UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

KATEDRA BIOCHEMIE

Mechanismus vzniku nadorovych procest a jejich ovlivnéni ellipticinem

Mechanism of tumor development and its influencing by ellipticine

Bakalaiska prace

Skolitel: Prof. RNDr. Marie Stiborova, DrSc.

Praha 2010 Martina Parisova



r

ProhlaSeni
Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné pod odbornym vedenim

Skolitelky Prof. RNDr. Marie Stiborové, DrSc., a Ze jsem vSechny pouzité parametry fadné

citovala.

V Praze dne..............



Rada bych podé¢kovala své Skolitelce Prof. RNDr. Marii Stiborové, DrSc. za zadani tématu
bakalarské prace, odborné vedeni a laskavy a trpé€livy piistup pfi jejim vypracovani.

Prace byla fesena jako soucast grantovych védeckych projekti podporovanych GA CR
(P301/10/0356) a MSMT CR (MSM 0021620808 a 1M0505).



ODSAN ... 1
Seznam pouZitych ZKrateK ..............ccooiiiiiiiiii 3
ADSTFAKL ... s 5
ADSTFACT ... s 6
£ 0 R 7
2. CHEPIACE ...ttt ettt e et e e e n e 9

3. NAdOrovA ONEMOCTIEI ... ...ceiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e et e e e st e e e s anbbeaee s 10

3.1. Kancerogenese a jeji MeCRANISIUS ............ccccceeiicuueieeiiiiiiieeiiiiiie e 11

3.2. Faktory zpusobujici nadorova onemoCneni...........ccc....ocevueeiicieneesiiiineennn, 13

3.3. Biotransformace XenobiotiK............cccoviviiiiiiiiicc e 14

3.3.1. Prvni faze biotransformace ..............ccccoooeuvioieiiiiiiiiiieniie e 15

3.3.2. Druhd faze biotranSfoOrmace.............cccccooueiiiieiiiiiiiiiienie e 17

4. Protinadorova lé¢iva jako metoda 1é€eni rakoviny ................cccocoviiiii . 18

4.1. Cyklus bunecného delenti................ccccoeeiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19

4.2. Rezistence nadorovych bunéek k cytoStatiktim.............cccccccooviiiiiiiiinniinniiiiiin, 21

4.2.1. Mnohondsobna lAthovd reziStence ..............ccoccuuiieieiiiiiiiieiiieee e 22

4.3, VPVO] NOVYCH LECTV ...oooooiiiiiiiiii ettt 22

5. Skupina cytostatik, tridéna podle jejich mechanismu ucéinku ...................ccccveeen. 24

5.1, ANtIMELADONILY. ... .coiiiie s 25

5.1.1. ANAlOgy kyseliny LISTOVE .........cccccvueiiiieeiiie et 25

5.1.2. Analogy purinii (antimetabolity purinit)...............ccccoevvvviciinieiiiiiiiiiiinnnens 26

5.1.3.Analogy pyrimidinigg.............ccccceuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26

5.1.4. Inhibitory ribonukleotidreduktdzy..............cccooociiiiiiiiiiiiiiiiiiis e 26

5.2, ALKpLACHT LATRY ...t s 26

5.3. Interkalacni latky a inhibitory tOpOIiZOMEraz .........c.ccccccueiiiiiiiiiiiiiiieee e 27

5.3.1. Skupiny latek s interkalacnimi UCinky ............cccoovevviiiiiniiieiiiiie e 27

5.3.1.1. Antracyklinova antibiotika ................ccccccovvoiiiiiiiiiiiiiiec 27

5.3.1.2. Derivaty antracendionih.............cccccoccoouieiiiiuiiieiiiiieesiiee e 28

5.3.1.3. AKLINOMYCINY....cciiiiiiiiiiee et 28

5.3.2. Inhibitory tOPOIZOMEFAZ .........oveeeiiiiiiei it 28

5.3.2.1. Inhibitory topoizomerdzy I ..............ccooceeiiiiiiiiiiiiiiieiiice e 28

-1-



5.3.2.2. Inhibitory topoizomerdzy II ..............ccccccovvvioiiiiiiiiiiiiiiiieee 28

5.4, RAJIOMIMELTKA.......oivviiiiiiieiee e 28
5.5, INRIDILOTY MTLOZY ..o ittt 29

5.6. Latky s riiznymi mechanismy UCIHKU ..............ccooceiiiiioeiiiiiiie e 29
0.6. 1. INhibitory ProteOSYRIEZY ........cuuviiiiiiiiiiiiiii et 29

5.6.2. Imunomodulacni [6CTVA ..........cc.coocciiiiiiiiiiic e 29

5.7. Hormony a jejich antagomiste ............cccccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiee i 30

6. Ellipticin a jeho PUSODENI.............cocoiiiiiiiiiii 31
6.1. Mechanismus nespecifického uicinku el liptiCINU............ccooviiiiiiiii e, 32

6.2. Mechanismus specifického ucinku elliptiCinu .................ccooceeviviiiiiiiiineniinnnn. 33

6.2.1. Mechanismus ellipticinu indukujici apoptozu a zastaveni bunécného
CYKIU MCF=7 DURCK. ..o 34
7. Metabolismus elliPtiCINU.......c.coo. o 39

1.1. Metabolicka aktivace ellipticinu vedouci ke vzniku farmakologicky ucinejsich

metabolitii a tvorba aduktu ellipticinu s DNA...........cccoccceeiiiiiiiiiiiiiiiee i, 40

8. Enzymy metabolizujici ellipticin.................ccccoooiiiiiiiii 44
8.1. CytoChrOMY PAS0 ......eeiiiieeiiie ettt e e e et e e e 44
8.1.1. Cytochromy P450 1A1 @ P4A50 1A2 ......oooiieeeiiee et 46

8.1.2. Cytochromy P450 2D6 @ P450 2C9.......cccovveiiiieiiie e 47

8.1.3. CytoChrom PA50 3AZ .......oeee ettt 47

ST =T 0 [0 = TSP 47

0. ZLAVEY ..ot E ettt naeanes 49
O =] = (DL D PO P PP 50



Seznam pouzitych zkratek

Apaf-1
ATP
Bcl-2

Cdc2

CCRF-CEM

COX

CYP
dATP
DNA
DISC

dTMP
EGFR
FADD

Fas ligand

FH;
FH4
HIV

HPLC

HRP
KIP1/p27
LPO

MCF-7 bunky

apopticka proteasa, aktivujici faktor 1

adenosintrifosfat

genova rodina gent Bcl (z anglického ,,B-cell lymphoma*) regulujici
propustnost vn€j$i mitochondridlni membrany

¢len serin/threonin kinazové rodiny, zprostfedkovavajici faze mitozy;
znamy také jako CDK1

lidska akutni T lymfoblastova leukemie (z anglického ,,Human T cell
lymphoblast-like cell line*)

cyklooxygendza, v organismu se vyskytuje ve dvou formach — COX-1 a
COX-2

cytochrom P450

deoxyadenosintrifosfat

deoxyribonukleova kyselina

smrt indukujici signaliza¢ni komplex (z anglického ,,death-inducing
signaling complex)

deoxythymininmonofosfat

receptor epidermalniho rustového faktoru

Fas protein asociovany se smrtelnou doménou (z anglického ,,Fas-
Associated protein with Death Domain‘)

transmembranovy protein superrodiny TNF oznacovany také jako FasL,
vaze se na specificky receptor Fas (CD95, Apo-1)

dihydrolistova kyselina

tetrahydrolistova kyselina

virus lidské imunitni nedostatecnosti (z anglického ,,Human
Immunodeficiency Virus®)

vysokouéinna kapalinova chromatografie (z anglického ,,High
performance liquid chromatography*)

kfenova peroxidasa (z anglického ,,horseradish peroxidase‘)
inhibitor cyklin-dependentni kinasy 1B

laktoperoxidasa

buiiky lidského prsniho adenokarcinomu (z anglického ,,Michigan Cancer

Foundation-7%)


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Deoxyadenosintrifosf%C3%A1t&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Deoxythymininmonofosf%C3%A1t&action=edit&redlink=1

MDR

MFO

MPO
NADPH
NOXA
p2lwafl/cipl
RNA

TNF
TNF-R1
TRAIL

UDP

mnohocetna Iékova rezistence (z anglického ,,multiple drug resistence®)
mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou funkci
myeloperoxidasa

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovana forma

proapopticky ¢len proteinové rodiny Bcl-2

protein kodujici inhibitor cyklin-dependentni kinasy

ribonukleova kyselina

tumor nekrotizujici faktor, hlavni mediator apoptdzy

TNF receptor 1, interakci s TNF je aktivovana fada signalnich drah
oznacovany také jako Apo2L, patii k rodiné tumorovych nekrotizujicich
faktoru, aktivuje apoptozu v nadorovych bunikach

uridindifosfat



Abstrakt

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol) pfedstavuje silné protinadorové agens,
vykazujici vicendsobny mechanismus ptisobeni. V této bakalatské praci jsou popsany pri¢iny
vzniku nadorovych procesi a informuji 0 mechanismech hlavnich farmakologickych a
cytotoxickych ucink ellipticinu spolu s vysledky nas$i laboratofe ukazujici novy
mechanismus putsobeni ellipticinu. Cytotoxické a mutagenni pusobeni -ellipticinu je
pfisuzovano predev§im jeho dvéma mechanismim, interkalaci ellipticinu do
dvousroubovicové struktury DNA a jeho puisobeni jako inhibitoru topoisomerasy Il. Ellipticin
take vytvari kovalentni adukty s DNA, po jeho oxidaci cytochromy P450 a peroxidasami.
Cytochromy P450 oxiduji ellipticin na pét riznych metabolitl, z nichz 13-hydroxyellipticin,
12-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu vedou ke vzniku dvou majoritnich aduktd s DNA.
V piipadé peroxidas je ellipticin oxidovan na radikal, poskytujici dimer ellipticinu a také na
N(2)-oxid ellipticinu. Z diavodu vysoké ucinnosti ellipticinu a jeho derivati proti riznym
typim nadorovych onemocnéni stoupa ziajem o toto protinadorové I€Civo a jsou stéle

zkoumany noveé sméry vyvoje a piipravy cilené smétovanych 1é¢iv na bazi ellipticinu.



Abstract

Ellipticine (5.11-dimethyl-6H-pyridate [4,3-b] carbazole) is a powerful anti-cancer agent,
exhibiting multiple mechanisms of action. This work describes the causes of cancer processes
and summarizes the main pharmacological mechanisms and cytotoxic effects of ellipticine
together with the results found in our laboratory indicating, a new mechanism of ellipticine
action. Cytotoxic and mutagenic activity of ellipticine is attributed to its two mechanisms of
activity ellipticine intercalation into DNA and its effectivity to inhibit topoisomerase II.
Ellipticine also forms covalent DNA adducts after its oxidation with cytochromes P450 and
peroxidases. Cytochromes P450 oxidize ellipticine up to five metabolites, of which 13-
hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin and N(2)-oxide of ellipticine are responsible for
formation of two major DNA adducts. In the case of peroxidases, ellipticine is oxidized to a
radical producing the ellipticine dimer and a minor ellipticine metabolite, the N(2)-oxide of
ellipticine. Because of the high efficiency of ellipticine and its derivatives against various
types of cancer, this coumpound is studied in detail. Its utilization for drug tangeting is a
challenge for further study.



1. Uvod

Zhoubna nadorova onemocnéni predstavuji zavazny celospolecensky problém. Lze fici,
ze jedna osoba ze tii béhem svého zivota onemocni néjakou formou nadorového onemocnéni
a bohuzel vétSina postizenych diive nebo pozdé€ji této nemoci podlehne. Rakovina je
V soucastnosti druhou nejbéznéjsi pric¢inou umrti v Evropé a kazdy rok je diagnostikovana u
3,2 mil. Evropani M Tato civilizaéni choroba také stale vice postihuje mladsi vékovou
skupinu, coz je zpusobeno piedevSim oproti minulosti rychlym a ,hektickym* Zivotnim
stylem, zpiisobujicim stresy, ale také odliSnym sloZenim potravy, ktera obsahuje zvySené
mnozstvi tuk a cukri ¢i kontaminaci slozek zivotniho prostiedi latkami s kancerogennim
ucinkem. VSechny tyto faktory zvySuji riziko vzniku rakoviny tim, Ze zpusobuji tvorbu
vét§tho mnozstvi nadorovych bunék, nez je pro organismus pfirozené. Imunitni systém
organismu, oslabeny stresem a polutanty, pak neni schopen vypotadat se s touto situaci 2,

Zakladni 1é¢bu nadorti ptedstavuje chirugicka 1écba, radioterapie a chemoterapie.
V soucasné dobé se zkouma dal§i lécebnd metoda oznaCovanad jako imunoterapie, ktera
pfedstavuje 1é¢ebny postup zaloZeny na indukci protinddorové imunity nebo na vyuZiti
imunitnich mechanismt k cilenému sméfovani léCiv do mista nddoru. Zatim je vSak
imunoterapie nadort stale jesté pokusnou metodou, ale existuje nadéje, Zze postupné detailni
poznani mechanismti protinddorové imunity povede Kk efektivnim postupﬁm[g]. Pro zvySeni
uspéchu 1é¢by nadorového onemocnéni Se vyuziva vzajemné kombinace téchto zakladnich
metod, které se vhodné dopliiuji, ale to stale nestaci ke snizeni vyskytu rakoviny.

Chemoterapie je metodou nejmladsi, ale v nasledujicich desetiletich prodélala bouilivy
vyvoj. Jsou do ni vkladany nadé&je pro zlepSeni 1é¢by nadorového onemocnéni. A to i piesto,
ze mnohé z protinadorovych 1€ki poskozuji také bunky télu vlastni a maji vyrazné a cCasto
nepiijemné vedlejsi U€inky. Terapeuticky uc¢inek cytostatik je tedy dosti omezeny a dosahnout
selektivni toxicity je mnohem obtiznéj$i, nebot buiky vyvolavajici onemocnéni jsou
odvozeny od bunék télu vlastnich. V kazdém ptipadé je ale nepostradatelnou metodou v 1é¢be
nadorovych onemocnéni 4,

Jedna z nejcastéjsich forem rakoviny je rakovina prsu, ktera piedstavuje 30 % umrti u
Zen, coz je mnohem vice nez v piipadé rakoviny délozniho Eipku (3 %) nebo rakoviny
tlustého stfeva (13%) u mizu a zen. Rada bych se proto této problematice vénovala a snazila
se ziskat nové informace, které by vedly ke sniZeni vyskytu této nemoci [ Slibné nadéje,

pro lé¢eni pokrocilého karcinomu prsu s kostnimi metastdzami a akutni myeloblastické



leukémie, ptedstavuje ellipticin a n¢které jeho derivaty vykazujici vyznamnou protinddorovou

aktivitu. Proto bude studium této latky predmétem predkladané bakalarské prace.



2. Cil prace

Hlavnim cilem pfedkladané bakalaiské prace bylo ziskat co nejvice znalosti o mechanismu
pusobeni protinadorového 1é¢iva ellipticinu, coz muize vést Knavrzeni jeho ucinngjSich
derivati a predevsim selektivniho cileného uc¢inku proti nddorovym buikdm. Cilem prace
bylo rovnéz zjistit z literarnich udajii informace o nadorovych procesech a zptisobech 1é¢by

rakoviny se zvlastnim zietelem na chemoterapii.



3. Nadorova onemocnéni

Nédorova onemocnéni predstavuji riznorodou skupinu chorob, pii kterych dochazi
k nekontrolovanému rastu urc¢ité skupiny bunék. U vétSiny lidi jsou rychlost novotvorby a
rychlost odmumirani bun¢k v rovnovaze. V nékterych piipadech se vsak celkovy pocet bun¢k
zvysi v diisledku selhani kontrolnich mechanismti. Tato porucha zpiisobuje, Ze se nové bunky
tvofi rychleji, nez staré odumiraji, nebo bunky neodumiraji normalni rychlosti. Bunky jsou
,haprogramovany“ pro urcitou délku zivota, pro urcity pocet bunéénych déleni a teprve poté
vede série biochemickych reakei k jejich odumieni. Je-li poruSen tento proces ,,bunétné
sebevrazdy* (apoptdzy) buiiky neodumiraji tehdy, kdy by mély, a toto naruseni patrné vede
ke vzniku mnohych nadort. Jelikoz se vSak zaroven nové bunky stale tvofi, celkovy pocet
bunék se zvySuje a vznika nador: postizeny organ nebo tkan se méni v tumor (z fectiny,
tumor - zdufeni) nebo téZ neoplasma (novotvar). Buitkky mohou pii svém rustu tlacit na cévy a
nervy, a tak ptsobit bolest B3] Ke vzniku nadoru miize dojit v jakékoliv tkani, nejCastéji vSak
vznikéd ve tkanich, kde se bunky nejvice mnozi (dychaci soustava ¢i travici soustava) nebo
kde jsou buiky stimulovany hormony (prostata, prsy, vajecniky) fs]

Z 1ékaiského hlediska se oznaCuje rakovina jako karcinom pochazejici z feckého
karkinos (krab, rak). Toto oznaceni je odvozeno od ,krabovité* struktury kofenti nékterych
tumortt a od vzhledu naplnénych zil kolem tumoru Bl Nekteré typy karcinomli jsou

znazornény na Obr. 1 a 2.

Obr. 1 Burika nddoru prsu Obr. 2 Rakovinné burnky tlustého stieva

(porizeno elektronovou mikroskopii) . (porizeno elektronovou mikroskopii) [,
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3.1. Kancerogenese a jeji mechanismus

Proces vzniku a vyvoje nadort se oznacuje jako kancerogenese (nebo karcinogenese).
Zakladem vzniku nadorového onemocnéni jsou predev§im genetické zmény v DNA.
K pfeméné normalni zdravé buiky v buniku plné maligni nestaci mutace jedina, ale je tfeba
postupného hromadéni nékolika mutaci. Geny kodujici proteiny, které se zapojuji do regulace
exprese geni v bunkach, tedy regulace transkripce (piepisu DNA do RNA),
posttranskripénich tprav, translace (produkce proteinu dle informace obsazené v RNA) a
posttranslacnich Gprav se nazyvaji protoonkogeny f2] Protoonkogeny jsou soucésti veétsi
skupiny gent, které se ucastni fizeni rdstu a vyvoje buiky. Nasledkem urcit¢é mutace ¢i
nespravné exprese vznikaji z protoonkogend onkogeny (fecky onkos = nador). Onkogeny
jsou geny kodujici proteiny pozitivné regulujici normalni rtst buriky, jejichz poruchy vedou
ke ztraté ristové kontroly a pfemén€ normalni buniky v nddorovou. Onkogeny tedy urychluji
bunéény cyklus, ¢imz podporuji rist nebo zvétSovani tkani v disledku aktivniho déleni,
proliferaci, bun¢k. Podle funkce 1ze onkogeny délit na i) geny pro rustové faktory, ii) geny
pro receptory rustovych faktorti a hormont, iii) geny pro pievadée signalti a iv) geny pro
transkripni faktory. Produkty onkogeni tedy zasahuji do vSech ¢ty obecnych funkci
kontroly bunécného ristu "V normélnich butikach se na regulaci bunécného cyklu podili
také tumor supresorové geny. Rovnovaha mezi témito dvéma skupinami genii méa pro pocet
bunék v dané tkani rozhodujici vyznam. Pokud tumor supresorovy gen dobie nefunguje, pak
se protoonkogen ,,vymani‘ z kontroly a mtize pfimét bunky k ristu a k nadmérnému mnozeni.
Vysledkem je tumor, vnémz se buiiky tkan¢ nekontrolované déli 5] Zvysena funkce
protoonkogentl je tedy nebezpecna, protoze vede k nadmérné bunécné proliferaci. Lze fici, ze
Kk maligni transformaci bunky dochazi v dusledku mutace v protoonkogenech a tumor
supresorovych genech f2],

Polovina vSech tumori je zptisobena defektem tumorového supresorového genu p53.
Tento gen objevili vroce 1985 David Lane v Dundee ve Skotsku a Arnold Levine
V Princetonu ve staté New Jersey (5], Gen p53 vede k bun&éné ,,sebevrazds, jestlize se bunky
poskodi natolik, Ze poSkozeni nelze opravit. KdyZ je gen p53 defektni, buitky neodumiraji, ale
pokracuji v ristu a d&leni. Tato porucha poté vede ke vzniku nadoru . Buiika, ve které doslo
k mutaci DNA vedouci k aktivaci onkogenti a deaktivaci tumor supresorovych geni a toto
poskozeni DNA nebylo opraveno reparacnimi enzymy, je oznacovana jako buiika
iniciovana. Pokud tuto bunku nezlikviduje imunitni systém, setrvd v organismu do doby, nez

se Vv dusledku exposice faktorim s promo¢nim uc¢inkem jeSté vice zméni jeji geneticka
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informace. Dojde pak Kk proliferaci bunék s porusenou diferenciaci a mezibunéénou
komunikaci. Vznikd benigni nador, ktery mize byt Casto Upln¢ odstranén chirurgicky.
Nador, jehoz buiiky maji schopnost napadat okolni tkan¢ se oznacuje jako maligni, ktery
infiltruje i do sousednich tkani a likviduje je .

Uvolnéni nadorové bunky ¢i infekéniho agens z maligniho nadoru se mohou Sifit
krevnimi nebo lymfatickymi cestami do jinych tkani nebo organt, kde se mohou ,,usadit” a

vytvaret dcefinné nadory (metastazy) znazornéné na Obr. 3.

[0

Obr. 3 Histologicky rez metastdzi v tkani varlete
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3.2. Faktory zpusobujici nadorovda onemocnéni

Kromé piirozenych chyb vznikajicich pfi replikaci mize byt DNA poskozena také
pusobenim vnéjSich faktorti. Nadorové onemocnéni je tedy komplexni d¢j, na némz se
podileji faktory zevni (exogenni karcinogeny) a vnitfni (endogenni karcinogeny, dédicné

mutace) 2] Mezi hlavni faktory zvétsujici pravdépodobnost vzniku nadora patfi:

» faktory fyzikalni (radioaktivni, kosmické, UV a Rentgenovo zafeni; n€které druhy
velmi jemnych pevnych ¢astic, napf. azbestu nebo sloucenin berylia) - vedou
k mechanickému poskozeni bun¢k a pii dlouhodobém uéinku k pozménéni genetické

informace a vzniku tumoru 29,

» faktory biologické (genetické piedpoklady = imunitni systém organismu a nékteré
Viry) — je-li imunitni systém organismu vybudovan tak, aby pomohl zni¢it rakovinné burky,
je mnohem vétsi pravdépodobnost uspéchu vyléceni rakoviny. Nekteré nddory jsou takeé
vyvolavany viry, které patrné narusuji citlivou kontrolu v builkach, inaktivuji tumor
supresorové geny nebo aktivuji onkogeny. Odhaduje se, Ze 15 az 20 % piipadi rakoviny je

zpusoben onkoviry 521

» faktory chemické (chemické kancerogeny) — do lidského organismu se latky
syntetického ¢i ptirodniho ptivodu dostavaji napt. z pracovniho a zivotniho prostiedi, jako
soucasti potravy nebo jako léCiva. VétSina latek (99 %) musi byt nejdiive aktivovana
biotransformaci na reaktivni intermedidty ¢i produkty. Takovéto latky se oznacuji jako
(proximalni karcinogeny), které se méni na u¢inny karcinogen. Rada metabolitt, které jsou
detoxikovany se také muze aktivovat v sekundarni fazi biotransformace (Obr. 4). Dochazi
tedy K jejich dali aktivaci zptsobujici poskozeni DNA M.

Chemické karcinogeny lze podle mechanismu pulsobeni rozdélit do tfi zdkladnich
skupin. Prvni skupinu tvoii genotoxické karcinogeny, které¢ se vazou na DNA kovalentni
vazbou a tvoii tedy kovalentni adukty. Karcinogeny druhé skupiny poSkozuji struktury DNA
za vzniku jedno- a dvou-fetézovych zlomu (single and double-Strand break) nebo kiizového
propojeni molekul (cross-linking) v jedné molekule DNA (intramolekularni zesiténi), mezi
dvéma molekulami DNA (intermolekularni zesiténi) i mezi DNA a proteinem. Tteti skupinu

tvoii epigenetické karcinogeny, které modifikuji molekuly DNA nekovalentnimi
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interakcemi. Mezi epigenetické karcinogeny fadime latky oznacované jako interkalatory,
které jsou schopné vmezetit se do dvousroubovicovité struktury DNA (L
karcinogen

metabolicka aktivace metabolicka detoxikace

1. féazebiotransformace
(oxidace, redukce, hydrolyza)

aktivovany karcinogen

| detoxikovany karcinogen
DNA l

2. faze biotransformace

(konjugace s kys. glukuronovou, gluta-

thionem, aktivnim sulfatem, acetatem)
perzistentni adukty v onkogenech - — —

atumor supresorovych genech

— konjugat

mutace eliminace z bunék

. . vylouteni z organismu
nadorovy proces v =

Obr. 4 Schéma mechanismu piisobeni chemickych karcinogenii 8]
3.3. Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou cizorodé¢ latky, které neslouzi jako zdroj energie ani jako prekursory
pro syntézu biologicky vyhodnych biomolekul. Organismus se proto snazi tyto latky odbourat
pomoci fady mechanismu, které vedou k pozménéni jejich chemické struktury za vzniku
produktl snadno vylouéitelnych z organismu. Mezi xenobiotika fadime 1éky, karcinogeny,
toxikanty, nejriiznéj§i druhy sloucenin z chemického a farmaceutického pramyslu.
Xenobiotika jsou také soucasti potravin (konzervaéni latky, potravinaiska barviva, uméla
sladidla atd.) ™2,

Metabolickd pfeména xenobiotik vstupujicich do organismu je wurcena jejich
rozpustnosti ve vodé ¢i tucich. Latky lipofilniho charakteru, které snadno prochazi
membranami Se vV organismu mohou bioakumulovat. Takovéto latky nemohou byt z téla

vylouc€eny ptimo, ale musi byt pfeménény na derivaty s vyssi polaritou. Vzniklé hydrofilng;si
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metabolity nemusi byt jen netoxické, biologicky inertni latky, ale mize se jednat o latky
zna¢ného biologického vyznamu. Tedy misto detoxikace dané latky mize dojit k jeji aktivaci
v zavislosti na chemické struktufe daného xenobiotika a enzymovém systému, ktery ho
preménuje. Tuto metabolickou aktivaci vyzaduje fada 1éCiv, ale timto zptisobem je aktivovano
i velké mnozstvi karcinogent.

Procesy detoxikacni a aktivacni od sebe nelze vzajemné oddélit, protoze tentyz enzym

muze byt pouzit v detoxikaci jedné chemické latky a pfitom zvySovat toxicitu latky jiné 2]

3.3.1. Prvni faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace (derivatiza¢ni) dochazi ke zvySeni polarity xenobiotika.
Hlavni enzymovy systém, katalyzujici derivatizacni reakce xenobiotik, je mikrosomalni
systém monooxygenas se smiSenou funkci (MFO systém) obsahujici cytochrom P450. Hlavni
funkci tohoto enzymu je zabudovat atom kysliku do substratu molekuly lipofilniho substratu

. x4 . 12
(L) a ptevést ho na polarn€jsi slouceninu, ktera je 1épe rozpustna a schopna eliminace [2]

LH+ 0, + NADPH+H* - L— OH+ H,0 + NADP~

Oxidacni reakce katylyzované timto systémem vyzaduji
> molekularni kyslik
> NADPH slouzici jako donor vodiku
> NADPH cytochrom P450 reduktazu dodavajici elektrony k aktivaci kysliku,
jejichz zdrojem je NADPH
> cytochrom P450, hemoprotein, slouzici jako terminalni oxidasa, jejiz funkci je

pfeména molekularniho kysliku na reaktivni formy

Oxidace xenobiotik systémem obsahujicim cytochrom P450 je mnohostuptiovy proces, jehoz
jednotlivé reakéni kroky znazoriiuje Obr. 5. V klidovém stavu je v hemu Zelezo trojmocné a
latka se navaze blizko hemu. Poté dochézi k redukci zeleza na dvojmocné, které je schopno
vazat O,. Prenos druhého elektronu a zména valence zZeleza redukuje navazany kyslik na
peroxidovy anion. Hydroxylovy ion je rozloZen v intermediarnim stavu, pfijem protonu da
vznik H,O a reaktivni formé kysliku. Aktivované kyslikové agens vstupuje do C-H vazby
substratu, a tim hydroxyluje substrat. Disociaci produktu enzymové reakce se enzym vraci do

puvodniho stavu 3],
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Lipofilni latka . Hydrofilnilatka

wa e Ho-’\L/
r\ P450 )
H- L Fe¥* -0
H- S S P 450
4 /) H,O
2H" _/
H-

Obr. 5 Aktivace kysliku cytochromem P450 a oxidace (hydroxylace) substratu na poldarnéjsi
produkt 1%,
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Enzymy katalyzujici derivatiza¢ni reakce xenobiotik (1. faze biotransformace) Ize rozdélit na
[12].

enzymy
> oxidacni (hydroxylaéni), které¢ vnaseji do cizorodych latek polarnéjsi hydroxylové

skupiny

OH
© -+ NaOH —> ©/

> redukéni, které rovné vedou k tvorbé hydofiln€jsiho produktu
H,C
H;C
3 >N N=—N — 2 NH; +
H,C

> hydrolytické, které xenobiotikum hydrolyzuji, ¢imZ demaskuji polarni skupiny
o

HaC O—CH 7
3 T 3 —> H3C_‘(_ + OH—CHj,

o o

\N/CHs

NH,

3.3.2. Druha faze biotransformace

V druhé fazi biotransformace (konjugacni) dochazi ke konjugaci polarnéjsich molekul
s endogennimi latkami (kyselina glukoronova, glycin, aktivni sulfat atd.). Tedy na funk¢ni
skupiny utvofené v derivatizacni fazi jsou vazany malé hydrofilni molekuly, které jesté vice

zvy$uji polaritu pivodné hydrofébni molekuly a 1épe tak usnadni jeji vylouceni z organismu
[12]

Typy konjugaénich reakei:

» glukuronidace
konjugace s aktivnim sulfatem
konjugace s glutathionem

konjugace s aminokyselinami

YV V V V

acetylace
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Reakce prvni faze biotransformace probihaji enzymovymi systémy v mikrozomech (¢asticich

vzniklych degradaci endoplazmatického retikula), konjugacni reakce druhé faze probihaji také

[12]

v cytoplasmé . Konjugacni reakce xenobiotika s kyselinou UDP — glukuronovou je

uvedena na Obr. 6.

UDP-glukuronova kyselina

OH
OH
o=(

+ UDP
OH

0
HO UDP HO 0*\@

Enzym: UDP-glukuronosyltransferaza
I
COH

OOH

OH
HO

Kyselina glukuronova

OH

Obr. 6 Konjugace s kyselinou glukoronovou 31,
4. Protinadorova léciva v nadorové chemoterapii

Latky, které se pouzivaji spolu s dalSimi terapeutickymi postupy (chirurgicky zakrok,
radioterapie) k 1é¢bé nadorovych onemocnéni se oznacuji jako protinadorova 1é¢iva nebo také
cytostatika. Cilem cytostatické 1é¢by je zajistit optimalni farmakoterapeuticky ucinek pti
minimalni toxicité¢ viici zdravé tkani, vedouci ke zpomaleni nebo zastaveni ristu nddorovych
bungk 4,

Cytostatika, ziskana z ptirodnich zdroji nebo pfipravena uméle, zasahuji do jedné nebo
vice fazi rozmnozovani bungk, do tzv. bunéného cyklu. Znalost kinetiky bunééného déleni je

zakladnim prepokladem spravného pouzivani soucasné dostupnych cytostatik, kterd pisobi
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predev§im na délici se bunky . Proto cytotoxické latky dobre plisobi na bunééné déleni
nadorovych bungk, ale také na buiky tkani, ve kterych toto rychlé déleni probihd. Pfikladem
takovych tkani muze byt kostni dien, kde se tvofi nové krvinky, nahrazujici bunky
odumirajici. Proto protinddorové I€ky Casto naruSuji tvorbu cervenych i bilych krvinek, a
vyvolavaji tak tfadu vedlejSich u¢nkl (anémii, unavu, zvysenou nachylnost vici infekcim).
Také tkan vlasovych folikuli, kde se bunky déli velmi rychle a protinddorové 1éky mohou
jejich déleni zastavit, dojde ke ztraté vlast. Rist vlasi se vSak obvykle po ,,vysazeni® l¢ku
obnovi B,

Kromé posSkozeni kostni diené a tkané vlasovych folikulli se setkdvame 1 s jinymi
toxickymi uCinky cytostatik, jakymi jsou napt. poskozeni myokardu (kardiotoxické ucinky)
18] Dalsimi castymi nezadoucimi ucinky, které jsou spole¢né pro vétSinu protinddorovych
latek, byvaji zvraceni, stomatitida, vzestup hladiny kyseliny mocové a riziko ledviného
selhani. Tyto ptiznaky jsou prechodné, zatimco poskozeni myokardu je trvalé. Ke zmirnéni
nezadoucich U¢inkli se pouzivaji rizné postupy, jako podavani antiemetik, antiuratik,
antibiotik k zabranéni infekce aj. K zotaveni funkce kostni diené se podavaji rustové faktory
nebo se pred chemoterapii odejme ¢ast kostni den¢ a po terapii se vrati (po piipadné uprave)

151 Toto toxické pusobeni cytostatik Casto omezuje jejich dalsi pouziti.

4.1. Cyklus bunécného déleni

Vsechny buiiky, bez ohledu na jejich rychlost riistu maji podobné schéma bunécného
déleni. Jedna se o soubor specifickych, za sebou probihajicich dé&ji, jejichz vyvrcholenim je
rozdé¢leni matefské buiniky na dvé bunky dcefinné. Nejdiive v bunice dochazi k syntéze DNA a
k reprodukci genomu — S faze neboli syntetickda faze. Vlastni déleni bunky probiha
v mitotické fazi — M faze. Mezi S a M fazemi se nachazeji vmezefené faze, kdy se buika
ptipravuje pro nasledujici krok bunééného cyklu. G; faze predchdzi fazi S a po ni nasleduje
faze G, ktera predchdzi fazi M. Po mitdze nasleduje faze G; nebo faze prolifera¢niho klidu
Go, ze které mize buika pfejit do faze Gi. Napiiklad nékteré buitky mohou dlouhodobé
setrvat ve f4zi Go, a teprve po relativné dlouhé dobé mohou opét vstoupit do cyklu bunééného
déleni (Obr. 7).

Na pirechodu buiiky z jedné faze do druhé se podileji riizné bunécné komponenty, které

jsou postupné aktivovany a inaktivovany [1s]
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Diferenciace
-
/ y buriky
Mitoza

Syntéza bunécnych
komponent nutnych
pro mitozu

Klidova faze

bunécry
cylus

Syntéze enzymu

nutnych pro tvorbu
DNA

1;".
-’

’ .

‘ Syntéza DNA

.\ F

Obr. 7 Stadia cyklu bunééného délent ™.

VétSina protinadorovych chemoterapeutik specificky ovlivituje procesy, jako jsou
syntéza DNA nebo tvorba mitotického vieténka, jeho stav a funkce. Cytostatika lze rozdélit
na dvé skupiny podle toho, zda plisobi na bunky v urc€ité specifické fazi bunéného déleni —
cytostatika uc¢inna pouze v nékteré fazi bunééného cyklu, jako jsou cytosin arabinosid
nebo methotrexat, nebo na burky v celém priub¢hu jejich buné¢ného déleni — cytostatika
uc¢inna v pribéhu celého cyklu, jako jsou alkyla¢ni ¢inidla. Tato druha skupina latek je
uzitecna také u naddorti s velmi malym poctem délicich se bunck [1s]

I pfesto, ze vybér protinadorovych 1é¢iv je velmi rozmanity a bohaty v klinické praxi se
nedafi témito 1éky naddorové bunky zcela znicit. To je zplsobeno tim, jak jiz je zmin&no vyse,
7e cytostatika plsobi pouze na buiiky proliferujici, nikoliv na buiiky klidové. V rostoucim
nadoru, a ve zna¢né mife v nadoru pokrocilém, pfibyva bunek ve fazi Gy, necitlivych
k chemoterapii. A dale neselektivnim u&inkem cytostatik . D&leni rakovinné buiky je

znazornéno na Obr. 8.
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Obr. 8 Deéleni rakovinné bunky (snimek porizen elektronovou mikroskopir) [,

4.2. Rezistence nadorovych bunék k Cytostatikiim

Protinadorové latky jsou toxiny, které predstavuji nebezpeci pro vSechny Zivé buiiky.
Neni proto piekvapujici, ze si buiiky vytvofily obranné mechanismy vic¢i t€émto latkam.
V praxi rozliSujeme primarni rezistenci, tedy nedostatecnou odpovéd na prvni
chemoterapeutickou 1é¢bu, a sekundarni rezistenci, ziskanou piedchozi 1écbou, ktera vyzaduje
zménu lédebné strategie 4. Mechanismus vzniku rezistence k riznym cytostatikim zahrnuje
expresi gend, které umoziuji inaktivaci nebo eliminaci toxickych latek z buiky. Kromé
zvySené eliminace latek se na vzniku rezistence mohou podilet i zvySena koncentrace
cilovych enzymt, snizené pozadavky specifickych metabolickych produktl, snizeni poctu
receptort pro latky a jesté¢ tfada dalSich dosud neobjasnénych mechanismii. Mechanismy
zodpovédné za vznik rezistence k cytostatikim se mohou podilet na ochrané¢ normalnich

buné¢k pted plisobenim cytotoxickych latek [1s]
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4.2.1. Mnohacetna latkova rezistence

Ptekonani rezistence vic¢i chemoterapii je dnes v popiedi zajmu klinického 1
experimentalniho vyzkumu. Nejvice pozornosti se vénuje tzv. mnohacetné latkové rezistenci
(MDR = multiple drug resistence). Jedna se o druh rezistence spole¢né pro riiznd, strukturné
odlisna cytostatika, jehoz pfi¢inou je nahromadéni zvlastniho fosfoglykoproteinu (P-
glykoprotein) vbunééné membrané¢ nadorovych bun€k. P-glykoprotein slouzi jako
membranovy transportér pro mnoho latek, jehoz funkce je zavisla na ATP. Tento protein
,odCerpava“ cytostatika z bunky, ¢imz sniZzuje jejich potiebnou koncentraci v nadorovych
bunkach a eliminuje tim jejich toxické pusobeni. P-glykoprotein je produktem exprese
zvlastniho genu, ktery je lokalizovan na 7. chromozomu (MDR-gen).

Pisobeni tohoto fosfoglykoproteinu vyvolava nutnost zvySeni davek cytostatik, ¢imz
dochazi k poSkozeni i normalnich tkani, které je nutné riznymi zasahy ochranovat

(transplantace kostni diené¢ a;.) [15.41
4.3. Vyvoj novych léciv

K optimalnimu ucinku cytostatik sméiuje vyvoj nové generace 1€Civ, ktera neposkozuji
genetickou informaci bunky (DNA), ale zasahuji do regula¢nich a signalnich proteinti. Zména
genomu, zptisobena kancerogenesi, vede k produkci aberantnich a fuznich molekul RNA a
jimi kodovanych proteint. Proto jsou vyvijena 1é¢iva jejichz tikolem je zasdhnout jeden urcity
protein s cilem poskodit zasadnim zptisobem nadorové buriky a zptisobit minimalni nezadouci
ucinky. Tento novy zpusob 1éEby v kombinaci s klasickou chemoterapii, oznacovany jako
cilena 1é¢ba rakoviny, predstavuje velky pokrok v onkologické 1€cbé 141,

Prvni 1€k, umoznujici cilovou 1é¢bu, byl uveden do klinické praxe v roce 2000. Od té
doby jich byla pfipravena celd fada. Ale i tato 1écba ma sva omezeni, lze ji pouZzit jen u
pacientil, které maji takové genetické predpoklady, aby byla cilend 1é¢ba u¢inna. Uspésnost
cilené lécby tedy vyzaduje piedbézné vySetieni rliznych molekularnich a genetickych
ptedpokladii pacienta. Také samotna lé¢ba je finanéné velmi naro¢na. Je-li u pacienta
prokazana jako neu¢innd, neni lékatfi doporucovana. Aplikace cilené 1écby je podobna 1€CbE s
klasickymi cytostatiky, aplikuje se bud’ nitroZilng nebo peroralng ¢!,

Velmi Gspé$nd je tato metoda zejména pii 1€cbé rakoviny tlustého stfeva, prsu,
vajecniku, ledvin ¢i u chronické myeloidni leukémie. Pomérn¢é nejméné pokroki bylo ziskano

v lécbe karcinomu plic. Celkova doba pteziti nemocnych se pii 1é¢bé sice prodlouzila, ale
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celkem bezvyznamné o nékolik tydnt, a fada pacientd je postizena takovymi nezadoucimi
inky, e velmi zhorsuji kvalitu jejich Zivota (¢,

Velkou prednosti cilené 1é¢by je jeji schopnost postihnou vedle nddorovych bunék i
burnky, které se mohou podilet na rozvoji a metastazovani nadoru — fibroblasty, rizné typy
krvinek, cévy. V soucCastnosti se pracuje na zdokonaleni postupu cilené 1écby a piipraveé
preparatu, ktery by byl u¢inny i u pacientt s genetickou poruchou %421,

V soucastnosti se koncipuji dvé skupiny téchto 1é¢iv: monoklonalni protilatky proti
urc¢itému proteinovému cili a 1é¢iva o malé molekulové hmotnosti (,,small drugs®), ktera
jsou schopna ,,zablokovat* aktivni centrum nékterého z regulaéné dalezitého enzymu M4,

Piikladem monoklonalni protilatky je cetuximab, ktera se kompetitivné vaze na
extracelularni doménu receptoru EGFR a blokuje vazbu moznych aktivatort. Brani tim
transdukci signalu a odstartovani kaskady dé&ji, které vedou k aktivaci onkogenu a nasledné

zpusobi riist nadoru (Obr. 9) .

|
’ ‘ cetuximab
'\ blokéda EGFR
33
LEUEL .
branéni dediferenciaci 4 l‘. ™
2) signalni -
T A | kaskada ™ A
. L9 : Y ~ Jy
" vy .
aktivace apoptdzy
5 SMON
inhibice Q\s '/y
angiogeneze » -
3‘; -
"
Y @ inhibice bunizné
s redukce bunécné proliferace
migrace
[17]

Obr. 9 Pusobeni monoklondlni protilatky cetuximab na receptor EGFR

Intracelularni doménu receptoru EGFR a jeji tyrozinkindzovou aktivitu lze ,,blokovat*
»malymi molekulami® latek, které se navazi na vazebné misto pro makroergicky fosfat.
,Blokada* fosforylace znamena ,,blokéddu* pfenosu signalu 4 Mezi blokatory tyrozinkinazy

patii napt. gefitinib, jehoz struktura je zndzornéna na Obr. 10.
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Obr. 10 Strukturni vzorec léciva gefitinibu 8.
5. Skupiny cytostatik, tiidéné podle jejich mechanismu acinku

U latek s protinadorovymi Géinky bylo prokazano, ze vét§inou ovliviiuji strukturu nebo
funkci DNA. Protinadorova chemoterapeutika interakci s DNA nebo jejich prekursory vede k
inhibici syntézy nového genetického materialu nebo k nenapravitelnym zménam samotnych
DNA. V posledni dob¢ se zavad¢ji latky s dal§imi mechanismy uc¢inku, které napt. ovliviuji
diferenciaci nadorovych bunck nebo stimuluji imunologické procesy, které pomahaji usmrtit
nadorové bunky. Pro praxi je velmi uzite¢na klasifikace cytostatik podle mechanismu jejich

pusobeni. Mezi zakladni mechanismy ucinku protinddorovych chemoterapeutik patii:

A. inhibice biosyntézy prekurzoru a nukleovych kyselin (skupina antimetaboliti),

B. piimé poskozeni struktury jiz biosyntetizovanych nukleovych kyselin (alkylace,
interkalace, rozstépeni DNA),

C. poskozeni mikrotubularniho proteinu, jeZ ma za nasledek abnormalni pribéh mitdézy
a jeji blokadu v metafazi (antimitotika),

D. latky s kombinovanymi a dal$imi G¢inky (stimulace diferenciace bun¢k, apoptdzy)
[18]
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5.1. Antimetabolity

Jako antimetabolity se oznacuji latky, které jsou strukturné podobné piirozenym
substratim pro tvorbu nukleosidd, nukleotidi a dalSich bunécnych komponent, jejichz
vélenénim do nukleovych kyselin se vytvofené nukleové kyseliny stavaji nefunkénimi. Mayji
tedy inhibi¢ni G¢inek na tvorbu téchto zivotné dulezitych latek nebo blokuji enzymy, které
umoziuji tvorbu zakladnich stavebnich kamenti nukleovych kyselin. Jejich maximalni
cytotoxicky ucinek je v S-fazi bunécného cyklu. Antimetabolity nezpisobuji sekundarni
nadory, poskozeni myokardu a jinych organi a pro dlouhodobé uzivani se jevi jako malo
toxicke a témet idedlni cytostatika [15]

Antimetabolity se rozdé€luji na analogy kyseliny listové, analogy purinu, derivaty
pyrimidinu, a nepfimo sem patfi 1 inhibitory ribonukleotidraduktdzy, které maji ucinky

podobné jako antimetabolity [18]

5.1.1. Analogy kyseliny listové (antifolika)

Fyziologicky vyznam kyseliny listové je v jeji funkci jako ,.koenzymu F* pfi prenaSeni
jednouhlikatych zbytk. Koenzymem se stava az po redukci ve dvoustupiiové reakci pomoci
enzymu folatreduktazy, kdy postupné vznikd kyselina dihydrolistova (FH;) a zni dale
kyselina tetrahydrolistova (FH4). Jejim dualezitym funkénim derivatem je kyselina
formyltetrahydrolistova, oznaCovéna také jako leukovorin 1,

Inhibice folatreduktazy vede k toxicité, ktera je zpusobena ubytkem kofaktorti nutnych
k syntéze purinti a dTMP slouzici jako esencialni komponenta pro vznik DNA.

Hlavnim ptedstavitelem antifolik je metotrexat, ktery blokuje folatreduktdzu a brani
tim vzniku FHa, coz se projevi poruchou syntézy kyseliny thymidylové, purint, thyminu a

dal§imi metabolickymi zménami =2

O
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Obr. 11 Strukturni vzorec leukovorinu (kyseliny folinové) .

-25 -



5.1.2. Analogy purini (antimetabolity purinit)

Hlavnimi pfedstaviteli této skupiny jsou 6-merkaptopurin a 6-thioguanin, které jsou
analogy hypoxanthinu, resp. guaninu. Zakladem jejich ucinku je inhibice tvorby nukleotidl a
nasledn¢ i nukleovych kyselin. Analogy purini se stavaji ucinnymi az po metabolické
preméné na mononukleotidy, tedy jejich podanim probihd tzv. letdlni syntéza U¢innych
produkti, které slouzi jako substraty pro vznik dal$ich metabolitt nebo mohou inhibovat
ne¢které dulezit¢é metabolické enzymy. Vytvaii se nefunkéni nukleové kyseliny, které

T . I3 v v 7 o [1
neumoznuji piepis a ndsledné tvorbu funkcnich proteinti [1s]

5.1.3. Analogy pyrimidini

Do této skupiny antimetabolit patfi mnoho rtznych latek, ale jako protinddorova
chemoterapeutika naSly uplatnéni predevsim fluoropyrimidiny a cytosinarabinosid. Mezi
jejich zastupce patii 5-fluorouracil, ktery blokuje syntézu kyseliny thymidylové, a tim i
syntézu DNA. Podminkou jeho ucinku je jeho konverze na mononukleotid. Podobné ucinky

mé i 5-fluorodeoxyuridin ™.
5.1.4. Inhibitory ribonukleotidreduktazy

Latky fazené do této skupiny nepatii mezi antimetabolity, ale disledky jejich piisobeni
jsou stejné jako u téchto latek, tedy snizeni tvorby deoxyribonukleotidii. Hlavnim zastupcem
je hydroxyurea, ktera blokadou ribonukleotidreduktazy znemoziuje tvorbu deoxynukleotidt
nutnych k syntéze DNA. Pusobi v S-fazi bunéného cyklu a pouziva se k 1écbé chronické

myeloidni leukémie a v kombinaci s dalsimi cytostatiky, pii 1é¢bé melanomu a dal$ich nadoru
[15]

5.2. Alkylaéni latky

Alkylacni latky patfi k nejdéle pouzivanym cytostatikim. Jednd se o latky s rliznou
chemickou strukturu, ale stejnym mechanismem uc¢inku. V jejich molekule jsou skupiny,
které se stavaji metabolickou zménou vysoce reaktivni. Tyto skupiny pak reaguji
s nukleofilnimi centry molekul a vytvareji s nimi kovalentni vazby. Vysoce u¢inné alkyla¢ni

¢inidla modifikuji DNA jak malignich, tak normalnich bunék (kostni dien, travici trakt), coz

- 26 -



vede k jejich poskozeni az jejich smrti. Nejdéle znamou alkyla¢ni latkou je dusikaty yperit
(bis-beta-chlorethylamin) !,

Alkyla¢ni c¢inidla jsou dosti toxickd a patfi 1 mezi latky s teratogennimi a
kancerogennimi uc¢inky (mohou vést ke vzniku sekundarnich nadort).

Mezi nejcastéji uzivané alkylacni latky patii beta-chlorethylaminy, ethyleniminy,
derivaty platiny, estery sulfonovych kyselin, thiotepa, oxasafosforiny, alkyla¢ni derivaty

modoviny a antibiotika s alkylaénim G&inkem ™,

5.3. Interkalacni latky a inhibitory topoizomeraz

Tyto latky, které jsou latkami nekovalentné interagujicimi s DNA. Interaguji s DNA
bud’ interkalaci nebo inhibici topoizomeraz a vedou k rozstépeni DNA fetézcu. Jsou Casto
piirozenymi produkty a souhrné se oznacCuji jako antibiotika. Vysledkem interkalace, tedy
,vmezefeni® se cytostatika mezi pary bazi DNA, je nasledna inhibice replikace a transkripce,
které vedou k cytotoxickym ucinkim. Nekteré =z interkala¢nich latek také inhibuji
topoizomerazy, a tim pfispivaji k protinadorovému putisobeni nékterych cytostatik.Existuji

v8ak i latky, jejichZ primarnim u¢inkem je inhibice téchto enzymi (1]

5.3.1. Skupiny latek s interkalacnimi ucinky

5.3.1.1. Antracyklinova antibiotika

Antracyklinova antibiotika patii mezi jedny z nejdalezitéjSich protinddorovych latek.
Cytotoxicky uc¢inek antracyklinli je dan jejich interkalaci, a inhibici topoizomerazy II. Dale
pak tvorbou kyslikovych radikalti. Antracykliny obsahuji ve své molekule hydroxychinon,
ktery je chelatorem zeleza. Komplex latka-Zelezo-DNA katalyzuje ptenos elektronu
z glutathionu na kyslik, coz vede k vytvofeni aktivnich kyslikovych radikald, které maji na
buiiky destruktivni G€¢inky. Zplsobuji peroxidaci lipidl, poSkozuji myokard a podmiiiuji tak
kardiotoxicitu. Typické jsou zmény subcelularni struktury, pomalé ztraté myofibril a
vakuolizace bungk %],

U solidnich nadord se predev§im pouziva doxorubicin a pii 1é¢bé leukémii
daunoribicin. Vsechny tyto latky obsahuji ¢tyfclenné antracyklinové jadro, které je pfipojeno

k molekule cukru.
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9.3.1.2. Derividty antracendionu

Tyto latky jsou analogy antracyklinl, ale neobsahuji cukernou slozku. Maji ptesto
schopnost interkalace, ale nevedou k tvorbé volnych radikali. To ma za nasledek dobry
protinadorovy ucinek, ale s niz§im poskozenim myokardu nez pii pouziti antracyklint. U

akutni leukémie a n&kterych solidnich nadori se pouziva mitoxantron 4.
5.3.1.3. Aktinomyciny

Jedna se o chromopeptidy, které se od sebe lisi po¢tem a druhem aminokyselin. Jejich
cytotoxické uCinky jsou zavislé na vazbé latek na dvousroubovici DNA. Tim je zablokovana

transkripce DNA !,
5.3.2. Inhibitory topoizomerdz
5.3.2.1. Inhibitory topoizomerdzy 1

Mezi inhibitory topoizomerdzy I se tfadi dvé IéCiva, ktera jsou polosyntetickymi
hydrofilnimi  derivaty kaptotecinu. Topotekan puasobi synergisticky s inhibitory
topoizomerazy II a je silnym inhibitorem topoizomerazy I a irinotekan, ktery se pouziva u

sarkomt mékkych Casti a maligniho lymfomu (1]

5.3.2.2. Inhibitory topoizomerazy I1

Mezi tuto skupinu latek patii polysyntetické derivaty epipodofylotoxinu, jejichz
zakladni mechanismus protinddorového uc¢inku spociva v inhibici topoizomerazy II. Inhibice
tohoto enzymu vede ke Stépeni dvousroubovice DNA na fragmenty, které se nespojuji ve
funkéni DNA fetézce. Tyto latky, mezi nez patii etoposid a teniposid, pasobi predevsim

vV S a G, fazi bunééného cyklu [25],

5.4. Radiomimetika

Jako radiomimetika se oznacuji antibiotika polypeptidové povahy, kterd, podobné jako
ionizujici zafeni, roz$tépuji molekuly DNA. Inhibuji pfedevs§im syntézu DNA, zatimco

syntéza RNA a proteind je ovlivnéna podstatné méné. Plsobi v pocatku G, fdze bunécného
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cyklu. Mezi hlavni ptedstavitele téchto antibiotik patti bleomycin, ktery ma dvé aktivni ¢asti
molekuly. Jedna cast se vaze na DNA a druha ¢ast na Zelezo. Jeho plisobenim vznikaji
toxické volné kyslikové radikaly.

Na rozdil od jinych cytostatik vykazuji radiomimetika jen nizkou toxicitu na kostni dien

~ro ey v vr 7 V1o v . oo ’ o , o 1. 0w [l
a pouzivaji se predevsim k 1écb¢ testikularnich nadorti a nadorti ktize [15]

5.5. Inhibitory mitozy

Poruseni procesu mitdzy je velmi dilezitym mechanismem inhibice nddorového rastu.
Mikrotubuly jsou proteinové polymery, které jsou zodpovédné nejen za tvar i pohyb bunék,
ale 1 za funkci dé¢liciho vieténka, které pii mitdze zajistuje spravny pohyb chromozomi
k polim délici se bunky. Latky s timto mechanismem cytotoxického ucinku se ¢asto oznacuji
jako mitotické jedy a ptisobi v M-fazi bunééného cyklu 2,

Timto mechanismem pusobi dva typy latek vinca-alkaloidy (vinblastin), které brani
vytvofeni déliciho vieténka tim, ze inhibuji pfeménu tubulinu v mikrotubuly a taxany

(docetaxel), které brani dezintegraci déliciho vieténka na tubulin (18]

5.6. Latky s riiznymi mechanismy ucinku

5.6.1. Inhibitory proteosyntézy

VétSina inhibitort syntézy proteintl je natolik toxicka, ze je nelze terapeuticky vyuzit.
Jen nékolik latek ma terapeutické uplatnéni, mezi které patii L-asparginaza. Aspargindza
zpusobuje nedostatek aminokyseliny L-asparginu jeho pfeménou na kyselinu asparagovou a
amoniak. Ubytek této aminokyseliny omezuje rist tdch bundk, které jsou zavislé na jeji
pfitomnosti. Aspargindza se pouzivd pfedevS§im u akutnich lymfoblastickych leukémii a

lymfomt lymfoblastického typu =2

5.6.2. Imunomodulacni léciva
V posledni dob¢ se ukazalo, ze néktera lé¢iva ovliviiujici imunitu pacienti, mohou mit
ptiznivé U¢inky u nékterych nadorovych onemocnéni. Dobré ucinky byly prokazény u

interferoni, jejichz mechanismus G¢inku je velmi komplexni a kromé antivirového plisobeni

mohou interferony také prispivat ke vzniku virové rezistence, ale predevsim k inhibici
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proteosyntézy. Interferon o ma antiproliferacni a dal$i ucinky a jako protinddorovy lék se
pouzivé u chronické myelodni leukémie [1s]

Aldesleukin (interleukin 2) se také fadi mezi imunomodulacni 1éc¢iva, jehoz hlavnim
ucinkem je zmnozeni cytotoxickych T-lymfocytti a stimulace tvorby nékterych cytokind.

vr s , s . . . , 1
Pouziva se u metastazujiciho adenokarcinomu ledvin a u maligniho melanomu (81,

5.7. Hormony a jejich antagonisté

Rist n€kterych nadori je zavisly na pfitomnosti steroidnich hormont, které plsobi
prostfednictvim cytoplasmatickych receptort. Steroidni hormony se vazou na receptorové
proteiny v nadorovych buikach a mira odpovédi buiiky na hormonalni 1é¢bu zalezi na obsahu
receptort v bunice. V urcitych typech nadorovych bunék byly nalezeny receptory selektivni
pro estrogeny, gestageny, androgeny nebo kortikoidy ™.

U hormonaln€ dependentnich nadort, které maji ptisluSné receptory, lze podanim
agonisti utlumit rist nadord podminénych nadbytkem jinych hormonti (nap#. Gtlum rtstu
karcinomu prostaty podanim estrogentl) nebo podanim antagonistii hormont blokovat uc¢inek
toho hormonu, ktery je zodpoveédny za nddorovy rust.

Piikladem hormonu, které se pouzivaji pii 1é¢bé jak karcinomu prsu, tak karcinomu
prostaty jsou estrogeny (diethylstilbestrol). Hormonalnim antagonistou estrogenti jsou
antiestrogeny (tamoxifen), latky nesteroidni povahy, které brani vazbé receptord na
specifické receptory [1s].

Dalsi skupinou hromoni, které se pouzivaji k terapii nadord prsu patii androgeny
(testosteron), ale k dlouhodobé terapii nejsou piili§ vhodné. Antagonisté androgend,
antiandrogeny, brani vazbé muzskych pohlavnivh hormont na specifické cytoplazmatické
receptory nebo jinym mechanismem rusi i€inky androgenti. Podavaji se jako alternativa misto
[15]

estrogenil pti 1é€bé karcinomu prostaty

Obr. 12.

. Strukturu androgenu, testosteronu, znazoriuje

OH

CH4

O

Obr. 12 Strukturni vzorec testosteronu. 2%,

-30 -



6. Ellipticin a jeho pusobeni

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol), alkaloid izolovany z rostlin ¢eledi
Apocyanaceae (Ochrosia borbonica, Excavatia coccinea), a nékteré jeho derivaty vykazuji
vyznamnou protinadorovou aktivitu. Uginné take ptisobi proti viru HIV. Tato sloudenina je
jednou z nejjednodusich ptirodné pasobicich alkaloidti majici planarni strukturu. Poprvé byla
izolovana v roce 1959 z listt malého, tropického, stale zeleného stromu Ochrosia elliptica
rostouciho v Australii, Madagascaru, Hawaii, a dalSich ostrovech v Tichém ocednu [21]

Biologické ptisobeni ellipticinu bylo objeveno az v roce 1967, kdy se podafilo ellipticin uméle

syntetizovat %2,

Obr. 13 Ochrosia eliiptica (plody) 3.

Ellipticin a jeho polarngjsi derivaty (9-hydroxyelipticin, 9-hydroxy-N?-methylelipticin,
9-chloro-N?-methylelipticin a 9-metoxy-N*methylelipticin) jsou uZivany zejména k 1é¢eni
pokro¢ilého karcinomu prsu s kostnimi metastazami, akutni myeloblastické leukemie,
sarkomt ledvin a nadoru §titné zlazy 21, Duvody zajmu o klinické vyuziti ellipticinu a jeho
derivatd je jejich vysoka G¢innost proti riznym typum nadorovych onemocnéni (ellipticin je
cytotoxicky vic¢i nadorovym butikam jiz v koncentracich fadové rovnych 0,1-1mM), jejich
relativn€ nizké vedlejsi toxické Gc€inky a prakticky nulova hematologicka toxicita. Limitujici
toxicitou je xerostomie (suchost v Ustech), kterd mize vyvolavat dal$i nezadouci Uc¢inky
(anorexie) a az na nefrotoxicitu, jsou vedlejsi toxické G¢inky ellipticinu minimalni. Ellipticin

a jeho 9-hydroxyderivat jsou silnymi mutageny vykazujicimi mutagenni aktivitu viaci
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kmenim Salmonella typhimurium, Neurospora crassa, Escherichia coli a jsou mutagenni i

viici savéim buitkam 224,

CH;
OO
s i

H

CH,

Obr. 14 Struktura ellipticinu. 4,
6.1. Mechanismus nespecifického ucinku ellipticinu

Ellipticiny patii do skupiny protinadorovych 1é¢iv, jejichz mechanismus ucinku neni

jesté presné znam. Predpoklada se, Ze hlavnimi mechanismy protinadorového ucinku jsou:

v’ interkalace do dvouSroubovicové struktury DNA, ktera vyplyva z velikosti a
tvaru molekuly ellipticinu

jeho pusobeni jako inhibitor topoisomerazy 1l

inhibice fosforylace proteinu p53

inhibice oxidac¢ni fosforylace v mitochondriich

inhibice telomerazy

inhibice DNA helikazy

AN NN N

Velikost a tvar molekuly ellipticinu se podoba komplementarnimu paru purinové a
pyrimidové baze, coz poskytuje ptiznivé podminky pro jeho interkalaci do dvousroubovicové
struktury DNA. Interkalace ellipticinu je zptsobena slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi
interakcemi mezi sparovanymi bazemi molekuly DNA. Interakce mezi methylovou skupinou
ellipticinu a thyminem v interkalaénim misté je urcujici pro orientaci této slouceniny v DNA.
Z tohoto divodu slouzi ellipticin, ktery ma také fluorescenéni vlastnosti, jako modelova
slouCenina v fad¢ studii feSicich obecné principy interkalace %1 pasobeni ellipticinu jako
inhibitoru topoisomerazy Il je stale pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Ellipticin, oproti jinym
inhibitorim topoisomerazy II, interaguje bud s molekulou DNA nebo s proteinem
topoisomerazy Il za tvorby ternarniho komplexu. Vznikly ternarni komplex, ktery je

katalyticky inaktivni, pak vede ke stimulaci tvorby fetézovych zlomti v DNA [291,
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Dalsimi mechanismy protinddorového pusobeni ellipticinu mohou byt inhibice
oxidacni fosforylace, ktera vede k drastickému snizeni ATP v burnikach a nasledné k jejich
zaniku. Ellipticin a 9-hydroxyelipticin také zptisobuji selektivni inhibici fosforylace produktu
tumor supresorového genu, proteinu p53. Inhibice fosforylace tohoto proteinu je
pravdépodobné¢ zplisobena inhibici specifické cyklin-dependentni kinazy. Nahromadéni

defosforylovaného proteinu p53 miiZe vést k indukci apoptozy 21,

6.2. Mechanismus specifického ucinku ellipticinu

Uvedené mechanismy protinadorové aktivity ellipticind jsou zaloZeny na nespecifickém
pusobeni. Tedy interkaluji do DNA bunék nadorovych i zdravych a inhibice topoisomerasy I
rovnéZ probihd ve vSech buiikdch bez ohledu na jejich zdravotni stav. Tato skutenost vSak
kontrastuje s pomérné uzkou specifitou G¢inku ellipticini vii¢i nadorovym onemocnénim.
Jsou specifické pouze k urCitym typlim neoplasie a lze také pozorovat jejich individualni
variabilitu v odpovédi pacientd na podané 1é¢ivo. Uginek ellipticindl je tedy specificky i pro
individualni pacienty. Specifické plisobeni ellipticinti s vysokou efektivitou proti nadorovym
bunikam tedy napovida, ze ellipticin plsobi i1 jinym principem (3] Tento predpoklad je
potvrzen dal§imi studiemi v laboratofi, kde byla vypracovana predkladand bakalatska prace.

Zvlastnost chemoterapeutického ucinku ellipticini a jejich selektivni odpovédi na
podané léc¢ivo muze spocivat v odlisné enzymoveé vybaveé lidského organismu. Takovéto
enzymy, exprimované v cilovych nddorovych buiikach (nadory prsu a leukemické bunky),
mohou byt dulezit¢ pro biotransformaci ellipticinli, kdy mohou lécivo aktivovat na
terapeuticky u¢inné¢jsi derivat, ktery pak nadorové buiky efektivnéji poskozuje ¢i uplné
zlikviduje. V bunkach lidskych prsnich nadord jsou exprimovany cytochromy P450 1Al,
2B6, 2E1 a 3A4, laktoperoxidasa a prostaglandin H syntetasa 5] v leukemickych burnikach je

exprimovana jina peroxidasa, myeloperoxidasa. Prostaglandin H synthetasa je piitomna také
V ledvinach a nadorech mozku (napf. COX-2). Uvedené enzymy jsou ve vysoké miie
exprimovany v nadorech citlivych na 1é¢bu ellipticinem. Pasobenim téchto enzymu je
ellipticin aktivovan na metabolity, které vytvareji kovalentni adukty s DNA, a tim efektivngji

[0 Na zaklads téchto faktd, mize ellipticin ptedstavovat

poskozuji nadorové bunky
farmakologicky efektivni lé¢ivo, jehoz ucinek zalezi na cytochromu P450 a peroxidasami

zprostfedkované aktivaci v cilovych tkdnich 1],

-33-



6.2.1. Mechanismus ellipticinu indukujici apoptozu a zastaveni bunécného cyklu

MCF-7 bunék

Ellipticin zastavuje pribéh bunééného cyklu regulaci exprese cyklinu Bl a Cdc2 a
fosforylaci Cdc2, navozuje apoptickou bunéfnou smrt vytvarenim volnych radikald,
aktivaci Fas/Fas ligandového systému, regulaci Bcl-2 proteinové rodiny zvySenim
standardniho typu p53, uvolnénim aktivovaného mutovaného p53 a zahdjenim

%61 " Ellipticin také ,,vypina“ mitochondrialni oxidagni

mitochondridlni apoptické cesty
fosforylaci, a tim naruSuje energetickou rovnovahu bunék. Ellipticin a 9-hydroxyelipticin
zpusobuji selektivni inhibici proteinu p53 fosforylaci v n€kolika lidskych rakovinnych
bunéénych linii, coz souvisi s jejich cytotoxickou aktivitou. Piesny molekularni mechanismus

odpovédny za tyto efekty neni jesté zcela vysvétlen [26]

Dnes jsou znamy dvé cesty, které spoustéji apoptdzu:
» vnéjsi cesta indukce apoptozy

» vnitini cesta indukce apoptézy

Vnejsi cesta (Obr. 15) nastava po navazani ligandu na membranovy ,,receptor smrti*
(DR - Death Receptor) s naslednou indukci vzniku signalizaéniho komplexu (DISC)
navozujici bunécnou smrt. Ten dava vzniknout aktivnim kaspazam -8, -10, které pak aktivuji
efektorové prokaspazy -3, -6, -7. Kaspaza -8 vede také ke Stepeni Bid proteinu, za vzniku
tBid, ktery prostupuje do mitochondrie a spousti cestu mitochondrialni smrti. Timto

zpusobem se mitochondrie zapojuji do regulace apoptdzy jako jeji spoustec 271
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Inactivated FasL binds to receptor
Fas receplor —
i e

Intracellular
death domain

. Caspase
Apoplosis  -———  Jhohon T

Pro-caspase 8
Obr. 15 Vnéjsi cesta indukce apoptozy [28]
(a) Navdzani ligandu na membranovy receptor smrti.
(b) Vazba FasL na receptor md za ndsledek aktivaci kaspazy 8, pres prostrednik FADD.
(¢) Fas receptor se po navaizani na Fas ligand zméni na DISC (,, death-inducing signaling
complex ), ktery aktivuje kaspazu 8 a kaspazu 10.

(d) Kaspdaza 8 pak obvykle aktivuje dalsi kaspazy, které nevratné smeruji k smrti buriky.

Na povrchu keratinocytu se naléza nekolik typl ,,receptoru smrti“ (DR). Nélezi k nim
TNF-R1, Fas a TRAIL. UV zafeni zvySuje expresi Fas/FasL na povrchu keratinocytu a tim
zvetSuje jejich sensitivitu k Fas mediované apoptoze. Dalsim efektem UV zafeni je na ligandu
nezavislé seskupovani Fas a TNF-R1 Kkeratinocytu. Fas navozena apoptéza muze pokracovat
nezavisle na ptitomnosti funkéniho p53. Tato cesta tedy brani karcinogenezi eliminaci bun¢k

s p53 mutacemi 7.
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Vnitini cesta apoptozy (Obr. 16) je zaméfena na vnitini prostiedi bunky. To znamena,
ze pii indukci apoptozy touto cestou nedochazi k navazani ligandu na smrtici receptory, jako
je tomu u vnéjsi cesty indukce apoptdzy. Vnitini cesta indukce apoptdzy je vazana na
mitochondrie, kde probihd bunécné dychani. Aktivatory této cesty jsou signaly z vnitiniho
prostfedi bunky, coZ mohou byt rizné bunécné metabolické zmény, nedostatek zivin, volné
radikaly, UV zateni, pisobeni cytostatik nebo zvySeny obsah vapenatych iontti. Vnitini cesta
indukce apoptdzy nastava, jestlize se bunka dostava do stresovych podminek tieba pfi
zvysené radiaci, teplu ¢i infekei virovymi partikulemi . Buiika tak na zaklad& vlastniho
rozhodnuti spusti mechanismus, ktery ji umozni provést apoptozu. Jakmile dojde k poskozeni
vnéj$i mitochondrialni membrany uvolni se mitochondrialni proteiny. Jednim z nich je
cytochrom c, ktery v cytoplazmé spousti tvorbu apoptosomu — molekularni zékladny sloZzené
z Apaf-1 (Apoptosis proteases-activating factor 1), dATP, cytochromu c. Uvedené déje Gsti v
aktivaci kaspazy -9, ktera Stepi a aktivuje efektorové prokaspazy. Vnitini cesta apoptozy je
regulovana proapoptickymi (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim) a protiapoptotickymi (Bcl-2, Bcl-XL)
geny z rodiny Bcl-2 ),

Nejcast€ji vSak na pocatku vnitfni cesty stoji poskozeni DNA a nasledna aktivace
proteinu p53. Jeho regulace je zajisténa dvéma mechanismy: transkripéni cestou, anebo
posttranslacni modifikaci (fosforylaci, acetylaci). Fosforylaci je rozrusena vazba p53-MDM2
komplexu, aktivni p53 protein se pfesouva do jadra, kde zastavi bunétny cyklus nebo
,havodi“ apoptozu transkripéni aktivaci p53 asociovanych gend, jako je p2lwafl/cipl,
NOXA, Bax. Prenaseci signalu o poSkozeni DNA jsou ATR kindzy a FRAP (FKBP12

rapamycin-assotiated protein) - tyto slouceniny pimo fosforyluji p53 °..

Tumorovy supresorovy gen p53 je spojovan S apoptdozou, protoze genovy produkt zastavuje
proliferaci buiiky a udrzuje ji v G1 fazi bunééného cyklu, aby mohlo byt eventualni poskozeni
genetického materidlu bunky pifi mutaci odstranéno. Nedojde-li k néapraveé, nastoupi
»sebevrazedny* program. DalSimi geny, jejichz alternace miiZze spustit apoptdzu, jsou gen Fas

a onkogen Bcl-2 1!,
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Obr. 16 Vnitrni cesta indukce apoptozy (0]

(@) Rodina bilkovin Bcl-2 spoustéjici smrt, véetné proteinii Bak a Bax, tvori kandlky ve
vnéjsi mitochondrialni membrane.

(b) Burika uvoliuje cytochrom ¢ do cytoplazmy, ktery se pak vaze na adaptorovou
bilkovinu Apaf-1.

(c) Adaptorova bilkovina Apaf-1 spousti hromadéni a aktivaci prokaspazy 9.

(d) Aktivovany kaspazovy enzym spousti kaskddu

(e) Kaspazova kaskdda vede k apoptoze.

Soucasné studie ukazuji [31]

, ze ellipticin inhibuje rast bun€k lidského prsniho
adenokarcinomu - MCF-7 bunék. U¢inek inhibice ellipticinu na tyto buiiky zobrazuje Obr.
17. Tato inhibice spoc¢iva v zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M fazi a vyvolani apotdzy.
Ellipticin zvySuje expresi proteinu p53 a enzymu KIP1/p27, ale neovliviiuje expresi proteinu
WAF1/p21, coz muze ptispivat k blokujicimu tc¢inku ellipticinu na G2/M fazi bunétného
cyklu. Pro ur¢eni mechanismu apoptozy zpusobené ellipticinem proti MCF-7 buikam, bylo
studovano zapojeni Fas/Fas ligand smrticiho receptoru a mitochondridlni cesty v tomto dé&ji
1 Bylo zjisténo, Ze Fas ligandy mFasL a sFasL zvysuji G&inek ellipticinu na MCF-7 buiiky,
a ze inhibici buné¢ného ristu a indukci apoptozy MCF-7 bungk, zpusobené ellipticinem,
snizuje inhibitor kaspazy 8 (kaspaza 8 spousti aktivace dalSich kaspaz, které vyvolavaji
nenavratné smrt builky). Na druhé strané, ellipticin zvySuje expresi transkripéniho faktoru
Bax (stimulator apoptdzy) a snizuje expresi transkripénich faktord Bcl-2 vazany k Apaf-1 a

Bcl-X. v MCF-7 bunkach slouzicich jako inhibitory apoptozy, nasledn¢ indukuje uvolnéni
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cytochromu ¢ z mitochondrie do cytoplasmy a aktivuje kaspazu 9, ktera aktivuje prokaspazu 3
Sté€pici proteiny. Uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii zptsobuji adaptorové molekuly,
pticemz dochazi nejen k aktivaci kaspazové kaskady, ale také k aktivaci transkripénich
faktoru. Kaspazova kaskada navozuje Stépeni cytoskeletarnich proteini a vyuastuje v
degradaci jaderného materidlu provdzenou fragmentaci DNA BU v této konecné fazi se
objevuji apoptdzova téliska, kterd mohou byt zlikvidovana makrofagy. Soucasné vysledky
dokazuji, ze indukovany p53, Fas/Fas ligand smrtici receptor a mitochondrialni proapopticka
cesta jsou zapletené do ellipticinem zprostfedkované inhibice bunééného rustu v MCF-7
buiikach B3, MCF-7 buiiky jsou ukazany na Obr. 18.
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Obr. 17 Ucinek inhibice ellipticinu na rostouci MCF-7 buiiky 1]

MCF-7 Cells MCEF-7 Cells

Obr. 18 Buiiky lidského prsniho adenokarcinomu — MCF-7 buriky 2],
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7. Metabolismus ellipticinu

Cytochromy P450 (CYP) oxiduji ellipticin az na pét riznych metabolitd, které maji, az
na 7-hydroxyellipticin, vyssi toxické ucinky nez samotnd parentdlni molekula. Tvorba
metabolitdl ellipticinu je dand ptsobenim riznych typi cytochromi P450 2. Cytochromy
P4501A1/2, 1B1 a 3Al cloveka a potkana jsou prevladajicimi enzymy katalyzujici oxidaci
elipticinu in vitro bud’ na metabolity, které jsou vylu¢ovany (7-hydroxy- a 9-hydroxyelipticin)

nebo na metabolity tvotici DNA adukty (12-hydroxy- a 13-hydroxyelipticin), jak znazoriuje
Obr. 19 1261
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Obr. 19 Oxidace ellipticinu cytochromy P450 za vzniku ucinéjsich metabolitu!®,

Peroxidazy (cyklooxygenasa (COX) 1 a 2, laktoperoxidasa (LPO), myeloperoxidasa a
ktenova peroxidasa, (HRP)) také velmi efektivné oxiduji derivaty ellipticinu poskytujici
adukty s DNA, které jsou totozné s adukty nalezenymi po oxidaci ellipticinu cytochromy
P450 9

Vhodnd metoda pro separaci a studium jednotlivych metaboliti ellipticinii je
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Metabolity ellipticinu jsou oznacovany
podle elucnich profild jako metabolity M1, M2, M3, M4 a MS5. Jednotlivé metabolity
ellipticinu, vzniklé plsobenim cytochromi P450, separované vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii znazoriuje Obr. 20 [22]
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Obr. 20 HPLC chromatogram metaboliti ellipticinu vzniklych piisobenim cytochromu P450.

M1 = 9-hydroxyellipticin, M2 = 12-hydroxyellipticin, M3 = 13-hydroxyellipticin, M4 = 7-
hydroxyellipticin, M5 = N oxid ellipticinu !,

1.1. Metabolicka aktivace ellipticinu vedouci ke vzniku farmakologicky ucinéjSich

metabolitii a tvorba adukti ellipticinu s DNA

Pro objasnéni enzymové aktivace ellipticinu, byla studovana jeho oxidace cytochromy
P450 a peroxidasami. Jak jiz bylo uvedeno vyse, ellipticin je oxidovan cytochromy P450 az
na pét metabolitl, jejichz struktura byla urCena teprve nedavno. 7-hydroxyellipticin
nevykazuje zadnou cytotoxicitu, je proto detoxikacnim metabolitem a spolu s 9-
hydroxyellipticinem je tvofen piedev§im CYP1A1,1A2 a 1B1. Minoritni metabolit 12-
hydroxyellipticin je tvofen CYP3A4 a 2C9. 13-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu
jsou generovany prostiednictvim CYP3A4 a metabolit N(2)-oxid ellipticin je tvofen
predeviim CYP2D6 ¥,

Oxidace ellipticinu peroxidasami probiha odlisnym mechanismem nez oxidace
substratd cytochromy P450. Ellipticin pii oxidaci peroxidasami tvofi majoritni produkty
shodné s produkty oxidace ellipticinu cytochromy P450 (13-hydroxyelipticin a N(2)-oxid
elipticinu). Bylo zjisténo, Ze ellipticin je peroxidasami oxidovan na radikal, ktery poskytuje

dimer ellipticinu, z jehoZ struktury byla urcena struktura i primarniho radikalu. Peroxidasa
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atakuje ellipticin na dusiku cyklického sekundarniho aminu, pyrolového kruhu ellipticinového
skeletu. Vznikly radikal se pak vaze na dalsi molekulu ellipticinu v poloze 9 jeho molekuly.
Druhym oxida¢nim metabolitem je N(2)-oxid ellipticinu, ktery je také produktem oxidace

ellipticinu cytochromy P450 3421,

Obr. 21 Struktura dimeru ellipticinu ™,

Dva metabolity ellipticinu vytvofené lidskymi CYP enzymy, 13-hydroxy- a 12-
hydroxyellipticin, vznikly také spontalné z N(2)-oxidu ellipticinu Polonowského pfesmykem,
jsou zodpovédné za vznik dvou hlavnich DNA aduktt in vitro a in vivo. VyfeSeni struktury
reaktivnich metabolitd ellipticinu, které tvofi pfimo adukty s deoxyguanosinem v DNA a
zvysuji tak efektivitu ellipticinu v protinddorové terapii, 1ze vyuzit novych derivatti nadoroveé
smérovanych 16&iv na bazi ellipticinu B4, V sougasné dobé jsou navrhnuty 13-hydroxy- a 12-
hydroxyellipticin z nichz se tvofi nabité karbeniové ionty (ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-
ylium) modifikujici DNA. Stejny adukt jako je adukt tvofeny 13-hydroxyellipticinem se tvoii
také pii oxidaci ellipticinu peroxidasami, pravdépodobné dvou-elektronovou oxidaci
ellipticinu na methylenimin ¥, Methylenimin je reaktivni a miiZe tvofit stejny karbeniovy
ion jako 13-hydroxyellipticin. V obou piipadech vznika adukt 1. Adukt 2 vznika jednak
pfeménou ellipticinu cytochromy P450 na 12-hydroxyellipticin pies karbeniovy ion nebo
oxidaci ellipticinu peroxidasami na N2-oxid ellipticinu, ze kterého Polonowského presmykem

vznikéa 12-hydroxyellipticin . Popsané reakce znazorfiuje Obr. 22.
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Uvedené karbeniové ionty mohou tedy reagovat s nukleofilnimi centry

deoxyguanosinovych zbytkti na DNA (napft. exocyklicka -NH, skupina) za vzniku adukti 1, 2

a pak efektivng likvidovat nadorové buiiky piimo #*1,
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Obr. 22 Metabolickd aktivace ellipticinu peroxidasami a lidskymi CYP zndzornujici vzniklé

metabolity a metabolity tvorici adukty s DNA #°,

Kovalentni adukty ellipticinu s DNA vzniklé plisobenim peroxidas a cytochromt P450
byly také detekovany in vivo v DNA izolované z riznych tkani potkana a mysi. Stejné adukty
byly dale detekovany v DNA bunkach lidského prsniho adenokarcinomu - MCF-7 buiky

(,,breast carcinoma cell line®), v bunkach leukemickych [HL-60 (,,human promyelocytic
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leukemia cell line*)], CCRF-CEM bunkach (,,human T cell lymphoblast-like cell line*) a
plicnich fibroblastickych buiikach kiecka V79 B4,

Utvareni kovalentni vazby metabolitd ellipticinu vzniklych plisobenim cytochromut
P450 a peroxidas s DNA bylo potvrzeno pomoci dvou nezavislych metod, za pouziti
[*H]ellipticinu a pomoci metody ,.*?P postlabelingu®. Tyto metody ukazaly, Ze ellipticin po

aktivaci cytochromy kovalentng vaze DNA in vitro a in vivo (Obr. 23) 2]

* -»

AL

L AL S

Obr. 23 Autoradiografie majoritnich adukti ellipticinu tvorenych in vitro s DNA po aktivaci
cytochromy P450 cloveka (A) kralika (B) potkana (C) a bez enzymové aktivace (D),
detekované metodou ,, 2p postlabeling 21

Metodou ,,*?P postlabeling analyzujici DNA nékolika organii z potkani kmene Wistar

vystavenych pasobenim byly nalezeny adukty stejné jako adukty tvorené z reakei in vitro M.
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8. Enzymy metabolizujici ellipticin

Ellipticin je oxidovan jednak velkou skupinou enzymu (superrodina), obsahujici ve své
skupin¢ hem, oznacovanou jako cytochromy P450 (CYP). Druhou skupinu tvoii dalsi
oxidoreduktasy, které pomoci peroxidu vodiku oxiduji rizné substraty, oznaCované jako
peroxidasy. Ob¢& skupiny enzymu metabolizuji ellipticin na metabolity, které vytvaieji
kovalentni adukty s DNA.

8.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 patti mezi hlavni enzymy metabolismu cizorodych latek
(xenobiotik), nachézejici se ve vSech zivych organismech s vyjimkou enterobakterii.
V lidském téle se nachazi 57 funkénich gent, které kodujici tyto enzymy. Cytochromy P450
se vyskytuji v riznych formach (izoenzymech), které jsou fazeny do genetickych rodin a
podrodin podle stupné homologie jejich primarni struktury (pofadi aminokyselin)
proteinovych molekul. V soucastnosti bylo popsano na 500 izoenzyma P450, které nalezi do
74 rodin, 14 z nich jsou rodiny sav€ich cytochromti P450. Téchto 14 rodin obsahuje 26
podrodin, z nich 20 bylo nalezeno v lidském genomu ). Lidské cytochromy P450 mizeme
rozdé¢lit do tii hlavnich skupin:

» Prvni skupinu tvofi zastupci z rodin 1-3, které maji niz8i afinitu k substratu a vykazuji
vyznamny geneticky polymorfismus. Uastni se biotransformace xenobiotik a jsou
zodpovédné za 70-80 % metabolickych pfemén klinicky pouzivanych 1é€iv.

» Do druhé skupiny patfi 4. rodina, jejiz zastupci metabolizuji derivaty mastnych kyselin
a n¢ktera xenobiotika.

» Tieti skupinu pfedstavuji enzymy ze zbyvajicich rodin, které se vyznacuji velkou
afinitou k substratu a evoluc¢ni stalosti. Zpracovavaji endogenni latky jako jsou
steroidy, prostaglandiny B¢,

Cytochromy P450 jsou v organismu piedev§im zodpovédné za reakce I. faze biotransformace
chemickych latek, vedouci k jejich detoxikaci a po reakcich II. faze biotransformace k jejich
eliminaci z buiiky a exkreci z organismu B!, Interakce CYP s 1é¢ivy uvnit lidského téla mize
vést k riznym vysledkim, které jsou uvedené na Obr. 24 Bl Jsou to enzymy, které
katalyzuji oxida¢ni, peroxidacni a redukéni reakce zaclenéné do metabolické transformace

léciv a latek pfirodnich ¢i endogennich. Vyskytuji se v lidském téle predevsim v jatrech, ale
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vyznamné jsou jejich hladiny také v plicich, ledvinach, tenkém stfev€, kzi, mozku a
nadledvinkdch. V bunkdch jsou lokalizovany v membran¢ hladkého endoplazmatického

retikula a v membranach mitochondrii £,

Aktivni metabolit

) Inhibice
Metabolismus —_—
( ﬁ
Indukce
<
o
@§

Inaktivni metabolit

Toxicky metabolit

Obr. 24 Interakce CYP-lécivo: Vzniklé metabolity mohou mit bud zvySenou ucinnost
(bioaktivaci) nebo jsou ve formé hydrofilnich meziproduktii eliminoviny z téla a nebo
predstavuji toxické meziprodukty. Lécivo miize bud' inhibovat nebo indukovat vizeni
cytochromut PA50 pri interakci lécivo-lécivo béhem vicenasobné lékové terapii 371
Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, v nichz je porfyrinovy skelet, obsahujici ion
zeleza, CasteCné vazan hydrofobnimi silami a zaroven prostiednictvim thiolatové siry
sulthydrylové skupiny cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu. Pfestoze se jedna o
podobny hem b jako tomu je i u ostatnich hemoproteinti, hemoglobinu a myoglobinu, zde se
centralni atom vaze silnéji, coz umoznuje zprostiedkovani prenosu elektronové hustoty na
dvojnou vazbu v molekularnim kysliku, a tedy i k aktivaci kysliku, pfedstavujici vyznamnou

[35]

vlastnost cytochromt P450 . Struktura cytochromu P450 119, izolovaného z termofilni

archeabakterie Sulfolobus tokadaii, je znazornéna na Obr. 25.
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[38]

Obr. 25 Trojrozmérna struktura cytochromu P450 119

Vyznamnost jednotlivych cytochromi P450 je posuzovana z nékolika hledisek. Jednim
Z nejdulezitéjSich hledisek je podil téchto enzymii na metabolismu cizorodych latek, které
jsou ve veétSiné pripadi toxické. Z jaternich cytochromt P450 jsou v procesu metabolismu
cizorodych latek nejvyznamnéjsi izoenzymy P450 1A2, 2A6, 2D6, 2C (2C8, 2C9, 2C18 a
2C19), 2E1 a 3A4. Z cytochromii P450 ptitomnych ve vysSich koncentracich v jinych tkanich
(ledviny, plice, kiize, tkan¢ gastrointestinalniho traktu a mocovych cest) jsou v pfemeéné
cizorodych latek efektivni cytochromy P450 1A1, 2B6, 2E1 a 3A4 B,

Jak je jiz diive uvedeno ellipticin je metabolizovan cytochromy P450 1A1, 1A2 a 3A4.
CYP 1B1, 2D6 a 2C9 ],

8.1.1 Cytochromy P450 1A1 a P450 1A2

Cytochromy P450 1A1 a 1A2 jsou nejvyznamnéjSimi izoenzymy pii aktivaci
prokarcinogenti. Mohou aktivovat az 90 % vSech dosud znamych karcinogenti. Oba enzymy
jsou si velice podobné (vykazuji az 70 % homologii v aminokyselinové sekvenci), katalyzuji 1
stejné reakce, ale 1isi se pfedev§im v lokalizaci. Cytochrom P450 1Al je pfitomen v nizkych
koncentracich v jatrech, naopak je zastoupen v jinych tkanich. Je siln€¢ indukovan u kutéka a

predpoklada se, Ze rozsah inducibility tohoto enzymu ptedstavuje riziko vzniku rakoviny plic.
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Teprve nedavno bylo zjisténo, ze geneticky polymorfismus cytochromu P450 1A1 ovliviiuje
vyskyt naddort (pocet i rust) plic, prsu a kiize. Cytochrom P450 1A2 je jaterni enzym, ktery
ma Sirokou substratovou specifitu. Vyznamnymi substraty jsou aromatické a heterocyklické
aminy, které vznikaji jako pyrolytické produkty tepelné upravy potravin. Narast téchto latek
zpusobeny pravidelnou konzumaci tepelné upravenych potravin, obsahujici vyssi koncentraci

pyrolysatd, zvysSuje riziko tvorby nadort 351,

8.1.2 Cytochromy P450 2D6 a P450 2C9

Cytochrom P450 2C9 patti do podrodiny 2C hojné zastoupené u Clovéka s Sirokou
substratovou specifitou. Vykazuji geneticky polymorfismus, ktery zptsobuje, ze u urcitych
skupin lidské populace je zcela zabranéno chemoterapeutickému t¢inku nékterych 1é¢iv, které
jsou na cytochromech P450 podrodiny 2C zavislé. Geneticky polymorfismus je zvlasté
chrakteristicky pro CYP 2C9, ktery aktivuje karcinogenni benzo[a]pyren. Lidsky cytochrom
P450 2D6 miize byt dulezity i pro patologické procesy chemické karcinogeneze a muze

ovliviiovat vyskyt nadort plic a moc¢ového méchyie [38]

8.1.3 Cytochrom P450 3A4

Cytochrom P450 3A4 patfi mezi nejvyznamnégj$i cytochromy P450. Tento enzym se
podili na oxidaci velkého poctu karcinogend, 1é¢iv a endogennich latek. Je pfitomen v jatrech
a celé tfadé dalSich tkani. Z hlediska procesii karcinogeneze jsou dilezitymi substraty tohoto
enzymu karcinogenni xenobiotika jako jsou pfirodni produkty (aflatoxiny), polycyklické

aromatické uhlovodiky, aromatické aminy a z endogennich latek steroidni slouceniny [36]

8.2 Peroxidasy

Ellipticin je také oxidovan peroxidasami, které jsou hojné zastoupeny v nékolika
cilovych nadorovych tkanich a svou substratovou specifitou se blizi MFO systému obsahujici
cytochrom P450. Soucasné studie ukazuji, ze peroxidasy jako jsou hovézi laktoperoxidasa
(LPO), lidska myeloperoxidasa (MPQO) a rostlinna kienova peroxidasa (HRP) oxiduji
ellipticin radikdlnim mechanismem [3],

Laktoperoxidasa je glykoprotein s molekulovou hmotnosti ptiblizné¢ 78kDa obsahujici

hemovou skupinu. Gen pro tento enzym je lokalizovan na 17. chromosomu. Tento enzym
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ptitomny v mléce, je sekretovany prsnimi kanalky epitelidlnich bunék. Ellipticin, jako dalsi
lipofilni slouceniny, se miize akumulovat v tukovych tkanich (napf. prsni tkai) 247,
Myeloperoxidasa je pfitomna v nékolika lidskych leukemickych bunkach a je schopna
metabolizovat fadu xenobiotik, véetné 1é¢iv jako je ellipticin. Gen pro tento enzym je
lokalizovan na 17. chromosomu. Jedna se o tetramerni protein slozeny ze dvou stejnych

dimerd, z nichz kazdy obsahuje hemovou prostetickou skupinu[?’g].
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9. Zavér

Nédorova onemocnéni jsou stale ¢astéjsSim projevem dnes$ni uspéchané doby a postihuje
stale vétsi cast populace. V soucasnosti jesté zdaleka neni pokrok v 1é¢eni rakoviny tak velky,
aby bylo mozné toto onemocnéni zcela vymytit, ale i pfesto je udrzovano na nizké Grovni.
Ellipticin mtize predstavovat velmi vyznamné protinadorové lécivo, které je ucinné S
minimalnimi vedlej$imi U¢inky. Muze byt vyuzivan pro léceni riznych nadorovych
onemocnéni, jako je zejména pokrocily karcinom prsu, akutni myeloblasticka leukémie a
karcinomy S§titné zlazy. Rozlusténi mechanismu ptsobeni ellipticinu vede K navrzeni jeho
ucinngjsich derivatt s cilenym ucinkem selektivnim pro nddorové bunky, coz vede k snizeni
vyskytu nadorovych onemocnéni. I presto, Ze mechanismus uc¢inku ellipticinu neni jesté tplné
piesné zndm, je zdjem o jeho klinické vyuziti velky. Stale se zkoumaji nové sméry vyvoje a

ptipravy derivati ellipticinu véetné cilené sméfovanych 1é¢iv na bazi ellipticinu.
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http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/image15.jpg&imgrefurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/structure_table_e.html&usg=__1fLh3K2DbNxzyTjwMJxhZnti5SE=&h=500&w=500&sz=39&hl=cs&start=7&um=1&itbs=1&tbnid=_YQtWnYJg1kkjM:&tbnh=130&tbnw=130&prev=/images%3Fq%3Dcytochrome%2BP450%26um%3D1%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DX%26tbs%3Disch:1
http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/image15.jpg&imgrefurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/structure_table_e.html&usg=__1fLh3K2DbNxzyTjwMJxhZnti5SE=&h=500&w=500&sz=39&hl=cs&start=7&um=1&itbs=1&tbnid=_YQtWnYJg1kkjM:&tbnh=130&tbnw=130&prev=/images%3Fq%3Dcytochrome%2BP450%26um%3D1%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DX%26tbs%3Disch:1
http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/image15.jpg&imgrefurl=http://www.kms.ac.jp/~xraylab/research/structure_table_e.html&usg=__1fLh3K2DbNxzyTjwMJxhZnti5SE=&h=500&w=500&sz=39&hl=cs&start=7&um=1&itbs=1&tbnid=_YQtWnYJg1kkjM:&tbnh=130&tbnw=130&prev=/images%3Fq%3Dcytochrome%2BP450%26um%3D1%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DX%26tbs%3Disch:1

Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadné vedena evidence
vypujcovateli.

Jméno a piijmeni Cislo OP: Datum vypujceni: Poznamka:
s adresou:
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