvé hormonalne cielené
chemoterapeuticke latky, vyvinuté pre liecbu rakoviny prostaty a prsnika, vyuzivali
ako nosice estrogénové steroidné molekuly. Rozne alkylujuce latky boli chemicky
pripojené k tomuto nosicu, aby sa dosiahla selektivita a cytotoxicita pre bunky pozitivne

na estrogénovy receptor (Mardiak 2008; Schally, Nagy 1999).
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2.4.1 KONJUGATY CHEMOTERAPEUTIK S PEPTIDMI

Jednou z moznosi zvySenia Specificity lieCiv je vyuZitic receptorov pre urcité
peptidové hormony, ktoré si aberantne exprimované v mnohych l'udskych tumoroch
a peritumoralnych cievach, ktoré tumor vyzivuju. Pouzitie tychto peptidov
ako nosi¢ovych vektorov umoziiuje vytvorenie konjugatov so  Specifickymi
terapeutickymi vyhodami. Peptidové hormény ako napriklad somatostatin (SST),
bombesin (BN), gonadotropiny uvoltfiujici hormon (GnRH) alebo ich analdgy,
sa pouzivaju po pripojeni k réznym cytotoxickym latkam (kamptotecin, paclitaxel,
doxorubicin) ako nosi¢ové vektory. Vyvinutych bolo niekol’ko réznych cytotoxickych
peptidovych konjugatov, ktoré preukézali vysSiu toxicitu vo€i naddorovym bunkdm
a zaroven niz$iu vo¢i normalnym tkanivam (Sun a kol. 2008).

Schally a jeho spolupracovnici (1999) sa tejto otazke venuji uz niekol’ko rokov.
Ehrlichovu koncepciu ,,magickych guli¢iek® vyuzili pre syntézu velkého mnozstva
cytotoxickych analégov hypotalamickych peptidov (najmd GnRH). Vysoku
Specifickost’ peptidovych receptorov vyuZili pri pokuse dopravit’ latky do nadorovych
buniek, kde by nésledne mohli svoj cytotoxicky efekt prejavit prostrednictvom
Specifickych interakcii peptidov a receptorov.

Pri navrhu asyntéze cielenych protirakovinovych latok je velmi doblezité
zachovat’ biologicku aktivitu ako nosica, tak aj cytotoxického radikélu, a ochranit’
konjugat pred enzymatickou degradiciou kym nedosiahne cielové bunky
(Nagy a kol. 1996).

Couplingom taxol - sukcinatu s NH,-terminalnym koncom octreotidu (dlhodobo
u¢inny analég SST) vytvorili Huang a kolegovia (2010) konjugat, ktory v testoch
na bunkach MCF-7 preukazal zachovanie biologickej aktivity paclitaxelu. Apoptozu
nadorovych buniek spusta tento konjugat prostrednictvom receptorov pre SST,
av porovnani svolnym paclitaxelom je menej toxicky pre bunky, ktoré SSTR
exprimujd v niz§om rozsahu (Huang a kol. 2000).

Cielenie lieCiv na receptory, ktoré su zahrnuté v angiogenéze nadoru predstavuje
novy aslubny pristup v zlepSeni terapie rakoviny. Chen ajeho kolegovia
vyhodnocovali protinddorovu aktivitu paclitaxelu v konjugéacii s bicyklickym peptidom,
ktory sa selektivne viaze na integrinové receptory, v bunkovej linii metastatického
karcinbmu prsnika (MDA-MB-435). Ich vysledky demonstrovali potencial vyuZzitia

tejto cielenej terapie paclitaxelom, zalozenej na Specifickom rozpoznani adhezivnej
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molekuly integrinu, za Gc¢elom zniZenia toxicity a zvySenia selektivity na nadorové
bunky (Chen a kol. 2005).

Ako protoyp lie¢iva pre cielen antiangiogénnu terapiu pouzili paclitaxel
Vo svojej praci aj Yua ajeho kolegovia (2009). Nanocastice obsahujice paclitaxel
konjugovali s peptidom, ktorého receptory sU prednostne exprimované na povrchu
endotelidlnych buniek neovaskularizécie nadoru. Vysledky in vivo preukazali, Ze prave
peptidicky ligand zarucuje rapidne a dlhotrvajiice cielenie nanocastic na cievne
zasobenie nadoru, atym aj signifikantni apoptdzu epitelidlnych buniek a nekrézu
nadoroveho tkaniva buniek rakoviny prsnika (MDA-MB-231).

Kojugéaciou oxytocinu s paclitaxelom sa podarilo Cavallarovi a kolegom (2007)
pripravit’ dervitat s preukdzatel'ne zvySenou toxicitou na bunky exprimujice prislusny
receptor. Do konjugécie zapojili aj polymérny nosi¢, ktory zvySoval rozpustnost’
a umozioval prediZenie pobytu konjugatu v obehu (prevzaté z Piibylova a kol.2010).

Selektivnemu podavaniu cytotoxickych latok do priméarnych nédorov
aich metastdz sa v dnesnej dobe venuje vela pozornosti, nakolko by v koneénom
doésledku mohlo umoznit” podavanie vyssich davok lieCiv a zaroven znizit' periférnu

toxicitu.

2.5 GONADOTROPINY UVOLNUJUCI HORMON — GNRH

Gonadotropiny uvolfujuci hormén (GnRH), oznaCovany aj ako LH-RH,
je kl'acovy hormén v kontrole reprodukénych funkcii (Limonta a kol. 2003). Tento
dekapeptid je vytvarany v neurénoch hypotalamu enzymatickym spracovanim
objemnejSicho prekurzoru. Odtial’ je pulzne uvolnovany do portalnej cirkulécie.
V prednej hypofyze nasledne interaguje s receptromi na gonadotropnych bunkach,
¢o vedie k biosyntéze a uvol'iovaniu gonadotropinov LH a FSH (Stuart a kol. 1997).

Doteraz boli identifikované dve formy GnRH. Prva zodpoveda hypofyzarnemu
dekapeptidu, a je uvadzana ako GnRH-I. Okrem GnRH-I existuje u cicavcov aj druha
Strukturalna varianta odlisna v troch aminokyselindich (GnRH-II). Receptor
pre GnRH-11 bol najdeny u r6znych druhov, u T'udi je vsak jeho existencia kontroverzna
(Limonta a kol. 2003; Griindker a kol. 2010).

Kakar s kolegami (1994) sa zaoberali uréenim sekvencie nukleotidov cDNA

receptoru pre GnRH. Na bunkéch karcindbmu prsnika (MCF-7) a karcindmu vaje¢nikov
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preukazali, Zze sekvencia nukleotidov je identicka s receptormi pritomnymi v Tudskej
hypofyze.

Preukdzanie pritomnosti GnRH-I, ako aj jeho receptorov v nadoroch
reprodukéného traktu spustilo intenzivne skiimanie moznej Ulohy tohto systému
Vv lokalnej kontrole rastu tumorov. Sucasné informacie poukazuju aj na schopnost’
GnRH-I znizovat’ migracnu a invazivnu schopnost’ nadorovych buniek. Pravdepodobne
je to spdsobené ovplyvnenim expresie a/alebo aktivity adhezivnych molekal buniek
a enzymov zahrnutych v remodel&cii extracelularnej matrix (Limonta a kol. 2003).

Analdogy GnRH uplatiiuji  svoje protinddorové ucinky nielen nepriamou
inhibiciou hypofyzarno-gonadalnej osi, ale aj priamo, a to inhibiciou proliferécie
buniek. DOkazy o priamom pdsobeni analogov GnRH na nadory st zalozené
na klinickych vysledkoch, detekcii vazbovych miest s vysokou afinitou pre GnRH
urbéznych rakovin, ainhibi¢nom posobeni analdogov na nadorové bunkové linie
v kultdrach (Chen a kol. 2002; Schally, Nagy 1999).

Chronicka stimulacia vysokymi koncentraciami agonistov hypofyzarnych
receptorov pre GnRH vyvolava regulacné zmeny, ktoré vedd k paradoxnej supresii
funkcie gonad. Tato medikamentdzna kastracia predstavuje zakladny predpoklad pre ich
vyuzitie v terapii tumorov senzitivnych na gonadotropné steroidy (Stuart a kol. 1997,
Schally, Nagy 1999).

Vo vicsine bunkovych linii rakoviny endometria, vajecnikov a prsnika
testovanych in vitro zaznamenali antiproliferativnu aktivitu takisto GnRH-1 antagonisti.
To naznacuje, Zze dichotomia GnRH agonistov a antagonistov sa v GnRH systéme
nadorovych buniek neuplatiiuje (Griindker a kol. 2010).

Vsetky tieto zistenia podporuju vyvijanie chemoterapie cielenej na GnRH receptory
v nadoroch, aodovodnene aj pouzitie tohto pristupu u malignit, u ktorych boli

Specifické receptory pre GnRH identifikované (Schally, Nagy 1999).
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3. CIEL, PRACE

Ciel'om predlozenej diplomovej prace bolo:

1) Optimalizovat’ metédy pre stanovenie cytotoxicity v bunkovej linii MCF-7
(Neutral Red Uptake, MTT).

2) Testovat' antiproliferativny 1uéinok paclitaxelu ajeho novych derivatov
metodami Neutral Red Uptake a MTT, a porovnat’ vysledky z oboch metod.

3) Porovnat’ cytotoxicitu derivatov oproti samotnému paclitaxelu, a navrhnat’ d’alsi

postup V testovani u¢innosti derivatov.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 MATERIAL A CHEMIKALIE

Bunkové linia MCF-7 - A. M. Soto, C. Sonnenschein (Tufts University, Boston, MA )
Taxol — dodany z UEB AVCR v Prahe

Derivaty taxolu- MP211, MP239, MP244, MP260, MP264, MP265 — pripravené v UEB
AVCR v Prahe

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-
N¢-2-gthanesulfonic acid) pufr, DMSO (dimethylsulfoxid) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
FBS (fetal bovine serum), gentamicin sulfat — Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

BSA (bovine serum albumin) — Fluka (Prague, CR)

Bézné chemikalie cistoty p.a.

4.2 POMOCKY A PRISTROJE

Pomocky:

Sterilné kultivacné fl'ase, sterilné pipety, elektricky pipetnik, sterilné pasterky ,
kadicky, automatické pipety, sterilné pipetovacie Spicky, Biirkerova komorka,
mikroskiimavky, stojan na mikroskimavky, mikrotitratné dosticky, multikandlové

pipety, stopky, rukavice, vaZenka, navazovacia kopistka.

Pristroje a zariadenia:

laminarny box - BioAir AURA 2000 M.A.C.
mikroskop - Nikon Eclipse TS 100

CO; inkubator — HeraCell

vodny kupel - Memmert

analytické vahy - Scaltec SBC 22

ultrazvukovy homogenizator - Sonopuls Bandelin HD 2070
Citacka absorbancie - Biorad Microplate Reader 550
spektrofotometricky a spektrofluorimetricky analyzéator Tecan Infinite M200

inkubétor - Eppendorf Thermomixer Comfort
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trepacka - IKA MS2 Minishaker
zamrazovaci kontajner — NALGENE, Sigma C1562

mraziaci box — HeraFreeze

4.3 KULTIVACIA BUNKOVEJ LINIE MCF-7

4.3.1 KULTIVACNE MEDIUM

Ako  zéklad kultivatného média bolo pouzit¢ tekut¢ DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s fenolovou ¢ervenou. Ide o modifikaciu BME
(Basal Medium Eagle), ktora obsahuje Stvorndsobne vyssiu koncentraciu aminokyselin,
vitaminov a je obohatend aj o d’alsie doplnkové zlozky.

Existuje niekol’ko variant DMEM liSiacich sa hladinami cukrov, obsahom
aminokyselin ¢i inymi pridavnymi latkami. Pouzit¢ médium DMEM (Sigma D6046)
obsahovalo glukézu v koncentracii 1000mg/l, hydrogenuhli¢itan sodny, L-glutamin
apyridoxin HCI. Nahradenie aldehydu pyridoxalu poévodnej formuly media,
oznacovanej ako D5523, za pyridoxin zlepSuje stabilitu média.

DMEM neobsahuje ziadne proteiny ani latky podporujice rast, preto bolo
doplnen¢ fetdlnym bovinnym sérom (FBS). FBS bolo pred pouzitim najprv
inaktivované pri 57°C po dobu 30 mindt.

Ako pufrujica zlozka bola pouzita HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina), ktora udrzuje pH v rozmedzi
6,8-8,2 teda pH podobné fyziologickému prostrediu v organizme.

Médium bolo doplnené aj o antiinfekéné agens, ato Sirokospektralne

aminoglykozidové antibiotikum gentamicin v koncentracii 10mg/ml.

ZloZenie kultivaéného média:
o tekuté médium DMEM 450ml
e HEPES (1M) 5ml (1%)
e gentamicin 10mg/ml (KRD 15710-049) 2,5ml (0,5%)
o FBS (Diagenes 14-801F) 50ml (10%)

32



4.3.2 ROZMRAZOVANIE BUNKOVEJ LiNIE MCF-7

Do pripravenej kultivatnej flase 25 cm® (Biotech 90025) bolo sterilne
napipetovanych 8 ml kultivaéného média. Médium bolo potom opakovane naberané
pipetou a opatrne sterilne priddvané do skumavky, kde dochadzalo k rychlemu topeniu
a zaroven riedeniu buniek.

Takto rozpustena suspenzia buniek bola prenesena do kutlivacnej fTase,
zhomogenizovana pretrepanim  askontrolovand pod  mikroskopom.  Bunky
vV homogenate by mali spravne plavat’ jednotlivo, a nie v zhlukoch, aby mohlo dojst
Kk ich d’al$iemu rovnomernému rastu a mnozeniu.

Nésledne bola fl'asa umiestnend do termostatu. Druhy deni po adherencii buniek

bolo vymenené vo fl'asi médium a nasledovala rutinna kultivacia.

4.3.3 PASAZOVANIE BUNIEK

Po vybrani kultivaénej flaSe z termostatu bolo médium zliate a nasledne boli
bunky dvakrat oplachnuté 3ml, resp. 7ml sterilného pufru PBS, podla velkosti flase.
Oplachom sa zbavia bunky vépnika, ¢im sa zaruci spravne pdsobenie enzymu T-E
(trypsin-EDTA 0,25%). Urychli sa uvolnenie buniek z povrchu kultivacnej flase
a pasaz bude uspesne;jsia.

Roztok T-E bol rozmrazeny vo vodnom kupeli (37°C) a ¢o najskor sterline
pridany pasterovou pipetou k bunkam. Pridané mnozstvo T-E (1 ml, resp. 2 ml) bolo
kyvavym pohybom rozprestrené vo flasi. Doslo tak k rovnomernému posobeniu
enzymu na bunky, a tym k ich uvolneniu. T-E sa nechal posobit’ priblizne 30s. Potom
boli asi 2/3 tekutiny odsaté a flasa bolo umiestnena do termostatu.

Stav buniek bol kontrolovany pod mikroskopom. V okamihu ked’ uz mali vSetky
bunky gulovity tvar, boli prudkym pohybom strasené do spodnej cCasti fl'ase. Tym
sa zabranilo vzniku zhlukov.

Aby sa zastavila reakcia enzymu a nedoslo k poSkodeniu buniek, boli
Vv Co najkratSej dobe po stene flaSe pipetou sterilne pridané 2ml, resp. 4ml média
predhriateho na 37°C. Médium bolo niekol’kokrat opakovane nasaté a vypustené
po stene fl'ase a tym sa bunkové suspenzia opéat’ zhomogenizovala.

Bunkovu suspenziu je potom mozné nariedit’ tak, aby d’alej rastla vo fl'asi alebo

vyuzit na experimenty. Pre dalSiu kultivaciu bol do flase prenesy pozadovany diel

33



suspenzie a pridané kultivacné médium tak, aby vysledny objem bol 5ml, resp. 13ml.
Bunky boli rozprestrené po dne kyvavym pohybom a flaSa bola umiestnend naspat’

do termostatu.

4.3.4 RUTINNA KULTIVACIA

Prirutinnej kultivacii bolo z flaSe zliate médium, aopatrne po stene
napipetovanych 5 ml, resp. 13 nl nového predhriateho média. Fl'aSa bola znovu uzavreta
a ulozena do termostatu (37°C, 5% CO,).

Vymena média bola vykonavand po 48 hodinach, aby sa bunkédm zaistil

dostato¢ny prisun zivin.

4.3.5 ZAMRAZOVANIE BUNIEK

Bunky linie MCF 7 boli podrobené gradientovému zamrazovaniu (-1°C/min),
pri ktorom bolo pouzité DMSO.

Suspenzia ziskand po pasaZzi bola nariedena tak, aby pocet bunieck v médiu
odpovedal priblizne 80-90% konfluencii na celkovej ploche. Do zamrazovacich
skimaviek o objeme 1,5 ml bolo napipetované po 1,2 ml tejto suspenzie. Nasledne bola
suspenzia obohatend o 150 ul FBS (inaktivovaného pri 57°C, 30 min). Nakoniec bolo
sterilne pridané DMSO a zamrazovacia skimavka bola uzavretd. Aby bola dosiahnutéa
10% koncentracia roztoku DMSO v celom objeme, bola skimavka eSte niekolkokrat
premiesana.

Skumavky boli ¢o najrychlejSie umiestnené do zamrazovacieho kontajneru
naplneného isopropanolom. Kontajner bol umiestneny do mraziaceho boxu (-80°C),
kde doslo ku gradientovému zamrazovaniu. Na druhy den boli skimavky prenesené

z kontajneru do tekutého dusiku pre dlhodobé uchovavanie.
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4.4 STANOVENIE CYTOTOXICITY PACLITAXELU A JEHO DERIVATOV

441 METODIKA TESTU CYTOTOXICITY — NEUTRAL RED UPTAKE TEST

Test neutrdlnej Cervene poskytuje kvantitativne vyjadrenie  poctu
zivotaschopnych buniek v kultare. Je zalozeny na schopnosti zZivych buniek pohltit
a viazat’ supravitalne farbivo neutralnu ¢erven v lyzozomoch (Repetto a kol. 2008).

Toto supravitalne farbivo penetruje cez bunkovl membranu neionizovanou
difaziou a akumuluje se prevazne v lyzozOmoch. Lyzozémy udrzuji pH niZsie ako je
pH okolitej plazmy. Udrzovanie proténového gradientu na membrane lyzozému je
energeticky narocné. Strata gradientu pH pri poSkodeni bunky alebo bunkovej smrti
spOsobi zvySenie priepustnosti membrany a uvolnenie zadrZanej neutrdlnej Cervene.
Dbéjde k poklesu adsorbancie, ktord sa zmeria  spektrofotometricky,
a tak je mozné rozlisit’ bunky zivé, poSkodené alebo mitve. Cytotoxicita je vyjadrena
ako koncentracia zavisla na poklese adsorbancie po chemickej expozicii neutréalnej
cerveni (Riddell a kol., 1986).

a) Nasadenie bunkovej suspenzie

Po tom ako bunky dosiahli 80% konfluenciu a boli spasazované, bola bunkova
suspenzia odpipetovana do sterilnej kadicky.

Pomocou Burkerovej komorky bolo zistené mnozstvo buniek v 100 pl, a podla
potreby bola suspenzia nariedené na pozadovant koncentraciu.

V ramci optimalizécie metddy, bolo mnozstvo nasadzovanych buniek upravené
z povodnych 7 500/ 100 pl na 5 000/ 100 pl kultivatného média, nakol’ko bunky
pri vyssej koncentracii prerastali a od¢itanie relevantnych vysledkov nebolo mozné.

Takto nariedena suspenzia buniek bola pipetovana do 96-jamkovej dosticky,
atodo kazdej vnutornej jamky po 100 pl. Do vonkajSich jamiek bolo napipetované
rovnaké mnozstvo sterilnej H,O.

Dosticky boli vlozené do termostatu a 24 hodin kultivované. Bunky by za tuto

dobu mali dosiahnut’ 100% konfluenciu.

35



e Pocitanie buniek v Biirkerove; komdrke

Pipetou bolo odobrané malé mnozstvo suspenzie a naplnili sa nim obe polovice
Burkerovej komorky (do kazdej polovice sa pipetoval vzdy novy naber). Pri pocitani
sa brali do tivahy len 2 strany stredného Stvorca. Pocitané boli vSetky bunky, ktoré lezali
alebo sa dotykali pravého a dolného okraja, a to bud’ zvnutra alebo zvnoku Stvorca.
Nepocitali sa bunky dotykajuce sa protilahlych stran, teda bunky leziace v hornom
a lavom rozhrani. Mnozstvo buniek sa zistovalo pod mikroskopom pocitanim vzdy

uhloprie¢ne v desiatich stvorcekoch jednotlivych Stvorcov komorky.

e Vypocet koncentracie buniek v neriedenej suspenzii

c=xx4x10"x 10

[ pocet buniek v 4 ml neriedenej suspenzie

b QTR priemerny pocet buniek v 1 §tvorci (tj. v 0,1 pl)
4x10%..... prepocet na 4 ml

10 .. riedenie

Napriklad, ak je v desiatich Stvorcoch napoéitanych 65 buniek. Vypodita sa
priemer v jednom §tvorci:

65+10=6,5

6,5 x 8 = 52 x 10* buniek/ ml — 52 000/ 100 pl, preto je nutné suspenziu
nariedit’ 10,4-kréat, aby bola ziskana koncentracia 5 000/ 100 pl.

b) Expozicia buniek MCF-7

Po dosiahnuti konfluencie buniek bolo do jamiek pridané expozi¢né médium
(100 ul) so vzrastajucou koncentraciou testovanej latky. Jednotlivé koncentracie boli
sterilne pipetované do celych stipcov (6 jamiek), pric¢om jeden stipec sluzil
ako negativna kontrola. Ked'Ze testované latky boli rozpustené v DMSO, bol v pripade
kontroly pouzity 0,5% roztok DMSO. Obsah v dostickach bol prudkym pohybom

premieSany a nasledne boli dosticky umiestnené na 48 hodin do termostatu.
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¢) Neutral red uptake test

Po inkubacii buniek bolo vykonané vlastné farbenie neutralnou cervenou.
Pdvodne bolo z jamiek 100 ul média odsatych a pridanych 100 ul roztoku neutralnej
¢ervene v médiu (80pg/ml). Teda tak, aby vysledna koncentrécia v jamke bola 40ug/ml.

Pre optimalizovanie metddy vsak bolo najprv v§etko médium z dosticiek odsaté
a bunky oplachnuté 50ul PBS. Odstranili sa tym miftve bunky a vysledky testu
s neutralnou Cervenou ako vitdlnym farbivom boli zretel'nejSie. Do jamiek bolo potom
pridanych 200 pl roztoku neutralnej ¢ervene v médiu o koncentracii 40pg/ml. Dosticky
boli nasledne opét’ umiestnené do termostatu, kde boli 3 hodiny inkubované.

Po 3-hodinovej inkubécii bolo znova kompletne odsaté médium a k bunkam
bolo pripipetovanych 100 upl fixaéného roztoku (1g/100ml CaCl, v 0,5% roztoku
formaldehydu). Dosti¢ky sa nechali v kl'ude pri izbovej teplote 15 minut stat’.

Fixacny roztok bol odstraneny rychlym preklopenim dosticky. Do jamiek bolo
pridanych 200 pl lyzaéného roztoku (1% CH3;COOH v 50% EtOH). Dosticky boli
umiestnené na 30 minat do termomixéru (550 rpm, 25°C).

Lyzovanim sa bunky rozruSili a doslo k vyliatiu neutralnej Cervene a tym
aj k zafarbeniu suspenzie v jednotlivych jamkach podl'a mnozstva lyzovanych buniek.

Absorbancia bola od¢itana pri 540nm. Pre vyhodnotenie bola pouzitd hodnota
absorbancie, od ktorej bola od¢itana hodnota blanku (jamka s médiom bez buniek).
Hodnoty boli vyjadrené ako percentd kontroly v zavislosti na koncentracii pouZzitého

expozicného média.

4,42 METODIKA TESTU CYTOTOXICITY —MTT TEST

Cytotoxické pbsobenie testovanych latok bolo preverené aj metédou MTT, ktora
je zalozena na schopnosti zivych buniek redukovat rozpustnt zItd tetrazolinova sol
na nerozpustny fialovy produkt, ktorého adsorbancia sa nasledné spektrofotometricky
kvantifikuje.

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) je vo vode
rozpustna tetrazolinova sol’, ktora je premienand na nerozpustny fialovy formazan,
a to rozstiepenim tetrazolinového kruhu sukcinat-dehydrogenazou vnatri mitochondrii.
Pre formazanovy produkt st bunkové membrény nepriepustné, a preto sa v zivych
bunkach akumuluje (Fotakis, Timbrell, 2005).
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a) Priprava buniek

Nasadenie bunkovej suspenzie do 96-jamkovej dosticky a expozicia buniek
testovanym latkam prebichali rovnako ako bolo opisané vysSie, v metodike testu

s neutralnou ¢ervenou (kapitola 4.4.1). Nasledoval vlastny MTT test.

b) MTT test

Roztok MTT bol pripraveny V potrebnom mnozstve rozpustenim MTT
vo fosfatovom pufri (0,1M, pH 7,4), ato v pomere 2,5 mg MTT/1 ml pufru. Dékladné
rozpustenie bolo docielené pomocou ultrazvukového homogenizatoru. Takto pripraveny
roztok bol vo vodnom kupeli predhriaty na 37°C.

Do jednotlivych jamiek, vratane kontroly, bolo potom pipetovanych
60 ul roztoku MTT, bez toho aby bolo pdvodné médium v jamkéach odsaté. Nasledne
boli dosti¢ky umiestnené na 1 hodinu do CO, inkubétoru (37°C, 5% CO,).

Po skonceni inkubacie bolo médium zliate a k bunkdm bol pipetovany roztok
0,08M HCI v isopropanole (2 ml 4M HCI pridané k 98 ml isopropanolu). Do kazdej
jamky, vratane kontroly a slepych vzoriek, bolo pipetovanych 50 ul tohto roztoku.
Opatrnym mieSanim po dobu priblizne 30 mintt na trepacke bol fialovy formazan
rozpusteny.

Po rozpusteni bola absorbancia tohto roztoku odmerana pri vinovych dizkach
570 nm a 690 nm. Pri vyhodnoteni vysledkov sa hodnoty absorbancie od seba od¢itali
azvyslednej hodnoty bola od¢itana aj hodnota blanku. Podobne ako
pri predchadzajucom teste boli kone¢né hodnoty vyjadrené ako percenta kontroly

Vv zévislosti na koncentracii pouzitého expozi¢ného média.
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5. VYSLEDKY

5.1 OPTIMALIZACIA METODIKY TESTOV STANOVENIA CYTOTOXICITY

Pbvodne boli bunky MCF-7 nasadzované do jednotlivych jamiek 96-jamkovych
dosti¢iek v koncentracii 7 500 buniek na 100 pl kultivaéného média. Toto mnozstvo
sa ukazalo ako privelké, nakolko bunky pocas inkubacie prerastali, a preto bolo
upravené na 5000 buniek na 100 pl média. Pri tejto koncentracii uz bolo nasledné
odc¢itanie vysledkov mozné.

Pri teste s neutralnou cervenou boli d’alej vysledky zreteI'nejSie, ak sa pred jej
pridanim bunky najprv oplachli roztokom PBS. Tymto postupom sa z jamiek odstranili

pritomné mftve bunky, ktoré by mohli vysledky skresl'ovat’.

5.2 STANOVENIE CYTOTOXICITY PACLITAXELU A JEHO DERIVATOV

V testoch cytotoxicity bol zistovany antiproliferativny efekt paclitaxelu a jeho
derivatov na nadorové bunky karcindmu prsnika MCF-7. Zivotnost bunick bola
porovnavand po pridani réznych koncentracii tychto latok v Siestich paralelnych
vzorkach. Cytostatika boli pred pouzitim rozpustené v DMSO (0,5%).

Doba expozicie buniek bola stanovena na 48 hodin, nakol’ko po 24 hodinovej
inkubécii v termostate neboli pouzité metddy tak citlivé, aby zaznamenali cytostaticky
efekt dostato¢ne. Testy boli vyhodnotené metodami Neutral Red Uptake a MTT
(kapitoly 4.4.1 a2 4.4.2).

Namerané hodnoty boli zaznamenavané v grafe ako zavislost’ Zivotnosti
buniek [%] na koncentréacii paclitaxelu, resp. jeho derivatov [nM]. Ako kontrolné
vzorky (100%) boli pouzité bunky kultivované v médiu bez cytostatik, s pridavkom
0,5% roztoku DMSO.

Dalej boli vyjadrené hodnoty ICsp, teda koncetracie cytostatik, ktoré usmrtili
50% buniek (Tab. 1).
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5.2.1 PACLITAXEL

Antiproliferativny u¢inok paclitaxelu bol zistovany v rozmedzi koncentracii

1 nM - 2 500 nM a vyhodnoteny metdédou NRU (Obr. 6) a MTT testom (Obr. 7).
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Obr. 6. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii paclitaxelu na Zivotnost buniek MCF-7

po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené NRU testom.
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Obr. 7. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii paclitaxelu na zivotnost buniek MCF-7

po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené MTT testom.
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Vysledky v oboch testoch preukazali vyraznej$i pokles zivotnosti buniek
v rozmedzi koncentracii 1 nM — 50 nM. Vo vyssich koncentraciach uz Zivotnost’ buniek
vyrazne neklesala, pricom maximalny inhibiény efekt po 48-hodinovej inkubécii bol

dosiahnuty u paclitaxelu v koncentracii 500 nM (Obr. 8).
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Obr. 8a, 8b. Bunky MCF-7 po 48-hodinovej inkubécii s paclltaxelom v koncentrécii
1 nM (%100 — 8a) a 500 nM (<100 — 8b). Bunky usmrtené cytostatikom st oddelené od povrchu

a maju gulovity tvar.

Pre blizsie urcenie hodnoty ICsp boli pri d’alSom experimente s paclitaxelom

pouzité koncentracie v rozmedzi 1 nM — 50 nM (Obr. 9).
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Obr. 9. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii paclitaxelu na zivotnost buniek MCF-7

po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené NRU testom.
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V teste s neutralnou Cervenou sa hodnota ICso pohybovala medzi koncentréciou
5nM —25nM, resp. 10 nM — 15 nM. V MTT teste tadto hodnota odpovedala priblizne
10 nM koncentrécii paclitaxelu. Pre dalSie experimenty s derivatmi bol preto

ako referen¢na vzorka pouzivany paclitaxel v koncentracii 10 nM.

5.2.2 DERIVATY MP 211, MP 260

Derivaty paclitaxelu MP 211 a MP 260 boli testované v rozmedzi koncentracii
InM — 100nM. Pre porovnanie bol zahrnuty do experimentu aj paclitaxel

v koncentracii 10 nM. Vysledky boli vyhodnotené metédou NRU (Obr. 10) a MTT
testom (Obr. 11).
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Obr. 10. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii MP 211, MP 260 a paclitaxelu (10 nM)
na zivotnost buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené NRU testom.
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Obr. 11. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii MP 211, MP 260 a paclitaxelu (10 nM)
na zZivotnost buniek MCF-T po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené MTT testom.

Vysledky preukazali, ze derivadty MP 211 aMP 260 nemaju v porovnani
s paclitaxelom na bunky MCF-7 vyssi antiproliferativny 0G¢inok. V NRU teste
zaznamenali bunky MCF-7 vyraznej$i pokles zivotnosti pri koncentracii
10 nM (MP 211) a 25 nM (MP 260). V teste MTT klesala zivotnost’ buniek, v pripade
oboch derivatov, priblizne linearne.

Pokles zivotnosti MCF-7 porovnatelny s 10 nM paclitaxelom vykazovali

derivaty MP 211 a MP 260 v koncentréacii 50 — 100 nM.
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5.2.3 DERIVATY MP 239, MP 244

Derivaty paclitaxelu

MP 239 a MP 244 holi

testovang,

podobne

ako predchadzajuce derivaty, v rozmedzi koncentracii 1 nM — 100 nM. Pre porovnanie

bol opat’ pouzity 10 nM paclitaxel. Vysledky boli vyhodnotené metédou NRU

(Obr. 12).
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Obr. 12. Porovnanie vplyvu roznych koncentracii MP 239, MP 244 a paclitaxelu (10 nM)
na zivotnost buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotene NRU testom.

Derivaty MP 239 a MP 244 nepreukazali vyS$i antiproliferativny efekt ako

paclitaxel. Vyraznejsi pokles Zivotnosti buniek MCF-7 bol po 48-hodinovej inkubécii

zaznamenany az pri koncentracii 50 nM, priCom tito koncentradcia odpovedala

aj antiproliferativnemu efektu pouzitého 10 nM paclitaxelu.
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5.2.4 DERIVATY MP 264, MP 265

Derivaty paclitaxelu MP 264 a MP 265 boli testované v rozmedzi koncentracii
1 nM —-500 nM, rovnako s pouzitim 10 nM paclitaxelu ako porovnavacej vzorky.
Vysledky boli vyhodnotené metédou NRU (Obr. 13) a MTT testom (Obr. 14).
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Obr. 13. Porovnanie vplyvu roznych koncentracii MP 264, MP 265 a paclitaxelu (10 nM)

na zivotnost buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotene NRU testom.
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Obr. 14. Porovnanie vplyvu réznych koncentracii MP 264, MP 265 a paclitaxelu (10 nM)
na zivotnost buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené MTT testom.
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Derivdt MP 264 nepreukazal vyssi antiproliferativny efekt v porovnani
S paclitaxelom, pricom priblizne linedarny pokles zivotnosti buniek sa prejavil
od koncentracie 15 nM v oboch testoch. Koncentracia odpovedajuca poklesu Zivotnosti

u 10 nM paclitaxelu bola 100 — 500 nM.

Derivat MP 265 preukézal v teste s neutralnou Cerveniou najvyraznej$i pokles
zivotnosti buniek Vvrozmedzi koncentracii 10 nM —25nM. V teste MTT sa prvy
vyrazny pokles zivotnosti prejavil uz pri koncentracii 5 nM. Pri d’alSom zvySovani
koncentracie sa od hodnoty 50 nM antiproliferativny efekt markantne nemenil.
Koncentracia priblizne odpovedajuca efektu 10 nM paciltaxelu bola v oboch testoch
15 nM.

Ked'ze antiproliferativny efekt derivatu MP 265 sa spomedzi ostatnych derivatov
najviac priblizuje priebehu zmien zivotnosti u paclitaxelu, bol nasledne s paclitaxelom
opét’ porovnany (Obr. 15). Tentokrat boli pouzité obe latky v koncentraciach 1, 10, 25,
50, 75, a 100 nM. Do experimentu bol pre porovnanie zaradeny aj derivat MP 264.

Vysledky preukazali perspektivitu najma derivatu MP 265. Pre nazornost’ st
dalej prilozené fotografie buniek po inkubacii s paclitaxelom a derivatmi MP 264

a MP 265 (Obr. 16).
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Obr. 15. Porovnanie vplyvu roznych koncentracii derivatov MP 264, MP 265 a paclitaxelu
na zivotnost buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozicii. Vyhodnotené MTT testom.
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Obr. 16. Bunky MCF-7 (x100) po 48-hodinovej inkubécii s paclitaxelom, MP 264 a MP 265 v prislusnych koncentrdcidach [nM]. Bunky usmrtené

cytostatikom su oddelené od povrchu a maju gulovity tvar.
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5.2.5 HoDNOTY ICsg

Z nameranych hodnét absorbancie boli pomocou programu GraphPad vyjadrené
hodnoty ICsp (Tab. 1), teda koncentracie, pri ktorych doslo k usmrteniu 50% buniek.
V pripadoch, kedy zivotnost’ buniek neklesla pod 50% st uvedené hodnoty ICys.

ICs0— NRU IC50— MTT
[uM] [UM]
PTX 8,08 8,14
MP 211 24,89* 24,56*
MP 260 49,66* 24,87*
MP 239 41,61* nezistené
MP 244 34,06 nezistené
32,90
MP 264 83,91
24,94
MP 265 15,47 8,05

Tab. 1. Hodnoty ICs,; Hodnoty su uvedené pre obe metddy stanovenia cytotoxicity.

Hodnoty s hviezdickou predstavujl 1Cys U derivdtov, kde Zivotnost neklesla pod 50%.
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6. DISKUSIA

Taxény su novou dolezitou triedou protirakovinovych latok, ktoré uplatiiuju svoj
cytotoxicky efekt prostrednictvom unikatneho mechanizmu. Zabranuju depolymerizacii
mikrotubulov, ¢im ich stabilizuju a rozvracaju tak normalnu dynamiku deliaceho
vretienka, ktord je pre mitoticky aparat nevyhnutna. Spdsobuju zastavenie bunkového
cyklu v Go/M-féze, a napokon vedu k apoptdze bunky.

Paclitaxel (taxol), prvy z taxanov v klinickych skuSkach, je aktivny proti
Sirokému okruhu nadorov, ktoré st vO VSeobecnosti pokladané za refrakterné voci
konvenénej chemoterapii. Dnes sa ziskava predovSetkym semisyntetickym procesom
z Taxus baccata, a je Gispesne pouzivany v terapii rakoviny prsnika, vaje¢nikov ¢i pltc.
Skima sa tiez ako potencialne lie¢ivo proti skler6ze multiplex, psoriaze a reumatoidne;
artritide.

Hlavnym limitujicim faktorom pri liecbe chemoterapeutikami je rozhodne
ich neselektivny toxicky ucinok. Rovnako ako ostatné cytostatika, vykazuje aj
paclitaxel u pacientov neziadice vedlajSie ucinky. Patria k nim napriklad
hypersenzitivita, neutropénia alebo periférna neuropatia (Spencer, Faulds 1994).

Cielené podavanie lie¢iv je moderny pristup, ktory sa snazi tento problém
preklenut. Je zaloZeny na selektivite nosi¢ovych molekul k Specifickym védzbovym
miestam v nadorovych tkanivach. Makromolekuly, ako napriklad monoklonalne
protilatky, proteiny alebo peptidové hormony, pre ktoré existuji na povrchu
rakovinovych buniek Specifické receptory, si Siroko pouZivané ako nosice
pre konjugaciu s vhodnymi cytotoxickymi radikalmi (Nagy a kol. 1996).

Vyznamnu Ulohu pritom zohréva aj vézba cytostatika s naviga¢nou molekulou,
ktora by mala zachovat’ schopnost’ interakcie nosica s prislusnym receptorom, a taktiez
zabrénit’ uvolneniu cytostatika z konjugatu este pred dosiahnutim cielového tkaniva.
Idealne by nadorové bunky, ktoré viazu tieto konjugaty boli znicené, zatial'¢o normalne
bunky bez tychto receptorov, resp. exprimujuce ich v mensej miere, boli uSetrené.

Ako prvi zvysovali farmakologicky efekt paclitaxelu Safavy a kolegovia (1999).
Popisali navrh a syntézu rozpustného prolieciva paclitaxelu v konjugdcii so syntetickym
peptidom, ktory sa viaZe na receptor pre bombesin/gastin-uvolnujici peptid na povrchu

buniek. Cytotoxicita tohto konjugatu cieleného na nador bola testovana na bunkach
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nemalobunkového karcindbmu plic, a bola v porovnani s paclitaxelom zvySena.
Ich vysledky tiez preukazali u konjugatu nizsiu ICsp nez u vol'ného lieCiva.

Expresia GnRH a jeho receptorov, ako sufast  negativheho
autokrinného/parakrinného regula¢ného mechanizmu bunkovej proliferacie, bola
preukédzana v mnohych malignych nédoroch (Grundker akol. 2010). Kakar a jeho
spolupracovnici (1994) preukazali expresiu receptoru pre GnRH v bunkovych liniach
I'udskych nadorov vaje¢nikov a prsnika, pricom sekvenciu nukleotidov mRNA oznacili
ako identicku s receptorom pritomnym v l'udskej hypofyze.

Chen s kolegami (2002) taktiez potvrdili pritomnost’ tohto neuropeptidu
v prsnom tkanive. Kvantitativnou RT-PCR preukazali, ze mRNA kodujuca peptidy
GnRH-I a GnRH-II je zvysene exprimovana v rakovinovych tkanivach v porovnani
s normalnymi tkanivami, ktoré boli ziskané od tych istych pacientov.

Pritomnost’ receptorov pre GnRH na membranach réznych nadorovych buniek,
robi z analdogov tohto horménu vyborni volbu pre nosi¢ové molekuly. Nagy a jeho
kolegovia (1996) pripravili analogy GnRH v konjugacii s doxorubicinom, a tieZ jeho
aktivnej$im derivatom 2-pyrrolinodoxorubicinom. Pociato¢né in vivo studie ukazali,
ze tieto hybridné molekuly su podstatne menej toxické ako prislusné cytotoxické
radikdly a signifikantne aktivnejSie v inhibicii rastu tumoru. Coupling antracyklinov
a peptidov sa ukazal ako sl'ubny pristup pre dosiahnutie selektivity aj v praci Langera
a jeho kolegov (2001), ktori si ako model peptidu zvolili neuropeptid Y, vzhl'adom
na overexpresiu receptorov pre NPY v mnohych neuroblastémoch.

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistenie cytotoxicity novych derivatov
paclitaxelu, pripravenych v kojugéacii s GnRH v Ustave experimentalnej botaniky
AVCR v Prahe.

Molekula peptidu bola upravena tak, aby sa umoznilo jej pripojenie k paclitaxelu
prostrednictvom spaceru. Konjugaty boli pripravené cez hydroxylovd skupinu
na bo¢nom ret'azci paclitaxelu, nakol’ko ta je pre toxicitu nevyhnutna. Ciel'om bolo, aby
tieto prolie¢iva uvolnili cytostatikum pri konkrétnych podmienkach. Testy stability
konjugatov v médiu pocas 48-hodin negovali moznost’, Ze by sa paclitaxel rapidne
uvolnoval z konjugatu este pred vstupom do bunky (Pfibylova a kol. 2010).

Bunkova linia MCF-7 bola zvolena pre tato pracu vzhl'adom na to, ze vd’aka
pritomnosti  steroidnych receptorov predstavuje vhodny model pre Stadium
mechanizmov nadorovej odpovede na endokrinnd terapiu, a tiez komplexnych vzt'ahov

medzi vdzbovymi a biologickymi u¢inkami cytostatik. Okrem estrogénovych
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receptorov, boli po prvy krat Horwitzovou a jej kolegami (2003) preukazané v bunkéch
MCF-7 aj receptory pre glukokortikoidy, progestiny a androgény.

Na stanovenie cytotoxicity testovanych latok boli pouzité metddy hodnotiace
zmeny v membranovej integrite buniek, ktoré su odrazom bunkového poskodenia
po kontakte s cytostatikami. Islo o testy NRU a MTT, ktoré vo svojej praci hodnotili aj
Fotakis s Timbrellom (2005). Pozorovali rozdiely v senzitivite jednotlivych testov
cytotoxicity, priCom v porovnani s proteinovym a LDH testom preukézali testy NRU
a MTT najvacsiu citlivost’ v detekcii cytotoxickych javov.

Jednotlivé metddy boli optimalizované pre pouziti bunkovu kultdru MCF-7.
Primarne bolo upravené mnozstvo buniek, nasadzovanych do jednotlivych jamiek
96-jamkovych dosti¢iek, ato z pévodnych 7 500 na 5000 buniek na 100 pul média.
V NRU teste boli bunky pred pridanim neutrdlnej cervene navySe oplachnuté
roztokom PBS. Vysledky boli odc¢itané po 48-hodinovej expozicii a spracované
ako je uvedené v kapitole 5.2.

Pred stanovenim antiproliferativneho efektu taxolovych derivatov, bolo nutné
ur¢it’ ICsp samotného paclitaxelu. Testy boli vykonané v dvoch koncentraénych
rozmedziach, pricom hotnoty ICs Sa Vv nich lisili. Priemerné hodnody pre test NRU
aMTT boli 8,08nM a8,14 nM, vtomto poradi. Jednotlivé experimenty mohli byt
ovplyvnené jednak postupnou vzrastajucou pasazou buniek, ich poétom, a tiez fazou
delenia, v ktorej sa bunky v ¢ase experimentu nachadzali (PTX zastavuje bunkovy
cyklus v G,/M-féze).

Stadia Liebmana ajeho spolupracovnikov (1993) napriklad preukazala,
Ze exponencidlne rastice bunkové linie su na paclitaxel citlivejSie nez tie, ktoré
sa nachadzaju v plat6 — faze rastu.

V svojej praci popisali tiez unikatny efekt paclitaxelu na proliferaciu buniek
v zavislosti na davke. Pomocou klonovacej metody sledovali frakciu prezitych buniek
po 24-hodinovej expozicii PTX, ktora prudko klesala od 2 —20 nM. ZvySenie davky
nad 50 nM uz toxicitu d’alej nezvySovalo (Liebmann akol. 1993). Wu a kolegovia
(2007) dosiahli maximalny inhibi¢ny efekt PTX na proliferaciu buniek MCF-7
s 500 nM PTX (vyhodnotené MTT testom), ¢o zodpoveda aj vysledkom v tejto praci.

Nasledne boli testované aj pripravené derivaty, a to v rozmedzi koncentracii
1 nM — 100 nM (resp. 500 nM). Ako referencna vzorka bol do experimentov zahrnuty aj
10nM PTX, pricom odpovedajuci antiproliferativny efekt derivitov sa prejavoval

az pri podstatne vysSich koncentraciach (50 — 100 nM). Stredna inhibi¢na koncentracia
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derivatov sa pohybovala rovnako vo vy$8ich hodnotach (=24 nM). Konkrétné hodnoty
boli uvedené v Tab.1., priCom u derivatov MP 211, MP 260 a MP 239 bolo mozné ur¢it’
len hodnoty IC,s, nakolko Zivotnost buniek neklesla pocas 48-hodinovej inkubacie
pod 50%.

Pripadné rozdielne vysledky dosiahnuté v tychto metédach u jednotlivych
testovanych latok, mézu byt’ okrem uz spominanych faktorov ovplyvnené aj samotnym
principom metdd, ktory je v pripade NRU a MTT rozdielny. Vitlny test s neutralnou
Cerveniou je zalozeny na aktivhom prijimani farbiva zivou bunkou cez neporusent
plazmaticki membranu a jeho ulozenie v lysosdmoch, zatial'¢o mftve bunky zostavaju
neofarbené. Test MTT rozliSuje zivotnost’ buniek na zaklade ich schopnosti redukovat
Zlth, rozpustnii tetrazolinovh sol MTT nanerozpustny fialovy formazan.
Cytoplazmatickd membrana je pre tento produkt nepriepustnd. Tato schopnost’ si
zachovavaji len Zzivé Dbunky s funkénym mitochondridlnym enzymom
sukcinat-dehydrogenézou.

Najvyraznejsi antiproliferativny efekt sa ukazal u posledného z testovanych
derivatov, MP 265. V MTT teste sa prvy pokles Zivotnosti buniek u itho prejavil uz pri
koncentracii 5nM (ICso = 8,05 nM). Antiproliferativny efekt zodpovedajuci 10 nM
PTX v oboch testoch vykazoval 15 nM MP 265. Zavislost' zivotnosti buniek na
koncentracii latky, ako je mozné pozorovat’ z grafu, je v pripade tohto derivatu najviac
podobny profilu PTX, ¢o naznacuje perspektivitu vyuzitia MP 265 pre d’alSie testy.

Vzhl'adom na to, Ze cytotoxicita PTX je vyrazne zavisld na dobe trvania
expozicie a menej na jeho koncentréacii (Liebmann a kol. 1993, Wu a kol. 2007), bolo
by vhodné u MP 265, arovnako aj ustatnych derivatov vykonat d’alSie testy
cytotoxicity v zavislosti na dobe expozicie. Predbezne bola tato zavislost’ pozorovana
pomocou pristroja XCELLigence, ktory na zéklade merania elektrickej impedancie
poskytuje kvantitativne informacie o biologickom statuse buniek v case. Tieto
informacie zahrnajii udaje o pocte buniek, ich viabilite a morfologii. Pre relevantné
vysledky je potrebne d’alsie testovanie.

Fakt, Ze cielené dopravenie tychto konjugatov k nadorovymn bunkach je naozaj
ovplyvnené konjugaciou s GnRH, by bolo potrebné preukazat dal$im testovanim.
Vhodné by bolo napriklad porovnanie ich antiproliferativneno efektu v zavislosti
na predloslom syteni receptorov samotnym horménom GnRH. Podobne, ako to v Svojej
praci skusali Huang a kolegovia (2010) s konjugadtom PTX-octreotid. Bunky MCF-7

najprv inkubovali s volnym octreotidom a nasledne aplikovali konjugat, ktorého
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cytotoxicita bola zniZzena v porovnani s experimentom bez octretotidu. Potvrdili tak
vstup konjugatu do bunky endocyt6zou sprostredkovanou SSTR.

Vhodné by bolo aj porovnanie antiproliferativneho efektu latok na nenadorove
bunky a na ind bunkovd liniu, ktord by nemala GnRH receptory, ¢im by sa potvrdila

selektivita MP konjugéatov na nadorove bunky s GnRH receptorom.
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7. ZAVER

Dosiahnuté vysledky je mozné zhrnat’ do nasledujucich bodov:

e Pouzité metddy stanovenia cytotoxicity MTT a NRU st dostatocne citlivé, aby
preukazali antiproliferativny efekt PTX ajeho derivatov na bunky MCF-7
po 48-hodinovej inkubacii.

e Vysledky dosiahnuté v testoch MTT a NRU su zna¢ne ovplyvnené pasazou buniek,
ich po¢tom a tiez fazou delenia, v ktorej sa bunky nachadzaju.

e Ztestovanych derivatov javil najvacési potencial v ramci antiproliferativneho efektu
v zavislosti na davke derivat MP 265.

e Derivaty by bolo vhodné v buducnosti podrobit’ testom, ktoré by preukazali
zavislost’ ich antiproliferativneho efektu na case.

e Vhodné by bolo porovnat ich tiez svysledkami v d’alsich bunkovych liniach
S0 znizenou, resp. ziadnou expresiou receptorov pre GnRH, pripadne vykonat’

experimenty zalozené na vysycovani receptorov pre GnRH.
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ZOZNAM SKRATIEK

AUC — Area Under Curve — plocha pod krivkou

ATCC — American Type Culture Collection — Americka zbierka tkanivovovych kultar
bcl-2 - B-cell lymphoma 2 — protein regulujuci apoptozu

BN - bombezin

BME — Basal Medium Eagle — komer¢né kultivaéné médium

BRCA 1,2 — tumorsupresorové gény (,,breast cancer®)

BSA — Bovinny Sérovy Albumin

CD 20,33,52 — antigény na povrchu buniek

CT — pocitacova tomografia

DCIS, LCIS — Ductal/Lobular Carcinoma in Situ — duktalny/lobularny karcinom
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium — komer¢né kultivacné médium
DMSO — DiMethylSulfOxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen — Nemeckéa
zbierka mikroorganizmov a bunkovych kultar

ECACC - European Collection of Cell Cultures — Eurdpska zbierka bunkovych kultur
ER — estrogénovy receptor

ErbB-2 — receptor epidermalneho rastového faktoru

FBS — fetalne bovinné serum

FSH — folikulostimula¢ny hormoén

GAP — GTPazu aktivujuci protein (guanozin trifosfataza)

GnRH-1,11 — Gonadotropin-Releasing Hormone — gonadotropiny uvolfiujuci hormoén
HA — kyselina hyalurénova

HEPES - fosfatovy pufr

HER-2/neu — onkoprotein, kéduje transmembranovy receptor rastového faktoru
IC25,50 — inhibi¢na koncentracia (25,50%)

IGFBP — Insuline-like Growth Factor Binding Protein — vazbovy protein pre IGF
LDH — laktatdehydrogenaza

LH — luteiniza¢ny hormén

LH-RH — Luteinizing-hormone-releasing hormone

MAPs - Mitogen-aktivované protein kinazy

55



MDR — Multidrug resistance — mnohopocetna lickova rezistencia
mdr-1a — gén kodujuci MDR

MG — prsna zl'aza (,,mammary gland”)

MTT — tetrazolinovy test chemorezistencie

MR — magneticka rezonancia

NCI — National Cancer Institute — Narodny institat rakoviny

NPY — neuropeptid Y

NRU — Neutral Red Uptake test — test s neutralnou ¢ervenou

PAM — protein asociovany s MY C (transkripény faktor, onkogén)
PET — pozitronova emisna tomografia

P-gp — glykoprotein P

PgR — progesterénovy receptor

PTX — paclitaxel, taxol

RNA — ribonukleova kyselina

RT-PCR — Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction — reverzna polymerazova
retazova reakcia

SAR - Structure-activity relationship — vzt'ah struktury a G¢inku
SST — somatostatin

SSTR - receptory pre somatostatin

T-E — Trypsin-EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid)

TNF-a — Tumor Necrosis Factor-alfa — tumor nekroticky faktor-alfa
TNM - Klasifikacia nadorov (Tumor, Nodes, Metastasis)

UEB AVCR - Ustav experimentélnej botaniky Akadémie vied Ceskej republiky
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