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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova v Prahe 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biochemických vied 

 

Kandidát: Ingrid Némethová 

Školiteľ: Doc. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Názov diplomovej práce: Cytotoxicita nových derivátov taxolu vo vybraných 

nádorových bunkových líniách. 

 

 

Paclitaxel (Taxol, PTX) je prírodný produkt s antitumorovu aktivitou, vyuţívaný 

v terapii rôznych druhov solídnych nádorov, predovšetkým prsníkov a vaječníkov. Patrí 

k tzv. mitotickým jedom, ktoré spôsobujú zastavenie bunkového cyklu a apoptózu 

bunky, zásahom do dynamiky mikrotubulov. Cieľom tejto práce bolo porovnanie 

antiproliferatívneho účinku PTX a jeho derivátov, ktoré boli pripravené v ÚEB AVČR 

konjugáciou s peptidovými  agonistami receptoru pre hormón uvolňující gonadotropíny 

(GnRH), v rámci cielenej protinádorovej terapie. Pre experiment bola zvolená bunková 

línia MCF-7, ktorá je odvodená z prsného adenokarcinómu a má receptory pre GnRH. 

Výsledky boli hodnotené dvoma rozdielnymi metódami (NRU, MTT). Zo šiestich 

testovaných látok vykazoval najsignifikantnejší antiproliferatívny efekt derivát MP 265. 

Pri pouţití ostatných látok nastával výraznejší pokles ţivotnosti buniek v porovnaní 

s PTX aţ pri vyšších koncentráciách. 

  



  

ABSTRACT 

Charles University in Prague 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Biochemical Sciences 

 

Candidate: Ingrid Némethová 

Supervisor: Doc. RNDr. Lenka Skálová, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Cytotoxicity of new taxol derivatives in selected tumor cell 

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 ÚEB AVČR 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. 
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1. ÚVOD 

 

Nádorové ochorenia sú celkom nepochybne jedným z najzávaţnejších 

problémov 21. storočia. Svedčí o tom predovšetkým neustály nárast počtu pacientov, 

ktorí sú postihnutí týmto ochorením. Problém je celosvetový a je veľmi aktuálny 

aj v Českej republike, kde na niektorý z druhov malígnych nádorov v priebehu ţivota  

ochorie kaţdý tretí, a zomrie kaţdý štvrtý človek (Prausová 2010). 

Hľadanie nových antitumorových zlúčenín na základe biologickej frakcionácie 

rastlinných extraktov viedlo k objaveniu niekoľkých aktívnych štruktúr. Ţiaľ iba zopár 

z nich preukázalo dostatočný farmakologický potenciál, aby podstúpili ďalšie klinické 

skúšky. Spomedzi týchto prírodných zlúčenín sa taxol dnes javí ako jedna 

z najsľubnejšich látok v liečbe karcinómu vaječníkov a prsníka (Guénard a kol. 1993). 

Ide o diterpenoid zo skupiny taxánov, pôvodne izolovaný z kôry pacifického 

tisu. Tieto látky patria medzi tzv. mitotické jedy s jedinečným mechanizmom účinku 

(Cibíková a kol. 2010; McGrogan a kol. 2008). Objavenie taxánov zásadným spôsobom 

zlepšilo moţnosti liečby niektorých typov solídnych nádorov, hoci podobne ako 

pri iných chemoterapeutikách, aj v tomto prípade je systémové podanie efektívnej 

dávky obmedzené zlou rozpustnosťou a najmä neselektívnym toxickým efektom. 

Dnes je uţ známe, ţe chemoterapeutické zlúčeniny a toxíny môţu byť 

kovalentne pripojené k rôznym nosičom. Predstavujú ich napríklad hormóny, ktorých 

receptory sú prítomné na nádorových bunkách, alebo monoklonálne protilátky 

prednostne rozpoznávajúce nádorové bunky. Takéto konjugáty sú potom navrhované 

s cieľom selektívne dopraviť cytotoxické látky do nádorových buniek 

(Schally, Nagy 1999). 

Súčasný výskum karcinómu prsníka bol riadený objavením početných cieľových 

buniek alebo tkanív, ktoré majú receptory pre určitý hormón alebo liečivo. Preukázanie, 

ţe gonadotropíny uvoľňujúci hormón (GnRH) a jeho receptory sú prítomné 

aj u hormón-dependentých karcinómov a podieľajú sa na regulácii rastu a progresie 

tumoru, vedie k sofistikovanejšej terapii ako je tradičná cytotoxická chemoterapia, 

alebo terapia zaloţená na hormónoch (Alvarez 2010; Limonta a kol. 2003). 

Cieľom predloţenej diplomovej práce bolo testovanie cytotoxicity nových 

konjugátov paclitaxelu s GnRH v bunkovej línii MCF-7 odvodenej z prsného nádoru. 
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2. TEORETICKÁ ČASŤ 

 

2.1 KARCINÓM PRSNÍKA 

 

Termínom karcinóm prsníka sú označované rôzne histologické formy malígnych 

nádorov vznikajúcich z epiteliálnych buniek mliečnej ţľazy. Jednotlivé typy sa líšia 

klinickým a rádiologickým nálezom, biologickými vlastnosťami a aktivitou. Napriek 

týmto odlišnostiam majú spoločné to, ţe infiltrujú malignými bunkami prsnú ţľazu, 

majú schopnosť invázie do okolitých štruktúr a tvorby vzdialených metastáz 

(Vyzula a kol. 2004). 

Karcinóm prsníka radíme medzi „civilizačné choroby“. Ide však o ochorenie, 

ktoré ľudstvo sprevádza po tisícročia. Prvé zmienky o tejto chorobe pochádzajú 

uţ z doby starovekého Egypta (Chovanec, Dostálová 2009). Karcinóm prsníka 

je najčastejším zhubným ochorením ţien. Tvorí u nich takmer 20% zo všetkých 

malígnych ochorení. Jeho incidencia je vysoká, neustále stúpa a postihuje pribliţne 6% 

ţenskej populácie (Vyzula a kol. 2004). 

U muţov je toto ochorenie veľmi vzácne. V roku 2005 bolo v Českej republike 

hlásených 44 prípadov, čo predstavuje 0,8 na 100 000 muţov. Karcinóm prsníka 

u muţov je v 80% hormonálne závislý. Významným rizikovým faktorom je prísun 

estrogénov pri poruche pečeňových funkcií alebo terapii karcinómu prostaty. Príznaky, 

diagnostika aj terapia sú obdobné ako pri karcinóme prsníka u ţien (Prausová 2010). 

 

2.1.1 RIZIKOVÉ FAKTORY 

 

Bolo zistených viacero rizikových faktorov, ktoré súvisia so vznikom karcinómu 

prsníka. Je ich moţné rozdeliť na faktory genetické, hormonálne, diétne a ďalšie faktory 

vonkajšieho prostredia. Aj napriek tomuto poznaniu vzniká karcinóm prsníka 

bez evidentnej príčiny u viac neţ 50% ţien (Vyzula a kol. 2004). 

Medzi rizikové faktory, ktoré môţu ovplyvniť vznik sporadického karcinómu 

prsníka patrí dlhšia expozícia estrogénom. Tomu zodpovedá včasný nástup 

menštruačnej aktivity, neskorá menopauza, prvá gravidita po 30-tom roku ţivota, krátka 

laktácia, nuliparita a dlhodobé uţívanie estrogénov v rámci substitučnej liečby. 
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Orálne kontraceptíva sa dnes uţ za rizikový faktor nepovaţujú 

(Vyzula a kol. 2004, Prausová 2010). 

Okolo 5 aţ 10% karcinómov prsníka a vaječníkov vzniká v dôsledku dedičnej 

vnímavosti. Tú spôsobuje mutácia v génoch BRCA. Tieto gény sú zodpovedné 

za vysoké celoţivotné riziko vzniku rakoviny prsníka a vaječníkov (BRCA1), 

aj rakoviny prsníka u muţov (BRCA2) (Altaner 2002). Genetické zmeny sú príčinou 

aj familiárnych karcinómov prsníka, kedy je v jednej rodine postihnutých viac ţien, 

ako vo vertikálnej, tak aj v horizontálnej línii (matka, sestra, babička). O rizikový faktor 

ide najmä v prípade výskytu nádoru premenopauzálne, a to aj bez preukázania vyššie 

uvedených génov (Vyzula a kol. 2004, Prausová 2010). 

Na vzniku karcinómu prsníka sa môţu podieľať aj diétne faktory, ktorými sú 

alkohol, vysoký príjem tukov a nedostatok fyzickej aktivity doprevádzaný váhovým 

prírastkom. Nadmerná tuková zásoba je spojená s vyššou plazmatickou koncentráciou 

estrogénov, nakoľko tie vznikajú mimo iného aj v tukovom tkanive konverziou 

z androgénnych prekurzorov produkovaných nadobličkami pomocou aromatáz 

(Vyzula a kol. 2004, Prausová 2010). 

Podobne aj vplyv vonkajšieho prostredia je zodpovedný za vznik karcinómu 

prsníka. Predovšetkým ionizujúce ţiarenie pred 40. rokom ţivota, pokiaľ je prsník 

v oţarovanom objeme kvôli liečbe predchádzajúceho malígneho ochorenia 

(Prausová 2010). 

Rizikom pre vznik karcinómu prsníka je aj prítomnosť niektorých proliferujúcich 

benígnych lézií – hyperplázií. Z hyperplázií sa vyvinú najprv neinvazívne karcinómy 

(karcinómy „in-situ“). Vyrastajú z malígne transformovaných epitelových buniek 

vývodov (duktálny karcinóm in situ, DCIS) a môţu vyrastať aj z epitelových buniek 

lalôčikov (lobulárny karcinóm in situ, LCIS) (Prausová 2010). 

 

2.1.2 SYMPTÓMY 

 

Základné symptómy ochorenia prsníka sa väčšinou zistia pri pravidelnom 

samovyšetrení prsníka, ktoré by sa malo stať neoddeliteľnou súčasťou hygienických 

návykov (Vyzula a kol. 2004). Príznaky, ktoré by mali ţenu priviesť k vyšetreniu 

u odborného lekára sú: zmena tvaru a veľkosti prsníka, zmena tvaru bradavky a jej 

vtiahnutie, ekzém bradavky, výtok z bradavky, zmena charakteru koţe prsníka a jeho 

zafarbenie, bolesti prsníka, hmatná hrčka v prsníku alebo v podpazuší. 



11 

 

Celkové príznaky ochorenia vyplývajú aţ z prítomnosti vzdialených metastáz. 

Sú to bolesti v kostiach, nechutenstvo, chudnutie, teploty, dušnosť. Špecifickým 

prejavom môţu byť paraneoplastické koţné príznaky (Prausová 2010). 

 

2.1.3 DIAGNOSTIKA 

 

Pre stanovenie správneho liečebného postupu je na prvom mieste nevyhnutná 

perfektná diagnostika, ktorá zahŕňa klinické vyšetrenie, zobrazovacie metódy, 

laboratórne vyšetrenie a histopatologické vyšetrenie vrátane imunohistochemickej 

charakteristiky ochorenia (Prausová 2010). 

Aj napriek polemike obklopujúcej dnešné reporty, predstavuje mamografia stále 

základný kameň skríningu rakoviny prsníka. Ide o rentgenologické vyšetrenie mäkkým 

ţiarením. V mamografickom obraze sa hodnotí tieň ţľazy, priame či nepriame známky 

patologického loţiska a uzliny v oblasti prednej axilárnej ţľazy. Mamografický skríning 

vďaka včasnej detekcii redukuje mortalitu a je široko doporučovaný ako integrálna 

súčasť preventívnej starostlivosti. Pre ţeny staršie ako 40 rokov odporúča väčšina 

hlavných zdravotných organizácií ročné, alebo polročné pravidelné mamografické 

vyšetrenie (Vyzula a kol. 2004, Mincey a kol. 2004). 

Nárok na vykonanie mamografie má ţena poistená v Českej republike 

vo veku nad 45 rokov s doporučením praktického lekára alebo gynekológa. Vyšetrenie 

sa cyklicky opakuje, frekvencia je daná nálezom a mierou rizika ochorenia 

pre sledovanú (Prausová 2010). 

Mladým ţenám so zvýšeným rizikom rozvinutia rakoviny prsníka by malo byť 

odporúčané podstúpiť mamografické vyšetrenie pred 40-tym rokom ţivota. Súčasné 

postupy navrhujú, aby ţeny s mutáciou génov BRCA1 alebo BRCA2 podstúpili 

mamografiu vo veku 25 rokov, alebo 10 rokov predtým, ako je najmladší vek, kedy bola 

v rodine diagnostikovaná rakovina prsníka (Mincey a kol. 2004). 

Ultrasonografické vyšetrenie prsníkov, uzlín podpazušia a nadkľučkovej oblasti 

je doplnkovým vyšetrením. Má význam najmä u mladých ţien s hmatnou rezistenciou, 

kde môţe byť mamografia neprehľadná. Pod jeho kontrolou je tieţ moţné vykonať 

bioptické vyšetrenie, tj. odber tkaniva na ďalšie histopatologické zhodnotenie 

(Prausová 2010). 

Prsná ţľaza môţe byť vyšetrovaná rovnako magnetickou rezonanciou (MR), 

pozitrónovou emisnou tomografiou (PET) a výpočtovou tomografiou (CT). Obecne 
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sa MR a PET vyuţíva ako doplňujúca cielená metóda k hodnoteniu atypických obrazov 

v MG, k vyhľadávaniu prídatných loţísk a postihnutých uzlín. CT má obmedzenú 

výpovednú hodnotu a pouţíva sa len pri podozrení na rozšírenie patologického procesu 

do hrudnej dutiny (Vyzula a kol. 2004). 

Charakteristika kaţdého nádoru na molekulárnej úrovni sa postupne stáva 

základom diagnosticko-terapeutického procesu. Súčasná molekulárna klasifikácia 

je zaloţená na delení na jednotlivé podtypy podľa stupňa expresie estrogénových 

receptorov (ER), progesterónových receptorov (PgR) a expresie onkoproteínu receptoru 

skupiny epidermálnych rastových faktorov HER-2 (ErbB-2) (Petruţelka 2007). 

 

2.1.4 TERAPIA 

 

Karcinóm prsníka je morfologicky a geneticky veľmi heterogénne ochorenie. 

Dôvodom je ako biologická variabilita, tak aj inter-individuálna variabilita 

(performance status, vek, komorbidity, počet a miesta metastatického postihnutia) 

(Petruţelka 2007). Štádium ochorenia sa určuje podľa klasifikácie TNM (tumor, noduli, 

metastases), a je vodítkom k určeniu liečebnej stratégie (Prausová 2010). 

Liečebná stratégia je určovaná podľa klinického štádia ochorenia a podľa 

prognostických faktorov. Medzi obligátne prognostické faktory, ktoré napovedajú 

o moţnom vývoji karcinómu prsníka patrí stav axilárnych uzlín, veľkosť tumoru, jeho 

histologický typ a stupeň diferenciácie, rovnako aj hodnoty proliferačných indexov 

(mitotický index), stav hormonálnych receptorov a amplifikácia alebo overexpresia 

HER-2 (Chovanec, Dostálová 2009). 

V liečbe tohto nádorového ochorenia sa pouţívajú všetky liečebné modality 

typické pre nádorové ochorenia, tj. chirurgický výkon, rádioterapia (liečba 

lokoregionálna), ďalej chemoterpaia a hormonoterapia (liečba systémová). 

V posledných rokoch boli do liečebných štandardov karcinómu prsníka zapracované aj 

metódy molekulárnej biologickej liečby (Chovanec, Dostálová 2009). 

Hormonálna liečba je najstaršia a najbezpečnejšia klinicky overená systémová 

liečba pouţívaná vo všetkých štádiách karcinómu prsníka. Objav hormonálnych 

receptorov umoţnil identifikáciu nádorov senzitívnych k tejto liečbe, a preto 

je v dnešnej dobe nepredstaviteľné zahájiť liečbu bez znalosti tejto základnej informácie 

(Petruţelka 2007). 
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Expresia hormonálnych receptorov nádorovými bunkami umoţňuje ovplyvnenie 

rastu tumoru tým, ţe sa odstránia jeho rastové faktory – estrogény. Eliminovať účinky 

estrogénov je moţné niekoľkými spôsobmi. Ablatívnu liečbu predstavuje chirurgická, 

radiačná alebo farmakologická kastrácia, vyuţívajúca analógy GnRH. V rámci 

komeptetívnej liečby sa vyuţíva parciálny agonista estrogénu tamoxifén, a v inhibičnej 

liečbe inhibítory aromatázy. Patria k nim nesteroidné látky anastrozol a letrozol, a tieţ 

steroidné exemestan a formestan. Tieto látky sú účinné len u postmenopauzálnych 

pacientiek, nakoľko u nich je hlavným zdrojom estrogénov aromatizácia 

nadobličkových androgénov (Vyzula a kol. 2004; Smith, Chua 2006). 

Karcinóm prsníka je systémovým ochorením, a preto je dominantnou liečebnou 

metódou tohto ochorenia systémová liečba, ktorou je aj chemoterapia. Účinných 

reţimov cytostatických kombinácií existuje celá rada. Sú určované na základe 

výsledkov klinických štúdií a následne doporučované pre adjuvantné či paliatívne  

reţimy liečby (Prausová 2010). 

Konvenčná chemoterapia predlţuje dĺţku ţivota bez prejavov ochorenia 

a celkovú dobu preţitia. Cieľom adjuvantnej terapie je úplná eradikácia reziduálnej 

choroby. V posledných dvoch desaťročiach bola doloţená výhoda reţimov 

s antracyklínmi, ktoré sa stali základom väčšiny adjuvantných kombinácií. Ďalším 

významným krokom k zlepšeniu liečebných výsledkov bolo zaradenie taxánov, ktoré 

sa stali štandardnou súčasťou adjuvantnej a neoadjuvantnej liečby (Petruţelka 2007). 

Najmenej u štyridsiatich cytostatík bola preukázaná účinnosť v liečbe karcinómu 

prsníka. Výrazné zlepšenie znamenalo zavedenie nových cytostatík často s unikátnymi 

mechanizmami účinku ako sú taxány (paclitaxel a docetaxel), vinorelbin, gemcitabin 

a nové fluoropyrimidíny (Petruţelka 2007). 

Monoterapia stále zostáva rozumnou voľbou s cieľom zlepšenia kvality ţivota 

a s niţším rizikom neţiadúcich účinkov obzvlášť u pacientov s pomaly progredujúcim 

ochorením a negatívnou expresiou hormonálnych receptorov. Od polychemoterapie 

je na druhej strane moţné očakávať vyššiu pravdepodobnosť liečebnej odpovede 

pri rýchlejšom nástupe, ale za cenu zvýšeného rizika neţiadúcich účinkov. 

Meta-analýza 37-ich randomizovaných štúdií, ktoré zahŕňali aj nové liečivá v terapii 

karcinómu prsníka ukázala, ţe kombinácia chemoterapeutík zvýšila stupeň odpovede 

a zlepšila čas do progresie tumoru, s 12% zvýšením celkového preţívania 

(Petruţelka 2007; Alvarez 2010). 
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2.2 MODELOVÉ SYSTÉMY PRE VÝSKUM NÁDOROV PRSNÍKA 

 

Miera preţitia pacientov s karcinómom prsníka sa v posledných rokoch neustále 

zlepšuje, a to prevaţne pokrokom a lepším prístupom k včasnej diagnostike a účinnejšej 

liečbe. Nové preventívne a terapeutické stratégie však vyţadujú lepšie pochopenie 

genetiky a biológie ľudského karcinómu prsníka, a teda aj vhodné in vitro a in vivo 

modely (Kim a kol. 2004). 

V objasnení rakoviny u ľudí sa ako nesmierne cenné ukázali modelové systémy 

tumorizovaných myší. Napomohli objasniť úlohu predispozičných génov a definovať 

podstatu rakoviny ako genetického ochorenia. Mnohí vedci potvrdili ich uţitočnosť 

aj pri identifikácii nových ľudských inhibítorov angiogenézy alebo štúdiu kostných 

metastáz karcinómu prsníka (Hann, Balmain 2001; Murphy a kol. 2000). 

Pri extrapolácii výsledkov zo zvierat na ľudí je dôleţité porovnať a doplniť 

výsledky experimentov z rôznych modelových systémov (Červenková a kol. 2001). 

Bunkové kultúry, na ktorých je vykonávaná najväčšia časť výskumu karcinómu 

prsníka, predstavujú in vitro modelové systémy charakterizované zachovaním 

uceleného bunkového metabolizmu. Majú dôleţitú a nenahraditeľnú úlohu 

v metabolických výskumoch, ktoré predchádzajú vývoju nových potenciálnych liečiv. 

Bunkové línie sú získavané zo svetových zbierok, ako je napríklad ATCC alebo 

ECACC. Alternatívou je pouţitie kultúr zaloţených priamo z primárnych nádorov 

prsníka (Burdall a kol. 2003; Červenková a kol. 2001). 

Vyuţitie bunkových kultúr v experimentálnej práci má v porovnaní s inými 

typmi biologických modelov zásadné výhody. Predovšetkým, pokus prebieha 

na jedinom, dobre charakterizovanom bunkovom type, a jeho výsledky 

nie sú ovplyvnené interakciou s inými orgánmi, tkanivami či bunkovými populáciami. 

Zjavnou výhodou je teda zjednodušenie experimentálneho systému. Navyše poskytujú 

moţnosť vykonávať aj pomaly prebiehajúce alebo časovo náročné experimenty 

(Červenková a kol. 2001; Vejraţka 2008). 

Kultúry normálnych buniek majú obmedzenú ţivotnosť. Po niekoľkých 

pasáţach menia svoje vlastnosti a prestanú sa deliť. Nádorové bunky sa však svojimi 

vlastnosťami od nich líšia. Spravidla sa lepšie mnoţia, všeobecne ľahšie kultivujú, 

a k ich starnutiu väčšinou nedochádza (Vejraţka 2008). Na monitorovanie ţivotnosti 
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sa najčastejšie pouţíva test s trypánovou modrou, ktorý je jednoduchý a aplikovateľný 

na izolované bunky v suspenzii (Červenková a kol. 2001). 

Pri experimentoch s kultivovanými bunkami je nutné mať na pamäti, ţe ide 

o prácu s modelom in vitro, ktorý môţe a nemusí dobre odráţať pomery za podmienok 

in vivo. Kultivované bunky majú napríklad s ich okolím omnoho väčšiu kontaktnú 

plochu. Zároveň im však chýba obvyklý tkanivový kontext, teda iné typy buniek, 

s ktorými by komunikovali (Červenková a kol. 2001; Verjaţka 2008). 

S pouţívaním bunkových kultúr je spojená aj ich náchylnosť na genotypový 

a fenotypový drift. Wistuba a jeho spolupracovníci porovnávali zmeny v bunkových 

líniách oproti pôvodným nádorovým tkanivám. Pretoţe doba zdvojenia bunkovej 

populácie je u bunkových kultúr podstatne kratšia ako u nádorov in vivo, 

je aj frekvencia mutačných zmien rýchlejšia. Okrem rozdielov v miere rastu buniek, 

zmeny boli pozorované aj v obsahu hormonálnych receptorov, karyotype a 

klonogenicite, hoci sa bunky javili morfologicky identické (Burdall a kol. 2003; 

Wistuba a kol. 1998). 

Práca s kultivovanými bunkami je pre výskum veľmi prínosná a rozširuje 

moţnosti, ktoré poskytujú iné pokusné modely. Nemôţe však úplne nahradiť pokusy 

vykonávané na tkanivách, orgánoch a laboratórnych zvieratách alebo ľudských 

dobrovoľníkoch (Vejraţka 2008). 

 

2.2.1 BUNKOVÁ LÍNIA MCF-7 

 

 Bunkové línie sú široko pouţívané v mnohých aspektoch laboratórneho 

výskumu, obzvlášť ako in vitro modely pri výskume rakoviny. Manipulácia s nimi 

je jednoduchá, vykazujú pomerne vysoký stupeň homogenity a sú ľahko nahraditeľné 

zo zmrazených zásob v prípade ich kontaminácie (Burdall a kol. 2003). 

 Bunková línia MCF-7 bola odvodená v Michiganskej nadácii pre rakovinu 

(odtiaľ jej akronym) v roku 1973. Bunky boli odobrané z pleurálneho výpotku 69-ročnej 

ţeny kaukazského pôvodu, ktorá podstúpila dve mastektómie. Prvá preukázala benígne 

tkanivo, zatiaľ čo o päť rokov neskôr, odhalila druhá z operácií malígny 

adenokarcinóm. (Burdall a kol. 2003; DSMZ). 
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Obr. 1. Bunková línia MCF-7 (×100) 

 

 MCF-7 línia si zachovává niekoľko charakteristík diferencovaného prsného 

epiteliálneho tkaniva, zahŕňajúcich schopnosť spracovať estrogén vo forme estradiolu, 

a to prostredníctvom cytoplazmatických estrogénnových receptorov. Predstavuje tak 

vhodnú kontrolnú bunkovú líniu pozitívnu na estrogénový receptor. Okrem zachovanej 

estrogénovej senzitivity sú bunky MCF-7 citlivé aj na cytokeratín a obsahujú 

Tx-4 onkogény. Receptory pre desmín, endotelín, GAP a vimentín neobsahujú 

(Berkley Laboratory, DSMZ).  

 Horwitzová a jej kolegovia ako prví preukázali v bunkách MCF-7 aj ďalšie 

steroidné receptory, konkrétne receptory pre glukokortikoidy, progestíny a androgény. 

To robí z buniek MCF-7 výborný model pre štúdium mechanizmu nádorovej odpovede 

na endokrinnú terapiu, a tieţ komplexných vzťahov medzi väzbovými a biologickými 

účinkami týchto hormónov (Horwitz a kol. 2003). 

 Pri kultivácii buniek MCF-7 v in vitro podmienkach sa odporúča kultivačné 

médium DMEM s prídavkom 10% bovinného séra, často obohatené aj o rôzne 

aminokyseliny, antibiotikum alebo pufračný roztok. Bunky sú schopné vytvárať 

domény, rastú adherentne, a podobne ako bunky epitelu, v monovrstvách. Ich rast môţe 

byť inhibovaný TNF alfa. Sekrécia IGFBP môţe byť modulovaná terapiou 

antiestrogénmi. Pri zmrazovaní bunkovej línie sa pouţíva kultivačné médium 

s prídavkom 5% DMSO. 

 Osborn spolu s kolegami preukázali mnoho rozdielov v beţne pouţívanej 

bunkovej línii MCF-7 získanej z rôznych laboratórií. Subpopulácie môţu vzniknúť 

a zapríčiniť fenotypové zmeny v čase selekciou špecifických, rýchlejšie rastúcich 

klonov v rámci populácie (prevzaté z Burdall a kol. 2003). 
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Okrem bunkovej línie MCF-7, ktorá je vo svete najbeţnejšie pouţívaná, existujú 

aj ďalšie bunkové línie pouţívané ako modely karcinómu prsníka. Boli získané 

napríklad z prsnej ţľazy invazívneho duktálneho karcinómu (BT20) alebo pleurálneho 

výpotku adenokarcinómu (MDA-MB-231, MDA-MB-468, SkBr3). Väčšina týchto 

bunkových línií nepochádza z primárneho nádoru prsníka, ale z nádorových metastáz, 

aspirátov alebo pleurálnych výpotkov, teda z agresívnejších nádorov. Klinicky 

relevantnejšie by však bolo pouţívanie buniek získaných priamo z primárneho nádoru, 

nakoľko aj väčšina liečiv je zameraná práve na ne (Burdall a kol. 2003). 

 

2.3 TAXÁNY 

 

Protinádorová chemoterapia prekonala v minulých desaťročiach búrlivý rozvoj. 

Pôvodne bola len doplnkovou liečbou, ale postupne naberala význam štandardnej 

liečebnej metódy a stala sa rovnocennou chirurgickej liečbe a rádioterapii. Zavedenie 

taxánov do terapie zásadným spôsobom zlepšilo moţnosti liečby niektorých typov 

solídnych tumorov, najmä karcinómu prsníka, karcinómu ovária či nemalobunkového 

karcinómu pľúc (Klener 2010). 

Taxány sú diterpenoidy izolované z rastlinného materiálu, ktorým sa v poslednej 

dobe venuje veľa pozornosti, nakoľko sa javia ako účinné protinádorové 

a antileukemické látky. Doteraz je známych viac ako 300 taxánov (prírodných aj 

semisyntetických), z ktorých mnohé sú dnes v preklinickom výskume ako potenciálne 

protirakovinové liečivá. Okrem chemoterapeutickej aktivity taxánov sú známe aj ich 

antiproliferačné, antiangiogénne a protizápalové účinky (Cibíková a kol. 2010; 

Maruna a kol. 2010). 

Prvou zlúčeninou s taxánovým kruhom, u ktorej bola preukázaná protinádorová 

aktivita je paclitaxel. Bol objavený v rámci programu NCI (National Cancer Institute), 

v ktorom boli extrakty z tisícok rastlín skúšané na protirakovinovú aktivitu. V roku 

1963 bolo v predklinických štúdiách zistené, ţe surový extrak z kôry pacifického tisu 

Taxus bervifolia vykazuje cytotoxickú aktivitu voči mnohým tumorom 

(Rowinsky, Donehower 1995). 

Paclitaxel bol identifikovaný ako aktívna zloţka tohto extraktu v roku 1971. 

Hoci predstavoval novú chemickú štruktúru a mal širokú preklinickú aktivitu, jeho ďalší 

vývoj bol vzhľadom na náročný spôsob extrakcie spomalený. Navyše sa voči 
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experimentálnym nádorom nezdal byť účinnejší ako ostatné látky, ktoré boli v tom čase 

vo vývoji. Záujem o paclitaxel bol obnovený v roku 1979, kedy bol identifikovaný jeho 

jedinečný mechanizmus účinku (Bořek-Dohalská, Stiborová 2000; 

Rowinsky, Donehower 1995). 

Fáza I klinického výskumu začala v roku 1983. Úsilie výskumníkov bolo 

zamerané najmä na syntézu taxolu a vyvrcholilo po desaťročí, kedy sa Holtonovi 

a Nicolauovi súbeţne syntéza podarila (Harrison 1996). V priebehu ďalších rokov sa 

z necytotoxického prekurzoru 10-deacetylbaccatinu III, extrahovaného z ihličia Taxus 

baccata, podarilo polosynteticky pripraviť ďalší významný taxán – docetaxel 

(Bořek-Dohalská, Stiborová 2000). 

 

 

Obr. 2. Štruktúrny vzorec taxánov (prevzaté z Bořek-Dohalská, Stiborová 2000) 

a) paclitaxel: R1 = C6H5, R2 = COCH3; b) docetaxel: R1 = OC(CH3)3,R2= H. 

 

 Z farmaceutického hľadiska významnými derivátmi paclitaxelu sú 7-epitaxol 

alebo derivát 14-hydroxy-10-deacetylbaccatinu III označený ako IDN 5109, ktorý 

vykazuje vysokú účinnosť na bunky karcinómu vaječníkov (modely 1A9, HOC 18), 

pričom spôsobuje 90–100% nádorovú regresiu. Navyše je zatiaľ jediným taxánom, 

ktorý by bol vhodný aj na perorálnu aplikáciu (Maruna a kol. 2010). 

Nádejným prípravkom sa javí aj polosynteticky pripravený perorálny taxán 

tesetaxel, ktorý podľa klinických štúdií javí účinnosť u maligného melanómu 

a karcinómu ţalúdka. K látkam novej generácie patria tzv. taxoidy (larotaxel 

a ortataxel), ktoré sú v štádiu preklinického a klinického testovania (Klener 2010). 
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2.3.1 MECHANIZMUS ÚČINKU 

 

Blokáda bunkového delenia môţe byť spôsobená poškodením cytoskeletárnych 

štruktúr a/alebo enzýmov nutných pre hladký priebeh mitózy. Mikrotubuly majú 

kľúčovú úlohu nielen pre správnu migráciu chromozómov pri mitóze, ale podieľajú sa 

tieţ na udrţaní tvaru bunky, na bunkovej motilite (a teda aj invazivite a metastázovaní), 

a na prenose signálov medzi povrchovými receptormi a jadrom (Klener 2010). 

Mikrotubuly sú tvorené z tubulínu, proteínu, ktorý sa skladá z dvoch 

podjednotiek (α, β). Tubulín sa formuje striedavým radením oboch podjednotiek 

do protofilament. Trinásť protofilament vytvára mikrotubulus. Za normálnych 

podmienok existuje v bunke rovnováha medzi voľným tubulínom a tubulínom 

viazaným v mikrotubuloch. Uvedená rovnováha je kontrolovaná rôznymi 

biochemickými entitami a proteínmi (napr. MAPs), a môţe byť ovplyvnená aj rôznymi 

xenobiotikami (Bořek-Dohalská, Stiborová 2000). 

Horwitzová a jej spolupracovníci preukázali, ţe bunkový cieľ taxolu je tubulín. 

Iné prírodné zlúčeniny, ako vinblastín, kolchicín a myatansín, známe ako 

antimikrotubulové liečivá, zabraňujú formovaniu mikrotubulov. Narozdiel od nich 

sa taxol správa ako promotor kompletovania tubulínu, rovnako ako inhibítor 

rozkladného procesu (Guénard a kol. 1993). 

 

 

Obr. 3. Mechanizmus účinku paclitaxelu (prevzaté z Sonza 2004) 

Iniciácia a elongácia protofilament z podjednotiek tubulínu prebieha v prítomnosti PAM, 

Mg
2+ 

iónov a guanozín trifosfátu. Tento proces je pri 0°C a prítomnosti Ca
2+

 iónov reverzibilný. 

Pôsobením paclitaxelu dochádza k stabilizácii jadier a vytvoreniu porušeného mikrotubulu 

bez schopnosti depolymerizácie. 
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Inhibícia depolymerácie urýchľuje tvorbu mikrotubulov, a stabilizuje tie, ktoré 

uţ boli vytvorené. Podobne ako u inhibítorov polymerizácie, je mitóza narušená 

v G2/M kontrolnom bode. Mimoriadne stabilné mikrotubuly vytvorené v prítomnosti 

taxolu rozvracajú normálnu dynamiku mikortubulov, ktorá je potrebná pre delenie 

bunky a ďalšie ţivotne dôleţité procesy interfáze, a spôsobujú tak jej smrť 

(Klener 2010; Rowinsky, Donehower 1995). Zastavením bunkového cyklu 

v premitotickej G2-fáze zlepšujú taxány aj cytotoxický efekt ionizujúceho ţiarenia, 

nakoľko bunky v tejto fáze sú v porovnaní s ostatnými fázami rádiosenzitívnejšie 

(Klener 1996). 

Je pravdepodobné, ţe ďalším mechanizmom účinku taxánov je indukcia 

programovanej smrti bunky – apoptózy. Taxány tlmia expresiu onkogénu bcl-2, 

kódujúceho proteín vnútornej membrány mitochondrií, ktorý apoptózu inhibuje. Presný 

mechanizmus apoptózy však nie je zatiaľ známy (Bořek-Dohalská, Stiborová 2000). 

Apoptóza indukovaná taxolom bola po prvý krát popísaná Bhallom a jeho 

kolegami na leukemických bunkách. Mnohé štúdie preukázali, ţe mechanizmus tejto 

apoptózy bol závislý na dávke podaného taxolu. Wu a jeho spolupracovníci vykonali 

štúdiu na bunkách karcinómu prsníka MCF-7, ktorá potvrdila závislosť inhibície rastu 

na čase a dávke paclitaxelu. V súvislosti s biochemickými zmenami počas tohto procesu 

merali Wu a jeho kolegovia transport rôznych aminokyselín, ktorý preukázal zvýšený 

uptake alanínu závislého na sodíku. Kubota a kolegovia popísali signifikantné zvýšenie 

hladín alanínu u pacientov s karcinómom prsníka a tieţ u iných druhov rakoviny 

(prevzaté z Wu a kol. 2007). 

 

2.3.2 REZISTENCIA 

 

Chemorezistencia v liečbe taxánmi je pravdepodobne spojená s kontrolným 

bodom pre deliace vretienko a nefunkčnou reguláciou signálu apoptózy. Taktieţ 

zvýšená expresia efluxnej pumpy MDR-1/P-gp,  pozmenená expresia proteínov 

mikrotubulov, zahŕňajúcich tau, stathmin a MAP4, môţu pomôcť pri identifikácii 

pacientov, ktorí majú najvyššie riziko návratu ochorenia a tých, ktorí s najväčšou 

pravdepodobnosťou budú z terapie taxánmi prosperovať (McGrogan a kol. 2008). 

Boli charakterizované dva mechanizmy získanej rezistencie na taxány. Po prvé, 

niektoré nádory obsahujú alfa- a beta-tubulín s porušenou schopnosťou polymerizovať 

na mikrotubuly a im vlastný pomalý stupeň polymerizácie, je vlastne taxánmi 
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normalizovaný. Druhý mechanizmus zahŕňa amplifikáciu membránových 

fosfoglykoproteínov, ktoré fungujú ako efluxné pumpy (Rowinsky, Donehower 1995). 

Fenotym MDR rezistencie tumorových buniek udeľuje rôzne stupne skríţenej 

rezistencie štruktúrne objemným prírodným produktom, zahŕňajúcim antracyklíny, 

etoposid, vinca alkaloidy, kolchicín a taxány. Podiel týchto mechanizmov na klinickej 

rezistencii zatiaľ nie je známy, ale výsledky počiatočných klinických štúdií 

na pacientoch s karcinómom prsníka poukazujú na neprítomnosť celkovej skríţenej 

rezistencie medzi taxánmi a antracyklínmi, čo by sa neočakávalo, ak by fenotyp 

mnohonásobnej rezistencie bol dôleţitým mechanizmom celkovej rezistencie 

(Rowinsky, Donehower 1995). 

 

 

2.3.3 PACLITAXEL 

 

 Paclitaxel je biely prípadne šedobiely kryštalický prášok s empirickým vzorcom 

C
47

H
51

NO
14

  a molekulovou hmotnosťou 853,92. Je vysoko lipofilný, nerozpustný 

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

Chemický názov paclitaxelu je 5β,20-epoxy-1,7β-dihydroxy-9-oxotax-11-en-

-2α,4,10β,13α-tetrayl-4,10-diacetát-2-benzoát-13-[(2R,3S)-3-benzamido-3-fenyl-2-

-hydroxypropanoát]. 

 In vitro štúdie o väzbe paclitaxelu na ľudské sérové proteíny (v koncentračnom 

rozmedzí od 0,1 do 50 μg/ml) preukázali väzbovosť medzi 89% aţ 98%. Prítomnosť 

cimetidínu, ranitidínu, dexamethasonu alebo diphenylhydramínu neovplyvnila 

väzbovosť paclitaxelu na proteíny (Šálek a kol. 2010). 

 Po intravenóznom podaní vykazuje paclitaxel u ľudí nelineárnu 

farmakokinetiku. Maximálne plazmatické koncentrácie, a rovnako aj AUC 

sa v časových profiloch menia neúmerne zmenám v dávke (Kearns a kol. 1995). 

 Spareboom a jeho kolegovia študovali vplyv črevného P-glykoproteínu 

na farmakokinetiku paclitaxelu s vyuţitím mdr1a homozygotne upravenej myši, ktorá 

v čreve nevykazuje funkčný P-glykoproteín. Ich výsledky preukázali, ţe P-glykoproteín 

obmezuje perorálny uptake paclitaxelu a je zodpovedný za jeho priame vylučovanie 

z krvného obehu do lumen čreva (Spareboom a kol. 1997). 
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 Eliminácia paclitaxelu z plazmy má dvojfázový priebeh. V prvej fáze dochádza 

k rýchlemu poklesu, čo zodpovedá distribúcii tohto cytostatika do tkanív, druhá, pomalá 

fáza predstavuje postupné uvoľňovanie paclitaxelu z periférneho “poolu”. Oxidácia 

paclitaxelu v ľudskom organizme aj v experimentálnych zvieratách je veľmi efektívna. 

Väčšina liečiva je vylučovaná vo forme metabolitov, a to predovšetkým cestou exkrécie 

do ţlče (71%) (Bořek-Dohalská, Stiborová 2000). 

Hlavné cesty premeny paclitaxelu v ľudskom organizme sa líšia od metabolizmu 

v experimentálnych zvieratách. In vitro štúdie s ľudskými pečeňovými mikrozómami 

a tkanivovými rezmi ukázali, ţe paclitaxel bol metabolizovaný primárne 

na 6α-hydroxypaclitaxel cytochrómom P450 (isozym CYP2C8) a na dva minoritné 

metabolity, 3'-p-hydroxypaclitaxel a 6α,3'-p-dihydroxypaclitaxel, cytochrómom 

CYP3A4. Farmakokinetika paclitaxelu teda môţe byť in vivo pozmenená aj dôsledkom 

interakcie so zlúčeninami, ktoré sú substrátmi, induktormi alebo inhibítormi CYP2C8 

a/alebo CYP3A4 (Šálek a kol. 2010). 

Z neţiadúcich účinkov je limitujúcim faktorom liečby paclitaxelom 

myelosupresia, ktorá sa vzťahuje na dobu, počas ktorej je plazmatická koncentrácia 

paclitaxelu  ≥ 0,05 µmol/L (Gianni a kol. 1995). Častá je tieţ hypersenzitívna reakcia 

spôsobená uvoľnením histamínu. Preto by pred zahájením kaţdého cyklu s paclitaxelom 

mali byť pacienti premedikovaní (kortikosteroidy, antihistaminika a antagonisti 

H2-receptorov) (Novotná a kol. 2008). Kardiotoxicita sa môţe prejaviť poruchami 

rytmu a neurotoxicita parestéziami v končatinách alebo v periférnej oblasti. Alopécia 

je takmer 100%, objaví sa medzi 14. a 21. dňom, a je náhla a úplná. 

Z gastrointestinálnej toxicity je najčastejšia nevoľnosť, zvracanie, mukozitída, anorexia 

a zápcha (Klener 1996). 

Protinádorové účinky cytostatík sú úmerné dávke a zodpovedajú hladinám 

v organizme a dobe, počas ktorej tieto koncentrácie pretrvávajú. To platí 

aj pre paclitaxel, ktorého metabolity majú veľmi slabú alebo ţiadnu protinádorovú 

účinnosť. Vzhľadom na to, ţe účinky paclitaxelu sú úmerné jeho koncentrácii 

v organizme, nie je moţné vylúčiť, ţe individuálne odlišná farmakokinetika môţe 

prispieť k odlišnej protinádorovej účinnosti paclitaxelu u rôznych pacientov 

(Kubala a kol. 2007). 
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2.3.3.1 VZŤAH ŠTRUKTÚRA – ÚČINOK 

 

Po sprístupnení semisyntézy bolo moţné začať aj so syntézou analógov 

za účelom pochopenia molekulového základu aktivity, či účinnejších analógov s vyšsou 

selektivitou na nádorové bunky, alebo menej zloţitej molekuly s podobným 

mechanizmom účinku ako má taxol (Harrison 1996). 

Intenzívne štúdium vzťahu štruktúra – aktivita (SAR) poukazuje na tri kľúčové 

postranné reťazce v juţnej hemisfére molekuly: C-13 N-benzoyl fenylizoserín, 

C-2 benzoát a C-4 acetát. Tieto reťazce sú z hľadiska konštitúcie atómov a molekulovej 

konformácie kritické pre naviazanie taxánu na tubulín. 

Pre zabezpečenie cytotoxickej aktivity je okrem postranného reťazca na uhlíku 

C13 nevyhnutná aj prítomnosť oxetánového kruhu na uhlíkoch C4, C5. Oxetánový kruh 

je nielen akceptorom protónov, ale zaisťuje aj pruţnosť tetracyklického jadra 

taxánového skeletu, čím sú taxány schopné zapojiť do reakcie s proteínmi bočné reťazce 

v polohách C-2, C-4 a C-13 (Maruna a kol. 2010). 

SAR štúdie C-2 pozície preukázali, ţe stereochémia 2-benzoyl skupiny v taxole 

zásadne determinuje jeho aktivitu. Na druhej strane, veľa taxolových analógov 

s aroyl- alebo alkylovou esterovou skupinou na C-2 pozícii sa vyznačuje ešte vyššou 

cytotoxicitou (Cibíková a kol. 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kostra taxolu pozostáva z niekoľkých kruhov: štvorčlenného, šesťčlenného, 

osemčlenného a periférnych funkčných skupín. Modifikácia kostry taxolu a objasnenie 

jej vzťahu k aktivite viedlo k nasledujúcim skutočnostiam: 

 oxetánový kruh je kľúčový pre zachovanie aktivity, otvorenie kruhu vedie 

k dramatickému poklesu bioaktivity, 

 

Obr. 4. Systém číslovania taxánového skeletu (prevzaté z Yuan 1998). 
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 zmenšenie osemčlenného kruhu na sedemčlenný stále poskytuje molekulu 

s tubulín depolymerizačnými vlastnosťami, 

 odstránenie acetylovej skupiny na uhlíku C10 nemá na aktivitu ţiaden vplyv, 

 odstránenie O-benzoylovej skupiny na uhlíku C2 spôsobuje výrazné zníţenie 

aktivity (Harrison 1996). 

 

Obr. 5. Vzťah medzi štruktúrou a účinkom paclitaxelu (prevzaté z Cibíková a kol. 2010). 

 

Štúdie aktivity na základe bočného reťazca, vykonané Potierom a Swindellom, 

odhalili nasledovné skutočnosti: 

 ochrana hydroxylovej skupiny na uhlíku C2' vytvorením esteru vyústila 

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

toxicity, 

 amid-acylová skupina na uhlíku C3' je rozhodujúca, ale v prírode sa moţe 

vyskytovať aj aromatická akupina alebo alkyl, 

 dusík viazaný na uhlíku C3' môţe byť nahradený atómom kyslíka bez straty 

aktivity, 

 arylová skupina na uhlíku C3' je potrebná, jej nahradenie methylovou 

skupinou zníţi aktivitu 19-násobne (Harrison 1996). 
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2.4 CIELENÁ CHEMOTERAPIA 

 

Nakoľko účinok cytostatík nie je prísne špecifický pre nádorové bunky, ale pôsobí 

viac či menej toxicky aj na normálne bunky, sú vedľajšie účinky mnohých cytostatík 

limitujúcim faktorom chemoterapie, a vo svojich dôsledkoch môţu viesť 

aj k závaţnému poškodeniu chorého (Klener 2010). 

Veľkosť efektu tradičných cytostatík na jednotlivé tkanivá závisí od stupňa 

proliferácie. Tkanivá s vyšším počtom proliferujúcich buniek sú vulnerabilnejšie 

ako pomaly proliferujúce. Poškodenie týchto tkanív sa v klinickom obraze prejaví 

toxicitou (útlm hemopoézy, mukozitída, alopécia) (Mardiak 2008). 

Bunkovo efektívne podanie liečiva je závaţný problém vzhľadom na náboj, 

hydrofilný charakter a veľkosť mnohých pouţívaných molekúl. Vysoké terapeutické 

dávky potrebné pre kompenzáciu zníţenej biodostupnosti liečiv, však často spôsobujú 

silné nepriaznivé účinky (Rennert a kol. 2009). 

Pri obmedzenom počte cytostatík s novými unikátnymi mechanizmami účinku 

smerujú inovácie k vývoju cytostatík s lepším profilom neţiadúcich účinkov 

(lipozomálny doxorubicín) pri podobných mechanizmoch účinku, alebo k vývoju 

nových foriem určených k perorálnemu podávaniu (kapacitabin, vinorelbin) 

(Petruţelka 2007). 

Pokiaľ ide o paclitaxel, jeho zlá rozpustnosť (0,25 µg/ml) vyţaduje koinjektáţ 

v nosiči zloţenom z Cremophoru EL®, ktorý spôsobuje hypersenzitívne reakcie. 

Na vyriešenie tohto problému sa vytvorili nové systémy nosičov ako emulzie, lipozómy, 

polymérne mikro/nanočastice, ktoré však bývajú často fagocytované alebo vylúčené 

z bunky membránovými transportérmi. Vytvorené boli tieţ nízko toxické polymérne 

micely s hydrofóbnymi liečivami uzavretými v jadre. Micely obsahujúce paclitaxel 

sa hromadia v nádore s vyššou permeabilitou, a postupne ho uvoľňujú v závislosti 

na pH bez straty aktivity (Cibíková a kol. 2010). 

Lee a kolegovia študovali chemické konjugáty paclitaxelu s kyselinou 

hyaluronovou (HA), z ktorých následne vytvárali micelárne agregáty nano rozmerov. 

Z týchto micelárnych konjugátov sa paclitaxel uvoľňuje v podmienkach kyslého pH. 

V nádorových bunkách, ktoré zvýšene exprimujú receptory pre HA, vykazovali 

konjugáty paclitaxel-HA výraznejší cytotoxický efekt, neţ v bunkách, ktorým tieto 
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receptory chýbajú. Predstavujú tak ďalšie potenciálne tumor-špecifické nanočasticové 

terapeutické látky (Lee a kol. 2008). 

Koncom 80. rokov výskum v oblasti molekulovej biológie a genetiky odhalil 

rozdiely v signálnych dráhach regulujúcich bunkovú proliferáciu a odštartoval 

systémovú evolúciu boja proti rakovine. V 90. rokoch sa výrazne transformoval prístup 

k vyvíjaniu protirakovinových liečiv, začala sa „éra cielenej terapie“, a hľadania liečiv 

selektívne účinných na kľúčové proteíny (Cibíková a kol. 2010). 

Po tom, čo bola objavená špecifickosť inerakcií antigén-protilátka, vytvoril 

Paul Ehrlich tzv. koncepciu „magických guličiek“. Táto idea je zaloţená na molekulách 

selektívnych pre cieľové bunky, ktoré sú pripojené k vysoko toxickej skupine. Ehrlich 

teda na základe predpokladu, ţe nádory obsahujú špecifické antigény, koncipoval 

predstavu o schopnosti protilátok dopraviť toxické zlúčeniny do nádorových buniek 

a eradikovať ich (Schally, Nagy 1999). 

Medzi najčastejšie molekulárne ciele vyuţívané v klinike patria povrchové 

antigény, vasoendoteliálny rastový faktor, receptor pre epidermálny rastový faktor 

a niektoré geneticky presne definované molekulárne abnormality (Mardiak 2008). 

S príchodom monoklonálnych protilátok, ktoré rozpoznávajú antigény pridruţené 

k mnohým typom rakoviny, bol dosiahnutý významný pokrok v cielenej terapii 

(Schally, Nagy 1999). Do liečby boli napríklad zavedené monoklonálne protilátky proti 

povrchovým antigénom CD20, CD33 a CD52, ktoré sú lokalizované na povrchu 

lymfómových a leukemických buniek. Klinické skúsenosti potvrdili, ţe mimoriadny 

účinok z tejto cielenej liečby majú predovšetkým pacienti s malignitami, ktoré 

sú podmienené geneticky presne definovanými molekulárnymi abnormalitami 

(napr. chronická myelocytárna leukémia) (Mardiak 2008). 

Časť z molekúl nevyhnutných pre vznik a rast nádoru sa nachádza aj v zdravých 

tkanivách. V nádoroch však býva ich expresia zvýšená, prípadne sa vyskytujú 

v zmutovanej podobe. Hormonálne receptory pre svoju overexpresiu v nádorových 

bunkách predstavujú ďalší z moţných cieľov terapie. Prvé hormonálne cielené 

chemoterapeutické látky, vyvinuté pre liečbu rakoviny prostaty a prsníka, vyuţívali 

ako nosiče estrogénové steroidné molekuly. Rôzne alkylujúce látky boli chemicky 

pripojené k tomuto nosiču, aby sa dosiahla selektivita a cytotoxicita pre bunky pozitívne 

na estrogénový receptor (Mardiak 2008; Schally, Nagy 1999). 
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2.4.1 KONJUGÁTY CHEMOTERAPEUTÍK S PEPTIDMI 

 

Jednou z moţnosí zvýšenia špecificity liečiv je vyuţitie receptorov pre určité 

peptidové hormóny, ktoré sú aberantne exprimované v mnohých ľudských tumoroch 

a peritumorálnych cievach, ktoré tumor vyţivujú.  Pouţitie týchto peptidov 

ako nosičových vektorov umoţňuje vytvorenie konjugátov so špecifickými 

terapeutickými výhodami. Peptidové hormóny ako napríklad somatostatín (SST), 

bombesín (BN), gonadotropíny uvoľňujúci hormón (GnRH) alebo ich analógy, 

sa pouţívajú po pripojení k rôznym cytotoxickým látkam (kamptotecín, paclitaxel, 

doxorubicín) ako nosičové vektory. Vyvinutých bolo niekoľko rôznych cytotoxických 

peptidových konjugátov, ktoré preukázali vyššiu toxicitu voči nádorovým bunkám 

a zároveň niţšiu voči normálnym tkanivám (Sun a kol. 2008). 

Schally a jeho spolupracovníci (1999) sa tejto otázke venujú uţ niekoľko rokov. 

Ehrlichovu koncepciu „magických guličiek“ vyuţili pre syntézu veľkého mnoţstva 

cytotoxických analógov hypotalamických peptidov (najmä GnRH). Vysokú 

špecifickosť peptidových receptorov vyuţili pri pokuse dopraviť látky do nádorových 

buniek, kde by následne mohli svoj cytotoxický efekt prejaviť prostredníctvom 

špecifických interakcií peptidov a receptorov. 

Pri návrhu a syntéze cielených protirakovinových látok je veľmi dôleţité 

zachovať biologickú aktivitu ako nosiča, tak aj cytotoxického radikálu, a ochrániť 

konjugát pred enzymatickou degradáciou kým nedosiahne cieľové bunky 

(Nagy a kol. 1996). 

Couplingom taxol - sukcinátu s NH2-terminálnym koncom octreotidu (dlhodobo 

účinný analóg SST) vytvorili Huang a kolegovia (2010) konjugát, ktorý v testoch 

na bunkách MCF-7 preukázal zachovanie biologickej aktivity paclitaxelu. Apoptózu 

nádorových buniek spúšťa tento konjugát prostredníctvom receptorov pre SST, 

a v porovnaní s voľným paclitaxelom je menej toxický pre bunky, ktoré SSTR 

exprimujú v niţšom rozsahu (Huang a kol. 2000). 

Cielenie liečiv na receptory, ktoré sú zahrnuté v angiogenéze nádoru predstavuje 

nový a sľubný prístup v zlepšení terapie rakoviny. Chen a jeho kolegovia 

vyhodnocovali protinádorovú aktivitu paclitaxelu v konjugácii s bicyklickým peptidom, 

ktorý sa selektívne viaţe na integrínové receptory, v bunkovej línii metastatického 

karcinómu prsníka (MDA-MB-435). Ich výsledky demonštrovali potenciál vyuţitia 

tejto cielenej terapie paclitaxelom, zaloţenej na špecifickom rozpoznaní adhezívnej 
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molekuly integrínu, za účelom zníţenia toxicity a zvýšenia selektivity na nádorové 

bunky (Chen a kol. 2005). 

Ako protoyp liečiva pre cielenú antiangiogénnu terapiu pouţili paclitaxel 

vo svojej práci aj Yua a jeho kolegovia (2009). Nanočastice obsahujúce paclitaxel 

konjugovali s peptidom, ktorého receptory sú prednostne exprimované na povrchu 

endoteliálnych buniek neovaskularizácie nádoru. Výsledky in vivo preukázali, ţe práve 

peptidický ligand zaručuje rapídne a dlhotrvajúce cielenie nanočastíc na cievne 

zásobenie nádoru, a tým aj signifikantnú apoptózu epiteliálnych buniek a nekrózu 

nádorového tkaniva buniek rakoviny prsníka (MDA-MB-231). 

 Kojugáciou oxytocínu s paclitaxelom sa podarilo Cavallarovi a kolegom (2007) 

pripraviť dervitát s preukázateľne zvýšenou toxicitou na bunky exprimujúce príslušný 

receptor. Do konjugácie zapojili aj polymérny nosič, ktorý zvyšoval rozpustnosť 

a umoţňoval predĺţenie pobytu konjugátu v obehu (prevzaté z Přibylová a kol.2010). 

 Selektívnemu podávaniu cytotoxických látok do primárnych nádorov 

a ich metastáz sa v dnešnej dobe venuje veľa pozornosti, nakoľko by v konečnom 

dôsledku mohlo umoţniť podávanie vyšších dávok liečiv a zároveň zníţiť periférnu 

toxicitu. 

  

2.5 GONADOTROPÍNY UVOĽŇUJÚCI HORMÓN – GNRH 

 

Gonadotropíny uvoľňujúci hormón (GnRH), označovaný aj ako LH-RH, 

je kľúčový hormón v kontrole reprodukčných funkcií (Limonta a kol. 2003). Tento 

dekapeptid je vytváraný v neurónoch hypotalamu enzymatickým spracovaním 

objemnejšieho prekurzoru. Odtiaľ je pulzne uvoľnovaný do portálnej cirkulácie. 

V prednej hypofýze následne interaguje s receptromi na gonadotropných bunkách, 

čo vedie k biosyntéze a uvoľňovaniu gonadotropínov LH a FSH (Stuart a kol. 1997). 

Doteraz boli identifikované dve formy GnRH. Prvá zodpovedá hypofyzárnemu 

dekapeptidu, a je uvádzaná ako GnRH-I. Okrem GnRH-I existuje u cicavcov aj druhá 

štrukturálna varianta odlišná v troch aminokyselinách (GnRH-II). Receptor 

pre GnRH-II bol nájdený u rôznych druhov, u ľudí je však jeho existencia kontroverzná 

(Limonta a kol. 2003; Gründker a kol. 2010). 

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

receptoru pre GnRH. Na bunkách karcinómu prsníka (MCF-7) a karcinómu vaječníkov 
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preukázali, ţe sekvencia nukleotidov je identická s receptormi prítomnými v ľudskej 

hypofýze. 

Preukázanie prítomnosti GnRH-I, ako aj jeho receptorov v nádoroch 

reprodukčného traktu spustilo intenzívne skúmanie moţnej úlohy tohto systému 

v lokálnej kontrole rastu tumorov. Súčasné informácie poukazujú aj na schopnosť 

GnRH-I zniţovať migračnú a invazívnu schopnosť nádorových buniek. Pravdepodobne 

je to spôsobené ovplyvnením expresie a/alebo aktivity adhezívnych molekúl buniek 

a enzýmov zahrnutých v remodelácii extracelulárnej matrix (Limonta a kol. 2003). 

Analógy GnRH uplatňujú svoje protinádorové účinky nielen nepriamou 

inhibíciou hypofyzárno-gonadálnej osi, ale aj priamo, a to inhibíciou proliferácie 

buniek. Dôkazy o priamom pôsobení analógov GnRH na nádory sú zaloţené 

na klinických výsledkoch, detekcii väzbových miest s vysokou afinitou pre GnRH 

u rôznych rakovín, a inhibičnom pôsobení analógov na nádorové bunkové línie 

v kultúrach (Chen a kol. 2002; Schally, Nagy 1999). 

Chronická stimulácia vysokými koncentráciami agonistov hypofyzárnych 

receptorov pre GnRH vyvoláva regulačné zmeny, ktoré vedú k paradoxnej supresii 

funkcie gonád. Táto medikamentózna kastrácia predstavuje základný predpoklad pre ich 

vyuţitie v terapii tumorov senzitívnych na gonadotropné steroidy (Stuart a kol. 1997; 

Schally, Nagy 1999). 

Vo väčšine bunkových línií rakoviny endometria, vaječníkov a prsníka 

testovaných in vitro zaznamenali antiproliferatívnu aktivitu takisto GnRH-I antagonisti. 

To naznačuje, ţe dichotómia GnRH agonistov a antagonistov sa v GnRH systéme 

nádorových buniek neuplatňuje (Gründker a kol. 2010). 

Všetky tieto zistenia podporujú vyvíjanie chemoterapie cielenej na GnRH receptory 

v nádoroch, a odôvodnene aj pouţitie tohto prístupu u malignít, u ktorých boli 

špecifické receptory pre GnRH identifikované (Schally, Nagy 1999). 
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3. CIEĽ PRÁCE 

 

Cieľom predloţenej diplomovej práce bolo: 

 

1) Optimalizovať metódy pre stanovenie cytotoxicity v bunkovej línii MCF-7 

(Neutral Red Uptake, MTT). 

2) Testovať antiproliferatívny účinok paclitaxelu a jeho nových derivátov 

metódami Neutral Red Uptake a MTT, a porovnať výsledky z oboch metód. 

3) Porovnať cytotoxicitu derivátov oproti samotnému paclitaxelu, a navrhnúť ďalší 

postup v testovaní účinnosti derivátov. 
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4. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

 

4.1 MATERIÁL A CHEMIKÁLIE 

 

Bunková línia MCF-7 - A. M. Soto, C. Sonnenschein (Tufts University, Boston, MA ) 

Taxol – dodaný z ÚEB AVČR v Prahe 

Deriváty taxolu- MP211, MP239, MP244, MP260, MP264, MP265 – pripravené v ÚEB 

AVČR v Prahe 

DMEM (Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium), HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-

N„-2-ethanesulfonic acid) pufr, DMSO (dimethylsulfoxid) – Sigma-Aldrich (Praha, ČR) 

FBS (fetal bovine serum), gentamicín sulfát – Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 

BSA (bovine serum albumin) – Fluka (Prague, ČR) 

Běţné chemikálie čistoty p.a.  

4.2 POMÔCKY A PRÍSTROJE 

 

Pomôcky: 

Sterilné kultivačné fľaše, sterilné pipety, elektrický pipetník, sterilné pasterky , 

kadičky, automatické pipety, sterilné pipetovacie špičky, Bűrkerova komôrka, 

mikroskúmavky, stojan na mikroskúmavky, mikrotitračné doštičky, multikanálové 

pipety, stopky, rukavice, váţenka, navaţovacia kopistka. 

 

Prístroje a zariadenia: 

laminárny box - BioAir AURA 2000 M.A.C. 

mikroskop - Nikon Eclipse TS 100 

CO2 inkubátor – HeraCell 

vodný kúpeľ - Memmert 

analytické váhy - Scaltec SBC 22 

ultrazvukový homogenizátor - Sonopuls Bandelin HD 2070 

čítačka absorbancie - Biorad Microplate Reader 550   

spektrofotometrický a spektrofluorimetrický analyzátor Tecan Infinite M200 

inkubátor - Eppendorf  Thermomixer Comfort 
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trepačka - IKA MS2 Minishaker 

zamrazovací kontajner – NALGENE, Sigma C1562 

mraziaci box – HeraFreeze 

4.3 KULTIVÁCIA BUNKOVEJ LÍNIE MCF-7 

 

4.3.1 KULTIVAČNÉ MÉDIUM 

 

Ako základ kultivačného média bolo pouţité tekuté DMEM 

(Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium) s fenolovou červeňou. Ide o modifikáciu BME 

(Basal Medium Eagle), ktorá obsahuje štvornásobne vyššiu koncentráciu aminokyselín, 

vitamínov a je obohatená aj o ďalšie doplnkové zloţky. 

 Existuje niekoľko variánt DMEM líšiacich sa hladinami cukrov, obsahom 

aminokyselín či inými prídavnými látkami. Pouţité médium DMEM (Sigma D6046) 

obsahovalo glukózu v koncentrácii 1000mg/l, hydrogenuhličitan sodný, L-glutamín 

a pyridoxín HCl. Nahradenie aldehydu pyridoxalu pôvodnej formuly média, 

označovanej ako D5523, za pyridoxín zlepšuje stabilitu média. 

 DMEM neobsahuje ţiadne proteíny ani látky podporujúce rast, preto bolo 

doplnené fetálnym bovinným sérom (FBS). FBS bolo pred pouţitím najprv 

inaktivované pri 57°C po dobu 30 minút. 

 Ako pufrujúca zloţka bola pouţitá HEPES 

(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfónová kyselina), ktorá udrţuje pH v rozmedzí 

6,8-8,2 teda pH podobné fyziologickému prostrediu v organizme. 

 Médium bolo doplnené aj o antiinfekčné agens, a to širokospektrálne 

aminoglykozidové antibiotikum gentamicín v koncentrácii 10mg/ml.  

 

Zloţenie kultivačného média: 

 tekuté médium DMEM 450ml 

 HEPES (1M) 5ml (1%) 

 gentamicín 10mg/ml (KRD 15710-049) 2,5ml (0,5%) 

 FBS (Diagenes 14-801F) 50ml (10%) 
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4.3.2 ROZMRAZOVANIE BUNKOVEJ LÍNIE MCF-7 

 

Do pripravenej kultivačnej fľaše 25 cm
2
 (Biotech 90025) bolo sterilne 

napipetovaných 8 ml kultivačného média. Médium bolo potom opakovane naberané 

pipetou a opatrne sterilne pridávané do skúmavky, kde dochádzalo k rýchlemu topeniu 

a zároveň riedeniu buniek. 

 Takto rozpustená suspenzia buniek bola prenesená do kutlivačnej fľaše, 

zhomogenizovaná pretrepaním a skontrolovaná pod mikroskopom. Bunky 

v homogenáte by mali správne plávať jednotlivo, a nie v zhlukoch, aby mohlo dôjsť 

k ich ďalšiemu rovnomernému rastu a mnoţeniu. 

  Následne bola fľaša umiestnená do termostatu. Druhý deň po adherencii buniek 

bolo vymenené vo fľaši médium a nasledovala rutinná kultivácia. 

 

4.3.3 PASÁŢOVANIE BUNIEK 

 

Po vybraní kultivačnej fľaše z termostatu bolo médium zliate a následne boli 

bunky dvakrát opláchnuté 3ml, resp. 7ml sterilného pufru PBS, podľa veľkosti fľaše. 

Oplachom sa zbavia bunky vápnika, čím sa zaručí správne pôsobenie enzýmu T-E 

(trypsín-EDTA 0,25%). Urýchli sa uvoľnenie buniek z povrchu kultivačnej fľaše 

a pasáţ bude úspešnejšia. 

Roztok T-E bol rozmrazený vo vodnom kúpeli (37°C) a čo najskôr sterline 

pridaný pasterovou pipetou k bunkám. Pridané mnoţstvo T-E (1 ml, resp. 2 ml)  bolo 

kývavým pohybom rozprestrené vo fľaši. Došlo tak k rovnomernému pôsobeniu 

enzýmu na bunky, a tým k ich uvoľneniu. T-E sa nechal pôsobiť pribliţne 30s. Potom 

boli asi 2/3 tekutiny odsaté a fľaša bolo umiestnená do termostatu. 

Stav buniek bol kontrolovaný pod mikroskopom. V okamihu keď uţ mali všetky 

bunky guľovitý tvar, boli prudkým pohybom strasené do spodnej časti fľaše. Tým 

sa zabránilo vzniku zhlukov. 

Aby sa zastavila reakcia enzýmu a nedošlo k poškodeniu buniek, boli 

v čo najkratšej dobe po stene fľaše pipetou sterilne pridané 2ml, resp. 4ml média 

predhriateho na 37°C. Médium bolo niekoľkokrát opakovane nasaté a vypustené 

po stene fľaše a tým sa bunková suspenzia opäť zhomogenizovala. 

Bunkovú suspenziu je potom moţné nariediť tak, aby ďalej rástla vo fľaši alebo 

vyuţit na experimenty. Pre ďalšiu kultiváciu bol do fľaše prenesý poţadovaný diel 
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suspenzie a pridané kultivačné médium tak, aby výsledný objem bol 5ml, resp. 13ml. 

Bunky boli rozprestrené po dne kývavým pohybom a fľaša bola umiestnená naspäť 

do termostatu. 

 

4.3.4 RUTINNÁ KULTIVÁCIA 

 

Pri rutinnej kultivácii bolo z fľaše zliate médium, a opatrne po stene 

napipetovaných 5 ml, resp. 13 nl nového predhriateho média. Fľaša bola znovu uzavretá 

a uloţená do termostatu (37°C, 5% CO2). 

 Výmena média bola vykonávaná po 48 hodinách, aby sa bunkám zaistil 

dostatočný prísun ţivín. 

 

4.3.5 ZAMRAZOVANIE BUNIEK 

 

Bunky línie MCF 7 boli podrobené gradientovému zamrazovaniu (-1°C/min), 

pri ktorom bolo pouţité DMSO. 

 Suspenzia získaná po pasáţi bola nariedená tak, aby počet buniek v médiu 

odpovedal pribliţne 80-90% konfluencii na celkovej ploche. Do zamrazovacích 

skúmaviek o objeme 1,5 ml bolo napipetované po 1,2 ml tejto suspenzie. Následne bola 

suspenzia obohatená o 150 µl FBS (inaktivovaného pri 57°C, 30 min). Nakoniec bolo 

sterilne pridané DMSO a zamrazovacia skúmavka bola uzavretá. Aby bola dosiahnutá 

10% koncentrácia roztoku DMSO v celom objeme, bola skúmavka ešte niekoľkokrát 

premiešaná. 

 Skúmavky boli čo najrýchlejšie umiestnené do zamrazovacieho kontajneru 

naplneného isopropanolom. Kontajner bol umiestnený do mraziaceho boxu (-80°C), 

kde došlo ku gradientovému zamrazovaniu. Na druhý deň boli skúmavky prenesené 

z kontajneru do tekutého dusíku pre dlhodobé uchovávanie. 
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4.4 STANOVENIE CYTOTOXICITY PACLITAXELU A JEHO DERIVÁTOV 

 

4.4.1 METODIKA TESTU CYTOTOXICITY – NEUTRAL RED UPTAKE TEST 

 

Test neutrálnej červene poskytuje kvantitatívne vyjadrenie počtu 

ţivotaschopných buniek v kultúre. Je zaloţený na schopnosti ţivých buniek pohltiť 

a viazať supravitálne farbivo neutrálnu červeň v lyzozómoch (Repetto a kol. 2008). 

 Toto supravitálne farbivo penetruje cez bunkovú membránu neionizovanou 

difúziou a akumuluje se prevaţne v lyzozómoch. Lyzozómy udrţujú pH niţšie ako je 

pH okolitej plazmy. Udrţovanie protónového gradientu na membráne lyzozómu je 

energeticky náročné. Strata gradientu pH pri poškodení bunky alebo bunkovej smrti 

spôsobí zvýšenie priepustnosti membrány a uvoľnenie zadrţanej neutrálnej červene. 

Dôjde k poklesu adsorbancie, ktorá sa zmeria spektrofotometricky, 

a tak je moţné rozlíšiť bunky ţivé, poškodené alebo mŕtve. Cytotoxicita je vyjadrená 

ako koncentrácia závislá na poklese adsorbancie po chemickej expozícii neutrálnej 

červeni (Riddell a kol., 1986). 

 

a) Nasadenie bunkovej suspenzie 

 

Po tom ako bunky dosiahli 80% konfluenciu a boli spasáţované, bola bunková 

suspenzia odpipetovaná do sterilnej kadičky. 

Pomocou Bürkerovej komôrky bolo zistené mnoţstvo buniek v 100 µl, a podľa 

potreby bola suspenzia nariedená na poţadovanú koncentráciu.  

V rámci optimalizácie metódy, bolo mnoţstvo nasadzovaných buniek upravené 

z pôvodných 7 500/ 100 µl na 5 000/ 100 µl kultivačného média, nakoľko bunky 

pri vyššej koncentrácii prerastali a odčítanie relevantných výsledkov nebolo moţné. 

Takto nariedená suspenzia buniek bola pipetovaná do 96-jamkovej doštičky, 

a to do kaţdej vnútornej jamky po 100 µl. Do vonkajších jamiek bolo napipetované 

rovnaké mnoţstvo sterilnej H2O. 

Doštičky boli vloţené do termostatu a 24 hodín kultivované. Bunky by za túto 

dobu mali dosiahnuť 100% konfluenciu. 
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 Počítanie buniek v Bürkerovej komôrke 

 

Pipetou bolo odobrané malé mnoţstvo suspenzie a naplnili sa ním obe polovice 

Bürkerovej komôrky (do kaţdej polovice sa pipetoval vţdy nový náber). Pri počítaní 

sa brali do úvahy len 2 strany stredného štvorca. Počítané boli všetky bunky, ktoré leţali 

alebo sa dotýkali pravého a dolného okraja, a to buď zvnútra alebo zvnoku štvorca. 

Nepočítali sa bunky dotýkajúce sa protiľahlých strán, teda bunky leţiace v hornom 

a ľavom rozhraní. Mnoţstvo buniek sa zisťovalo pod mikroskopom počítaním vţdy 

uhlopriečne v desiatich štvorčekoch jednotlivých štvorcov komôrky. 

 

 Výpočet koncentrácie buniek v neriedenej suspenzii 

 

c = x × 4 × 10
4 

× 10 

c ............... počet buniek v 4 ml neriedenej suspenzie 

x ............... priemerný počet buniek v 1 štvorci (tj. v 0,1 µl) 

4 × 10
4 

...... prepočet na 4 ml 

10 .............. riedenie 

 

Napríklad, ak je v desiatich štvorcoch napočítaných 65 buniek. Vypočíta sa 

priemer v jednom štvorci: 

65 ÷ 10 = 6,5 

6,5 × 8 = 52 × 10
4 

buniek/ ml  52 000/ 100 µl, preto je nutné suspenziu 

nariediť 10,4-krát, aby bola získaná koncentrácia 5 000/ 100 µl.  

 

b) Expozícia buniek MCF-7 

 

Po dosiahnutí konfluencie buniek bolo do jamiek pridané expozičné médium 

(100 µl) so vzrastajúcou koncentráciou testovanej látky. Jednotlivé koncentrácie boli 

sterilne pipetované do celých stĺpcov (6 jamiek), pričom jeden stĺpec slúţil 

ako negatívna kontrola. Keďţe testované látky boli rozpustené v DMSO, bol v prípade 

kontroly pouţitý 0,5% roztok DMSO. Obsah v doštičkách bol prudkým pohybom 

premiešaný a následne boli doštičky umiestnené na 48 hodín do termostatu. 
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c) Neutral red uptake test 

 

Po inkubácii buniek bolo vykonané vlastné farbenie neutrálnou červeňou. 

Pôvodne bolo z jamiek 100 µl média odsatých a pridaných 100 µl roztoku neutrálnej 

červene v médiu (80µg/ml). Teda tak, aby výsledná koncentrácia v jamke bola 40µg/ml. 

Pre optimalizovanie metódy však bolo najprv všetko médium z doštičiek odsaté 

a bunky opláchnuté 50µl PBS. Odstránili sa tým mŕtve bunky a výsledky testu 

s neutrálnou červeňou ako vitálnym farbivom boli zreteľnejšie. Do jamiek bolo potom 

pridaných 200 µl roztoku neutrálnej červene v médiu o koncentrácii 40µg/ml. Doštičky 

boli následne opäť umiestnené do termostatu, kde boli 3 hodiny inkubované. 

Po 3-hodinovej inkubácii bolo znova kompletne odsaté médium a k bunkám 

bolo pripipetovaných 100 µl fixačného roztoku (1g/100ml CaCl2 v 0,5% roztoku 

formaldehydu). Doštičky sa nechali v kľude pri izbovej teplote 15 minút stáť. 

Fixačný roztok bol odstránený rýchlym preklopením doštičky. Do jamiek bolo 

pridaných 200 µl lyzačného roztoku (1% CH3COOH v 50% EtOH). Doštičky boli 

umiestnené na 30 minút do termomixéru (550 rpm, 25°C). 

Lyzovaním sa bunky rozrušili a došlo k vyliatiu neutrálnej červene a tým 

aj k zafarbeniu suspenzie v jednotlivých jamkách podľa mnoţstva lyzovaných buniek. 

Absorbancia bola odčítaná pri 540nm. Pre vyhodnotenie bola pouţitá hodnota 

absorbancie, od ktorej bola odčítaná hodnota blanku (jamka s médiom bez buniek). 

Hodnoty boli vyjadrené ako percentá kontroly v závislosti na koncentrácii pouţitého 

expozičného média. 

 

4.4.2 METODIKA TESTU CYTOTOXICITY – MTT TEST 

 

Cytotoxické pôsobenie testovaných látok bolo preverené aj metódou MTT, ktorá 

je zaloţená na schopnosti ţivých buniek redukovať rozpustnú ţltú tetrazolínovú soľ 

na nerozpustný fialový produkt, ktorého adsorbancia sa následné spektrofotometricky 

kvantifikuje. 

 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) je vo vode 

rozpustná tetrazolínová soľ, ktorá je premieňaná na nerozpustný fialový formazan, 

a to rozštiepením tetrazolínového kruhu  sukcinát-dehydrogenázou vnútri mitochondrií. 

Pre formazánový produkt sú bunkové membrány nepriepustné, a preto sa v ţivých 

bunkách akumuluje (Fotakis, Timbrell, 2005). 
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a) Príprava buniek 

 

Nasadenie bunkovej suspenzie do 96-jamkovej doštičky a expozícia buniek 

testovaným látkam prebiehali rovnako ako bolo opísané vyššie, v metodike testu 

s neutrálnou červeňou (kapitola 4.4.1). Nasledoval vlastný MTT test. 

 

b) MTT test 

 

Roztok MTT bol pripravený v potrebnom mnoţstve rozpustením MTT 

vo fosfátovom pufri (0,1M, pH 7,4), a to v pomere 2,5 mg MTT/1 ml pufru. Dôkladné 

rozpustenie bolo docielené pomocou ultrazvukového homogenizátoru. Takto pripravený 

roztok bol vo vodnom kúpeli predhriaty na 37°C. 

 Do jednotlivých jamiek, vrátane kontroly, bolo potom pipetovaných 

60 µl roztoku MTT, bez toho aby bolo pôvodné médium v jamkách odsaté. Následne 

boli doštičky umiestnené na 1 hodinu do CO2 inkubátoru (37°C, 5% CO2). 

 Po skončení inkubácie bolo médium zliate a k bunkám bol pipetovaný roztok 

0,08M HCl v isopropanole (2 ml 4M HCl pridané k 98 ml isopropanolu). Do kaţdej 

jamky, vrátane kontroly a slepých vzoriek, bolo pipetovaných 50 µl tohto roztoku. 

Opatrným miešaním po dobu pribliţne 30 minút na trepačke bol fialový formazan 

rozpustený. 

 Po rozpustení bola absorbancia tohto roztoku odmeraná pri vlnových dĺţkach 

570 nm a 690 nm. Pri vyhodnotení výsledkov sa hodnoty absorbancie od seba odčítali 

a z výslednej hodnoty bola odčítaná aj hodnota blanku. Podobne ako 

pri predchádzajúcom teste boli konečné hodnoty vyjadrené ako percentá kontroly 

v závislosti na koncentrácii pouţitého expozičného média. 
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5. VÝSLEDKY 

5.1 OPTIMALIZÁCIA METODIKY TESTOV STANOVENIA CYTOTOXICITY 

 

 Pôvodne boli bunky MCF-7 nasadzované do jednotlivých jamiek 96-jamkových 

doštičiek v koncentrácii 7 500 buniek na 100 µl kultivačného média. Toto mnoţstvo 

sa ukázalo ako priveľké, nakoľko bunky počas inkubácie prerastali, a preto bolo 

upravené na 5 000 buniek na 100 µl média. Pri tejto koncentrácii uţ bolo následné 

odčítanie výsledkov moţné. 

 Pri teste s neutrálnou červeňou boli ďalej výsledky zreteľnejšie, ak sa pred jej 

pridaním bunky najprv opláchli roztokom PBS. Týmto postupom sa z jamiek odstránili 

prítomné mŕtve bunky, ktoré by mohli výsledky skresľovať. 

 

5.2 STANOVENIE CYTOTOXICITY PACLITAXELU A JEHO DERIVÁTOV 

 

V testoch cytotoxicity bol zisťovaný antiproliferatívny efekt paclitaxelu a jeho 

derivátov na nádorové bunky karcinómu prsníka MCF-7. Ţivotnosť buniek bola 

porovnávaná po pridaní rôznych koncentrácií týchto látok v šiestich paralelných 

vzorkách. Cytostatiká boli pred pouţitím rozpustené v DMSO (0,5%). 

Doba expozície buniek bola stanovená na 48 hodín, nakoľko po 24 hodinovej 

inkubácii v termostate neboli pouţité metódy tak citlivé, aby zaznamenali cytostatický 

efekt dostatočne. Testy boli vyhodnotené metódami Neutral Red Uptake a MTT 

(kapitoly 4.4.1 a 4.4.2). 

Namerané hodnoty boli zaznamenávané v grafe ako závislosť ţivotnosti 

buniek [%] na koncentrácii paclitaxelu, resp. jeho derivátov [nM]. Ako kontrolné 

vzorky (100%) boli pouţité bunky kultivované v médiu bez cytostatík, s prídavkom 

0,5% roztoku DMSO. 

Ďalej boli vyjadrené hodnoty IC50, teda koncetrácie cytostatík, ktoré usmrtili 

50% buniek (Tab. 1). 
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5.2.1 PACLITAXEL 

 

Antiproliferatívny účinok paclitaxelu bol zisťovaný v rozmedzí koncentrácií 

1 nM – 2 500 nM a vyhodnotený metódou NRU (Obr. 6) a MTT testom (Obr. 7). 

 

 

Obr. 6. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií paclitaxelu na životnosť buniek MCF-7 

po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené NRU testom. 

 

 

Obr. 7. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií paclitaxelu na životnosť buniek MCF-7 

po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené MTT testom. 
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Výsledky v oboch testoch preukázali výraznejší pokles ţivotnosti buniek 

v rozmedzí koncentrácií 1 nM – 50 nM. Vo vyšších koncentráciách uţ ţivotnosť buniek 

výrazne neklesala, pričom maximálny inhibičný efekt po 48-hodinovej inkubácii bol 

dosiahnutý u paclitaxelu v koncentrácii 500 nM (Obr. 8). 

 

  

Obr. 8a, 8b. Bunky MCF-7 po 48-hodinovej inkubácii s paclitaxelom v koncentrácii 

1 nM (×100 – 8a) a 500 nM (×100 – 8b). Bunky usmrtené cytostatikom sú oddelené od povrchu 

a majú guľovitý tvar. 

 

Pre bliţšie určenie hodnoty IC50 boli pri ďalšom experimente s paclitaxelom 

pouţité koncentrácie v rozmedzí 1 nM – 50 nM (Obr. 9). 

 

 

Obr. 9. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácii paclitaxelu na životnosť buniek MCF-7 

po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené NRU testom. 
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V  teste s neutrálnou červeňou sa hodnota IC50 pohybovala medzi koncentráciou 

5 nM – 25 nM, resp. 10 nM – 15 nM. V MTT teste táto hodnota odpovedala pribliţne 

10 nM koncentrácii paclitaxelu. Pre ďalšie experimenty s derivátmi bol preto 

ako referenčná vzorka pouţívaný paclitaxel v koncentrácii 10 nM. 

 

5.2.2 DERIVÁTY MP 211, MP 260 

 

Deriváty paclitaxelu MP 211 a MP 260 boli testované v rozmedzí koncentrácií 

1nM – 100nM. Pre porovnanie bol zahrnutý do experimentu aj paclitaxel 

v koncentrácii 10 nM. Výsledky boli vyhodnotené metódou NRU (Obr. 10) a MTT 

testom (Obr. 11). 

 

 

Obr. 10. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií MP 211,  MP 260 a paclitaxelu (10 nM)  

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené NRU testom. 
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Obr. 11. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií MP 211, MP 260 a paclitaxelu (10 nM) 

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené MTT testom. 

 

 

Výsledky preukázali, ţe deriváty MP 211 a MP 260 nemajú v porovnaní 

s paclitaxelom na bunky MCF-7 vyšší antiproliferatívny účinok. V NRU teste 

zaznamenali bunky MCF-7 vyraznejší pokles ţivotnosti pri koncentrácii 

10 nM (MP 211) a 25 nM (MP 260). V teste MTT klesala ţivotnosť buniek, v prípade 

oboch derivátov, pribliţne lineárne. 

Pokles ţivotnosti MCF-7 porovnateľný s 10 nM paclitaxelom vykazovali 

deriváty MP 211 a MP 260 v koncentrácii 50 – 100 nM. 

  

0

20

40

60

80

100

1 5 7,5 10 15 25 50 100

ži
vo

tn
o

sť
 b

u
n

ie
k

[%
 k

o
n

tr
o

ly
]

koncentrácia [nM]

MP 211

MP 260

paclitaxel



44 

 

5.2.3 DERIVÁTY MP 239, MP 244 

 

Deriváty paclitaxelu MP 239 a MP 244 boli testované, podobne 

ako predchádzajúce deriváty, v rozmedzí koncentrácií 1 nM – 100 nM. Pre porovnanie 

bol opäť pouţitý 10 nM paclitaxel. Výsledky boli vyhodnotené metódou NRU 

(Obr. 12). 

 

 

Obr. 12. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií MP 239, MP 244 a paclitaxelu (10 nM) 

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené NRU  testom. 

 

Deriváty MP 239 a MP 244 nepreukázali vyšší antiproliferatívny efekt ako 

paclitaxel. Výraznejší pokles ţivotnosti buniek MCF-7 bol po 48-hodinovej inkubácii 

zaznamenaný aţ pri koncentrácii 50 nM, pričom táto koncentrácia odpovedala 

aj antiproliferatívnemu efektu pouţitého 10 nM paclitaxelu. 
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5.2.4 DERIVÁTY MP 264, MP 265 

 

Deriváty paclitaxelu MP 264 a MP 265 boli testované v rozmedzí koncentrácií 

1 nM – 500 nM, rovnako s pouţitím 10 nM paclitaxelu ako porovnávacej vzorky. 

Výsledky boli vyhodnotené metódou NRU (Obr. 13) a MTT testom (Obr. 14).  

 

 

Obr. 13. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií MP 264, MP 265 a paclitaxelu (10 nM) 

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené NRU  testom. 

 

Obr. 14. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií MP 264, MP 265 a paclitaxelu (10 nM) 

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené MTT  testom. 
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Derivát MP 264 nepreukázal vyšší antiproliferatívny efekt v porovnaní 

s paclitaxelom, pričom pribliţne lineárny pokles ţivotnosti buniek sa prejavil 

od koncentrácie 15 nM v oboch testoch. Koncentrácia odpovedajúca poklesu ţivotnosti 

u 10 nM paclitaxelu bola 100 – 500 nM. 

 

Derivát MP 265 preukázal v teste s neutrálnou červeňou najvýraznejší pokles 

ţivotnosti buniek v rozmedzí koncentrácií 10 nM – 25 nM. V teste MTT sa prvý 

výrazný pokles ţivotnosti prejavil uţ pri koncentrácii 5 nM. Pri ďalšom zvyšovaní 

koncentrácie sa od hodnoty 50 nM antiproliferatívny efekt markantne nemenil. 

Koncentrácia pribliţne odpovedajúca efektu 10 nM paciltaxelu bola v oboch testoch 

15 nM. 

Keďţe antiproliferatívny efekt derivátu MP 265 sa spomedzi ostatných derivátov 

najviac pribliţuje priebehu zmien ţivotnosti u paclitaxelu, bol následne s paclitaxelom 

opäť porovnaný (Obr. 15). Tentokrát boli pouţité obe látky v koncentráciách 1, 10, 25, 

50, 75, a 100 nM. Do experimentu bol pre porovnanie zaradený aj derivát MP 264. 

Výsledky preukázali perspektivitu najmä derivátu MP 265. Pre názornosť sú 

ďalej priloţené fotografie buniek po inkubácii s paclitaxelom a derivátmi MP 264 

a MP 265 (Obr. 16).  

 

 

Obr. 15. Porovnanie vplyvu rôznych koncentrácií derivátov MP 264,  MP 265 a paclitaxelu  

na životnosť buniek MCF-7 po 48-hodinovej expozícii. Vyhodnotené MTT  testom. 
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 1 nM 25 nM 50 nM 100 nM 

PTX 

    

MP 264 

    

MP 265 

    

Obr. 16. Bunky MCF-7 (×100) po 48-hodinovej inkubácii s paclitaxelom, MP 264 a MP 265 v príslušných koncentráciách [nM]. Bunky usmrtené 

cytostatikom sú oddelené od povrchu a majú guľovitý tvar. 
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5.2.5 HODNOTY IC50 

 

Z nameraných hodnôt absorbancie boli pomocou programu GraphPad vyjadrené 

hodnoty IC50 (Tab. 1), teda koncentrácie, pri ktorých došlo k usmrteniu 50% buniek. 

V prípadoch, kedy ţivotnosť buniek neklesla pod 50% sú uvedené hodnoty IC25. 

 

 

 IC50 – NRU 

[µM] 

IC50 – MTT 

[µM] 

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 

MP 264 83,91 
32,90 

24,94 

MP 265 15,47 8,05 

Tab. 1. Hodnoty IC50; Hodnoty sú uvedené pre obe metódy stanovenia cytotoxicity. 

Hodnoty s hviezdičkou predstavujú IC25 u derivátov, kde životnosť neklesla pod 50%. 
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6. DISKUSIA 

 

Taxány sú novou dôleţitou triedou protirakovinových látok, ktoré uplatňujú svoj 

cytotoxický efekt prostredníctvom unikátneho mechanizmu. Zabraňujú depolymerizácii 

mikrotubulov, čím ich stabilizujú a rozvracajú tak normálnu dynamiku deliaceho 

vretienka, ktorá je pre mitotický aparát nevyhnutná. Spôsobujú zastavenie bunkového 

cyklu v G2/M-fáze, a napokon vedú k apoptóze bunky. 

Paclitaxel (taxol), prvý z taxánov v klinických skúškach, je aktívny proti 

širokému okruhu nádorov, ktoré sú vo všeobecnosti pokladané za refrakterné voči 

konvenčnej chemoterapii. Dnes sa získava predovšetkým semisyntetickým procesom 

z Taxus baccata, a je úspešne pouţívaný v terapii rakoviny prsníka, vaječníkov či pľúc. 

Skúma sa tieţ ako potenciálne liečivo proti skleróze multiplex, psoriáze a reumatoidnej 

artritíde. 

Hlavným limitujúcim faktorom pri liečbe chemoterapeutikami je rozhodne 

ich neselektívny toxický účinok. Rovnako ako ostatné cytostatiká, vykazuje aj 

paclitaxel u pacientov neţiadúce vedľajšie účinky. Patria k nim napríklad 

hypersenzitivita, neutropénia alebo periférna neuropatia (Spencer, Faulds 1994). 

Cielené podávanie liečiv je moderný prístup, ktorý sa snaţí tento problém 

preklenúť. Je zaloţený na selektivite nosičových molekúl k špecifickým väzbovým 

miestam v nádorových tkanivách. Makromolekuly, ako napríklad monoklonálne 

protilátky, proteíny alebo peptidové hormóny, pre ktoré existujú na povrchu 

rakovinových buniek špecifické receptory, sú široko pouţívané ako nosiče 

pre konjugáciu s vhodnými cytotoxickými radikálmi (Nagy a kol. 1996). 

Významnú úlohu pritom zohráva aj väzba cytostatika s navigačnou molekulou, 

ktorá by mala zachovať schopnosť interakcie nosiča s príslušným receptorom, a taktieţ 

zabrániť uvoľneniu cytostatika z konjugátu ešte pred dosiahnutím cieľového tkaniva. 

Ideálne by nádorové bunky, ktoré viaţu tieto konjugáty boli zničené, zatiaľčo normálne 

bunky bez týchto receptorov, resp. exprimujúce ich v menšej miere, boli ušetrené. 

Ako prví zvyšovali farmakologický efekt paclitaxelu Safavy a kolegovia (1999). 

Popísali návrh a syntézu rozpustného proliečiva paclitaxelu v konjugácii so syntetickým 

peptidom, ktorý sa viaţe na receptor pre bombesin/gastín-uvoľňujúci peptid na povrchu 

buniek. Cytotoxicita tohto konjugátu cieleného na nádor bola testovaná na bunkách 
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nemalobunkového karcinómu pľúc, a bola v porovnaní s paclitaxelom zvýšená. 

Ich výsledky tieţ preukázali u konjugátu niţšiu IC50 neţ u voľného liečiva. 

Expresia GnRH a jeho receptorov, ako súčasť negatívneho 

autokrinného/parakrinného regulačného mechanizmu bunkovej proliferácie, bola 

preukázaná v mnohých malígnych nádoroch (Gründker a kol. 2010). Kakar a jeho 

spolupracovníci (1994) preukázali expresiu receptoru pre GnRH v bunkových líniách 

ľudských nádorov vaječníkov a prsníka, pričom sekvenciu nukleotidov mRNA označili 

ako identickú s receptorom prítomným v ľudskej hypofýze. 

Chen s kolegami (2002) taktieţ potvrdili prítomnosť tohto neuropeptidu 

v prsnom tkanive. Kvantitatívnou RT-PCR preukázali, ţe mRNA kódujúca peptidy 

GnRH-I a GnRH-II je zvýšene exprimovaná v rakovinových tkanivách v porovnaní 

s normálnymi tkanivami, ktoré boli získané od tých istých pacientov. 

Prítomnosť receptorov pre GnRH na membránach rôznych nádorových buniek, 

robí z analógov tohto hormónu výbornú voľbu pre nosičové molekuly. Nagy a jeho 

kolegovia (1996) pripravili analógy GnRH v konjugácii s doxorubicínom, a tieţ jeho 

aktívnejším derivátom 2-pyrrolinodoxorubicínom. Počiatočné in vivo štúdie ukázali, 

ţe tieto hybridné molekuly sú podstatne menej toxické ako príslušné cytotoxické 

radikály a signifikantne aktívnejšie v inhibícii rastu tumoru. Coupling antracyklínov 

a peptidov sa ukázal ako sľubný prístup pre dosiahnutie selektivity aj v práci Langera 

a jeho kolegov (2001), ktorí si ako model peptidu zvolili neuropeptid Y, vzhľadom 

na overexpresiu receptorov pre NPY v mnohých neuroblastómoch. 

Cieľom tejto diplomovej práce bolo zistenie cytotoxicity nových derivátov 

paclitaxelu, pripravených v kojugácii s GnRH v Ústave experimentálnej botaniky 

AVČR v Prahe. 

Molekula peptidu bola upravená tak, aby sa umoţnilo jej pripojenie k paclitaxelu 

prostredníctvom spaceru. Konjugáty boli pripravené cez hydroxylovú skupinu 

na bočnom reťazci paclitaxelu, nakoľko tá je pre toxicitu nevyhnutná. Cieľom bolo, aby 

tieto proliečivá uvoľnili cytostatikum pri konkrétnych podmienkach. Testy stability 

konjugátov v médiu počas 48-hodín negovali moţnosť, ţe by sa paclitaxel rapídne 

uvoľňoval z konjugátu ešte pred vstupom do bunky (Přibylová a kol. 2010). 

Bunková línia MCF-7 bola zvolená pre túto prácu vzhľadom na to, ţe vďaka 

prítomnosti steroidných receptorov predstavuje vhodný model pre štúdium 

mechanizmov nádorovej odpovede na endokrinnú terapiu, a tieţ komplexných vzťahov 

medzi väzbovými a biologickými účinkami cytostatík. Okrem estrogénových 
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receptorov, boli po prvý krát Horwitzovou a jej kolegami (2003) preukázané v bunkách 

MCF-7 aj receptory pre glukokortikoidy, progestíny a androgény. 

Na stanovenie cytotoxicity testovaných látok boli pouţité metódy hodnotiace 

zmeny v membránovej integrite buniek, ktoré sú odrazom bunkového poškodenia 

po kontakte s cytostatikami. Išlo o testy NRU a MTT, ktoré vo svojej práci hodnotili aj 

Fotakis s Timbrellom (2005). Pozorovali rozdiely v senzitivite jednotlivých testov 

cytotoxicity, pričom v porovnaní s proteínovým a LDH testom preukázali testy NRU 

a MTT najväčšiu citlivosť v detekcii cytotoxických javov. 

Jednotlivé metódy boli optimalizované pre pouţitú bunkovú kultúru MCF-7. 

Primárne bolo upravené mnoţstvo buniek, nasadzovaných do jednotlivých jamiek 

96-jamkových doštičiek, a to z pôvodných 7 500 na 5 000 buniek na 100 µl média. 

V NRU teste boli bunky pred pridaním neutrálnej červene navyše opláchnuté 

roztokom PBS. Výsledky boli odčítané po 48-hodinovej expozícii a spracované 

ako je uvedené v kapitole 5.2. 

Pred stanovením antiproliferatívneho efektu taxolových derivátov, bolo nutné 

určiť IC50 samotného paclitaxelu. Testy boli vykonané v dvoch koncentračných 

rozmedziach, pričom hotnoty IC50 sa v nich líšili. Priemerné hodnody pre test NRU 

a MTT boli 8,08 nM a 8,14 nM, v tomto poradí. Jednotlivé experimenty mohli byť 

ovplyvnené jednak postupnou vzrastajúcou pasáţou buniek, ich počtom, a tieţ fázou 

delenia, v ktorej sa bunky v čase experimentu nachádzali (PTX zastavuje bunkový 

cyklus v G2/M-fáze). 

Štúdia Liebmana a jeho spolupracovníkov (1993) napríklad preukázala, 

ţe exponenciálne rastúce bunkové línie sú na paclitaxel citlivejšie neţ tie, ktoré 

sa nachádzajú v plató – fáze rastu.   

V svojej práci popísali tieţ unikátny efekt paclitaxelu na proliferáciu buniek 

v závislosti na dávke. Pomocou klonovacej metódy sledovali frakciu preţitých buniek 

po 24-hodinovej expozícii PTX, ktorá prudko klesala od 2 – 20 nM. Zvýšenie dávky 

nad 50 nM uţ toxicitu ďalej nezvyšovalo (Liebmann a kol. 1993). Wu a kolegovia 

(2007) dosiahli maximálny inhibičný efekt PTX na proliferáciu buniek MCF-7 

s 500 nM PTX (vyhodnotené MTT testom), čo zodpovedá aj výsledkom v tejto práci. 

Následne boli testované aj pripravené deriváty, a to v rozmedzí koncentrácií 

1 nM – 100 nM (resp. 500 nM). Ako referenčná vzorka bol do experimentov zahrnutý aj 

10 nM PTX, pričom odpovedajúci antiproliferatívny efekt derivátov sa prejavoval 

aţ pri podstatne vyšších koncentráciách (50 – 100 nM). Stredná inhibičná koncentrácia 
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derivátov sa pohybovala rovnako vo vyšších hodnotách ( 24 nM). Konkrétné hodnoty 

boli uvedené v Tab.1., pričom u derivátov MP 211, MP 260 a MP 239 bolo moţné určiť 

len hodnoty IC25, nakoľko ţivotnosť buniek neklesla počas 48-hodinovej inkubácie 

pod 50%. 

Prípadné rozdielne výsledky dosiahnuté v týchto metódach u jednotlivých 

testovaných látok, môţu byť okrem uţ spomínaných faktorov ovplyvnené aj samotným 

princípom metód, ktorý je v prípade NRU a MTT rozdielny. Vitálny test s neutrálnou 

červeňou je zaloţený na aktívnom prijímaní farbiva ţivou bunkou cez neporušenú 

plazmatickú membránu a jeho uloţenie v lysosómoch, zatiaľčo mŕtve bunky zostávajú 

neofarbené. Test MTT rozlišuje ţivotnosť buniek na základe ich schopnosti redukovať 

ţltú, rozpustnú tetrazolínovú soľ MTT na nerozpustný fialový formazan. 

Cytoplazmatická membrána je pre tento produkt nepriepustná. Túto schopnosť si 

zachovávajú len ţivé bunky s funkčným mitochondriálnym enzýmom 

sukcinát-dehydrogenázou. 

Najvýraznejši antiproliferatívny efekt sa ukázal u posledného z testovaných 

derivátov, MP 265. V MTT teste sa prvý pokles ţivotnosti buniek u ňho prejavil uţ pri 

koncentrácii 5 nM (IC50 = 8,05 nM). Antiproliferatívny efekt zodpovedajúci 10 nM 

PTX v oboch testoch vykazoval 15 nM MP 265. Závislosť ţivotnosti buniek na 

koncentrácii látky, ako je moţné pozorovať z grafu, je v prípade tohto derivátu najviac 

podobný profilu PTX, čo naznačuje perspektivitu vyuţitia MP 265 pre ďalšie testy. 

Vzhľadom na to, ţe cytotoxicita PTX je výrazne závislá na dobe trvania 

expozície a menej na jeho koncentrácii (Liebmann a kol. 1993, Wu a kol. 2007), bolo 

by vhodné u MP 265, a rovnako aj u statných derivátov vykonať ďalšie testy 

cytotoxicity v závislosti na dobe expozície. Predbeţne bola táto závislosť pozorovaná 

pomocou prístroja xCELLigence, ktorý na základe merania elektrickej impedancie 

poskytuje kvantitatívne informácie o biologickom statuse buniek v čase. Tieto 

informácie zahŕňajú údaje o počte buniek, ich viabilite a morfológii. Pre relevantné 

výsledky je potrebné ďalšie testovanie. 

Fakt, ţe cielené dopravenie týchto konjugátov k nádorovýmn bunkách je naozaj 

ovplyvnené konjugáciou s GnRH, by bolo potrebné preukázať ďalším testovaním. 

Vhodné by bolo napríklad porovnanie ich antiproliferatívneho efektu v závislosti 

na predlošlom sýtení receptorov samotným hormónom GnRH. Podobne, ako to v svojej 

práci skúšali Huang a kolegovia (2010) s konjugátom PTX-octreotid. Bunky MCF-7 

najprv inkubovali s voľným octreotidom a následne aplikovali konjugát, ktorého 
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cytotoxicita bola zníţená v porovnaní s experimentom bez octretotidu. Potvrdili tak 

vstup konjugátu do bunky endocytózou sprostredkovanou SSTR. 

Vhodné by bolo aj porovnanie antiproliferatívneho efektu látok na nenádorové 

bunky a na inú bunkovú líniu, ktorá by nemala GnRH receptory, čím by sa potvrdila 

selektivita MP konjugátov na nádorové bunky s GnRH receptorom. 
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7. ZÁVER 

 

Dosiahnuté výsledky je moţné zhrnúť do nasledujúcich bodov: 

 

 Pouţité metódy stanovenia cytotoxicity MTT a NRU sú dostatočne citlivé, aby 

preukázali antiproliferatívny efekt PTX a jeho derivátov na bunky MCF-7 

po 48-hodinovej inkubácii. 

 Výsledky dosiahnuté v testoch MTT a NRU sú značne ovplyvnené pasáţou buniek, 

ich počtom a tieţ fázou delenia, v ktorej sa bunky nachádzajú. 

 Z testovaných derivátov javil najväčší potenciál v rámci antiproliferatívneho efektu 

v závislosti na dávke derivát MP 265. 

 Deriváty by bolo vhodné v budúcnosti podrobiť testom, ktoré by preukázali 

závislosť ich antiproliferatívneho efektu na čase. 

 Vhodné by bolo porovnať ich tieţ s výsledkami v ďalších bunkových líniách 

so zníţenou, resp. ţiadnou expresiou receptorov pre GnRH, prípadne vykonať 

experimenty zaloţené na vysycovaní receptorov pre GnRH.  
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ZOZNAM SKRATIEK 

 

AUC – Area Under Curve – plocha pod krivkou 

ATCC – American Type Culture Collection – Americká zbierka tkanivovových kultúr 

bcl-2 - B-cell lymphoma 2 – proteín regulujúci apoptózu 

BN - bombezín 

BME – Basal Medium Eagle – komerčné kultivačné médium 

BRCA 1,2 – tumorsupresorové gény („breast cancer“) 

BSA – Bovinný Sérový Albumín 

CD 20,33,52 – antigény na povrchu buniek 

CT – počítačová tomografia 

DCIS, LCIS – Ductal/Lobular Carcinoma in Situ – duktálny/lobulárny karcinóm 

DMEM – Dulbecco's Modified Eagle's Medium – komerčné kultivačné médium 

DMSO – DiMethylSulfOxid 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

DSMZ – Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen – Nemecká 

zbierka mikroorganizmov a bunkových kultúr 

ECACC – European Collection of Cell Cultures – Európska zbierka bunkových kultúr 

ER – estrogénový receptor 

ErbB-2 – receptor epidermálneho rastového faktoru 

FBS – fetálne bovinné sérum 

FSH – folikulostimulačný hormón 

GAP – GTPázu aktivujúci proteín (guanozín trifosfatáza) 

GnRH-I,II – Gonadotropin-Releasing Hormone – gonadotropíny uvoľňujúci hormón 

HA – kyselina hyalurónová 

HEPES – fosfátový pufr 

HER-2/neu – onkoproteín, kóduje transmembránový receptor rastového faktoru 

IC25,50 – inhibičná koncentrácia (25,50%) 

IGFBP – Insuline-like Growth Factor Binding Protein – väzbový proteín pre IGF 

LDH – laktátdehydrogenáza 

LH – luteinizačný hormón 

LH-RH – Luteinizing-hormone-releasing hormone 

MAPs - Mitogen-aktivované proteín kinázy 
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MDR – Multidrug resistance – mnohopočetná lieková rezistencia 

mdr-1a – gén kódujúci MDR 

MG – prsná ţľaza („mammary gland”) 

MTT – tetrazolínový test chemorezistencie 

MR – magnetická rezonancia 

NCI – National Cancer Institute – Národný inštitút rakoviny 

NPY – neuropeptid Y 

NRU – Neutral Red Uptake test – test s neutrálnou červeňou 

PAM – proteín asociovaný s MYC (transkripčný faktor, onkogén) 

PET – pozitrónová emisná tomografia 

P-gp – glykoproteín P 

PgR – progesterónový receptor 

PTX – paclitaxel, taxol 

RNA – ribonukleová kyselina 

RT-PCR – Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction – reverzná polymerázová 

reťazová reakcia 

SAR – Structure-activity relationship – vzťah štruktúry a účinku 

SST – somatostatín 

SSTR – receptory pre somatostatín 

T-E – Trypsin-EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid) 

TNF-α – Tumor Necrosis Factor-alfa – tumor nekrotický faktor-alfa 

TNM – klasifikácia nádorov (Tumor, Nodes, Metastasis) 

ÚEB AVČR – Ústav experimentálnej botaniky Akadémie vied Českej republiky 
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