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MOZNOSTI ZVYSENT UCINNOSTI VYBRANYCH CYTOSTATIK

wewr

piicin  tmrti Vv civilizovanych zemich. Vyznamnou c¢ast nadorovych onemocnéni Ize
lécit chirurgicky, radioterapii nebo chemoterapii, zejména pokud jsou zjiSténa vas. Ptes
mnoh¢ uspéchy je viadé piipadii chemoterapie nedostateCné u€innad a pouzti vysSich
davek cytostatik je limitovano jejich systémovou ¢i organovou toxicitou. Proto jsou
v posledni dobé mtenzivné hledany nové strategie, které by vedly ke zvySeni uCnnosti
cytostatik v nadorovych buikach a soucasné ke snizeni toxicity téchto 1éCiv pro
normalni zdravé burky.

Cilem predlozené¢ disertacni prace bylo hledani a testovani novych moznosti, jak
zvysit i¢inek protinadorové 1é¢by. K dosaZeni stanovenych cili byly provedeny in vitro
testy (rizné bunécné linie, subcelularni frakce homogenatu z bunck, potkanti a mysi) a
in vivo experimenty (tumorizované mysi).

Prvnim testovanym pfistupem byla inhibice deaktivace doxorubicinu (DOX).
DOX, patiici mezi nejvyznamnéj$i cytostatika vyuzivanid v protinadorové terapii, je
metabolizovin na méné cytostaticky aktivni a vice kardiotoxicky metabolit
doxorubicinol (DOXOL). V nadorové a nenadorové prsni tkani byl studovan inhibi¢ni
ucinek isochinolinového derivatu oracinu (ORC) na redukci DOX. V testech in vitro
ORC inhiboval redukci DOX a zvySoval antiproliferaéni ucinek v prsni nadorové linii
MCF7. Navic, ORC wvyrazn¢ snizoval toxicitu DOX vnenadorové bunééné linii

MCF10A a vpotkanich hepatocytech. In vivo byl ORC schopny zpomalit tvorbu



toxického metabolitu DOXOLu, avSak nebyl schopen Zepsit ucinnost DOX v mysich
s Ehrlichovym tumorem (EST).

Cilenou terapi, zalozenou na pouzti specifické molekuly pro selektivni
transport 1é¢iva do nadorové burky, jsme pouzli pro zlepseni G¢inku paklitaxelu (PTX),
dalkiho uc¢inného chemoterapeutika. PTX byl konjugovan s gonadotropnim hormonem
(GnRH), jehoz receptor je ve zvySené miie exprimovan na prsnim a ovaridlnim
karcinomu. Bylo zjiSténo, ze tento konjugat zvySoval cytostaticky efekt, v porovnani se
samotnym PTX v burikdach MCF7 prsniho karcinomu.

Dalsim studovanym pfistupem bylo ziStovani antiproliferativnho w¢inku i,
které jsou schvileny a vywsvany vjmnych idikacich. Konkrétn€ se jednalo o
benzimidazolova anthelmintika flubendazol (FLU) a albendazol (ABZ), u kterych byl
v poslednich letech zistén cytostaticky U¢inek na nékteré typy nadort. V nasi studii byl
zj8tén jejich vyznamny antiproliferativni Uc¢inek na stievni nddorové bunécné linie.
Navic ABZ 1 FLU potencoval U¢inek PTX v téchto nadorovych bunkach.

V neposledni fadé, moznym piistupem, jak zvySit UspéSnost protinddorové
lé¢by, je nalezeni novych latek s cytostatickym uCinkem napi v pfirodnich extraktech.
V naSich experimentech jsme zkouSely rizné extrakty a oleje ztropického stromu
Myrica rubra. Zejména olej lisovany zlisti pusobil vyrazné antiproliferativné na
stfevni nadorové linie Caco2 a HCT8. Na identifikaci u¢innych latek a studiu mozného
mechanismu u¢inku se v soucasnosti intenzivné pracuje.

Vysledky disertacni prace rozsifily poznatky o mozném zvySeni UCnnosti
protinddorové terapie a pomohly alesponn k ¢astecnému nastinni dalSich vhodnych

sméru v této oblasti



Abstract

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Mgr. Veronika HanuSova
Supervisor: Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis:

POSSIBILITIES TO INCREASE THE EFFECTIVENESS OF SELECTED
CYTOSTATICS

Cancer belongs among the most serious diseases and one of the most common
causes of death in civilized countries. Many cancers can be cured by surgery,
radiotherapy or chemotherapy, especially if they are detected early. The efficacy of
anticancer treatments is frequently insufficient; the use of higher doses is limited by the
development of systemic or organ toxicity. Recently, new strategies how to improve
efficacy of cytostatics in cancer cells and decrease their toxicity in normal healthy cells
have been intensively investigated.

The aim of present thesis was to search and test the new possibilities, how to
increase effectiveness of anticancer drugs. To achieve our goals, in vitro experiments
(various cell culture, subcellular fractions of homogenate from cells, rats and mice) and
in vivo experiments (tumor bearing mice) were performed.

First tested approach was based on the inhibition of doxorubicin deactivation
(DOX), which belongs among the most important antineoplastic drugs used in cancer
therapy. DOX is metabolized to less cytostatically active and more cardiotoxic
metabolite doxorubicinol (DOXOL). The inhibitory effect of isoquinoline derivative
oracin (ORC) on DOX reduction in tumorous and non-tumorous breast cancer was
studied. In vitro, ORC inhibited DOX reduction and increased the antiproliferative
effect of DOX in MCF7 breast cancer cells. Moreover, ORC significantly decreases
DOX toxicity in non-cancerous MCF10A breast cells and in hepatocytes. In vivo, ORC
was able to reduce DOXOL formation but was not able to improve DOX efficacy in

EST-bearing (Ehrlich solid tumor) mice.



Tumor-target therapy based on specific molecule for selective transport of drugs
into cancer cells was used to improve the effect of paclitaxel (PTX), other potent
chemotherapeutic drug. PTX was conjugated with gonadotropin-releasing hormone
(GnRH), whose receptor is mostly expressed in breast and ovary carcinoma. This
conjugate was found to be more effective than PTX alone in decrease of cell
proliferation in MCF7 human breast cancer cells.

Further studied approach comprised the tests of antiproliferative effect of drugs,
which are approved for administration in other indications.Our study was focused on
benzimidazole anthelmintics, flubendazole (FLU) and albendazole (ABZ), which were
recently found to be cytostatically active in several types of tumors. In our study,
significant antiproliferative effect of FLU and ABZ was observed in intestinal cancer
cells. In addition, ABZ and FLU potentiated efficacy of PTX in these cancer cells.

The search of new drugs with cytostatic effects, e.g. from natural extracts
represents another possible approach to increase the effectiveness of anticancer
treatment. In our experiments, different extracts and oils from tropical tree Myrica
rubra were tested. The oil pressed from the leaves had significant antiproliferative
effect on intestinal tumor cell lines Caco2 and HCTS. Identification of active substances
and possible mechanisms of action is now intensively studied.

The obtained results extend the knowledge of possible ways how to increase the
effectiveness of anticancer therapy and at least partially helped to understand other

relevant approaches in this area.
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1 Uvod:

Zhoubna nadorova onemocnéni piedstavuji zavazny celospoleCensky problém.
Rakoviné¢ je vmnoha piipadech mozno zabranit a brzka detekce podstatné zvysi Sance
na vyléCeni Po kardiovaskularnich chorobach je rakovina nejvyznamnéj$i piic¢inou
umrti a nemocnosti v Evropé, kde ro¢né zplisobi 1,7 milionu tmrti — 20 %celkové
Gmrtnosti - a ziroven se objevi vice nez 3 miliony novych piipadii (WHO). V Ceské
republice jsou nadorova onemocnéni druhou nejCastéjSi pfiCmou smrti, roén¢ zde na
nadorova onemocnéni umird vice neZ 27 tisic osob — 23 % z celkové tmrtnosti - (SZU).

Mezi nejcastéjsi piipady patii karcinom plic, Zzaludku, jater, kolorektalni
karcinom, karcinom prsu a karcinom dé¢lozniho ¢ipku (Cancer worldwide — the global
picture).

Podstatou zhoubnych nadorovych onemocnéni je zména genetické mnformace a
regulacnich mechanismi v bunice. To vede k nekontrolovanému déleni bunky, vznika
cely novy klon takto postizenych bun€k, ktery se nekontrolované mnoz (Pti¢iny
rakoviny). Nekontrolovany rist vede ke zvétSeni takto postizené tkané, ktera mize
stlacovat okolni struktury, k postupné invazi do okohich struktur a k metastazovani
(Klener, 2002).

Léciva proti zhoubnému bujeni potlacuji rozvoj a mnozeni rychle rostoucich
bunck. Pouzivaji se proto k inhibici ristu nadorit a neoplazmat hematopoetického
systtmu. Bémé se tyto latky oznacuji jako cytostatika, ackoliv mohou vyvolavat i
ucinky cytocidni a wywvolat tak zietelny ubytek poctu nadorovych bunék (Liillmann et
al., 2002).

Pouzivand léCba cytostatiky tlumi zejména rist tkani s vysokou proliferacni
rychlosti, proto nejvice postihuje nadorové zvrhlou tkan. Spole¢né s ni vSak negativné
pusobi i na tkan zdravou. Hlavni 1éCebnou strategii je specifickd terapie, tj. eliminace
maligné zvrhlych nadorovych bunék pii zachovani integrity bun€k zdravych. Tato
disertani prace si proto klade za cil alespont castené piispét k rozsfteni moznosti
zvySeni G¢innosti cytostatik na nidorové burky a zaroven omezit negativni UCinky na

zdravou tkan.
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2 Teoreticka cast:

2.1 Nadorovaonemocnéni

Nadorové onemocnéni Ize charakterizovat jako neregulovany rist bunék o
autonomni povaze bunécné proliferace spojenou s poruchou kontrolich mechanismi a
se zménou bunééné diferenciace. Nadorova onemocnéni jsou zpusobena kumulaci
genetickych zmén, které jsou vyvolany riznymi karcinogeny pusobicimi béhem Zivota.
Predpokladd se, ze kolem 90 % nadorovych onemocnéni je ndhodné vzniklych diky
riznym vlivim zevniho prostiedi, starnuti organizmu i1 dalSim faktorim, pouze mala
cast vznika diky zdédéné zirodeéné mutaci. Geny, které mohou zpiisobovat dédicnou
dispozici Kk nadorim, se mohou také uCastnit Vyvoje sporadického onemocnéni
(Bajciova et al., 2011).

2.1.1 Fazenadorového procesu

Nador neni pouze vysledkem autonomni a neregulované proliferace, ale téz
vyznamnym faktorem nhibice programované smrti bunék — apoptdzy, ktera u nékterych
typt nadorovych onemocnéni hraje dokonce vyznamnéj$i Ulohu nez vystupiiovana
proliferace (Klener a Klener, 2010).

Biologie bunééného déleni, diferenciace a apoptéza je u nadorovych bunck
mimofadn¢ podobnd jako vbunkach normalhich. Nadorové bunky obvykle obsahuji
vSechny potfebné biomolekuly, které jsou nezbytné k preziti, proliferaci, diferenciaci,
bunééné smrti a expresi mnoha bunéénych specifickych funkci. Neschopnost regulovat
tyto finkce ma za nasledek zménu ve fenotypu a vznik rakoviny.

Velké mnoZstvi nadorovych bunck se nachdzi v mitdze, kterd je pro vétSinu
normalich tkani vzicnym jevem. Nadorové bunky také postradaji nékteré vlastnosti,
jako je napf. kontaktni inhibice a redukce bun€k v zavislosti na piitomnosti rlstovych
faktord v prostfedi (Klener a Klener, 2010).

Cilem soucasné nadorové kcby je vétSinou redukce poctu nadorovych bunék a
prevence jejich dalsi akumulace. Bunécné dé€leni reprezentuje cas, ktery je potieba
k dokon¢eni bunécného cyklu. Bunééné déleni mizeme rozdélit na dvé funkcni faze,
Sa M fazi a dvé piipravné fize, G1 a G2. S faze je definovand jako fize, kde je
replikovana DNA. Gl a G2 faze jsou dulezit¢ pro syntézu bunéénych komponent
potfebnych pro podporu nasledné¢ faze a také k dokonceni bunééného déleni. V M-faz,

mitdze, se rust buiky zastavi a dojde nejprve k rozdéleni jadra a pak zacne samotné
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bunécné deleni. Mitdzu déle delime na profizi, metafiz, anafizi a telofdz, pficenmz jiz
béhem anafaze dochazi k cytokinesi (Obr. 1.) (Bast et al., 2000; Alberts et al., 2004).
Pro rist a Siteni nddoru md mimoiadny vyznam téz indukce novotvorby cév —
angiogeneze a vaskulogeneze, schopnost vytvafet aberantni vztahy s nenadorovymi
burikami nadorového mikroprostfedi a schopnost invazivniho ristu a/nebo vytvareni
vzdalenych mestastaz (Klener a Klener, 2010). Pro rist a metastazovani solidnich
tumordt je kriticky rist novych krevnich tclisek. Angiogeneze je zikladnim procesem
pro rist nadoru, invazi a Sifeni metastdz v mnoha lidskych tumorech. Je regulovana
celkovou rovnovdhou mezi promotory a inhibitory. Angiogeneze je komplexni proces,
vyskytyjici se viadé vzijemné propojenych krokit a zahrnuje uvolnéni pro-

angiogennich faktord (Harmey, 2004).

2.1.2 Cytostatika piisobici na proliferaci a bunécny cyklus

Cilem ptsobeni chemoterapeutik jsou prevané proliferujici buiky. Uginek
chemoterapeutik je neselektivni, takze ovliviiyji 1 builky zdravych tkéni. U nadorovych
bun¢k dochazi k poruse regulacnich mechanismi bunééné proliferace a k rozditim
Vtrvani jednotlivych fazi bunééného cyklu. Delsi generacni polocas nddorovych bunék
ve srovnani s normalnimi bunkami lze vyuzit v lécebné strategi. Podle zasahu do
bunééného cyklu cytostatika délime na a) cyklus-nespecificka, ktera nejsou zavisla na
prolifera¢ni aktivit¢ bunék a pisobi i na nedé€lici se buiky, a b) cyklus-specificka, ktera
mizeme dal délit na 1) fazové specificka a 2) fazové nespecificka cytostatika (Bast et
al., 2000; Alberts et al., 1997; Roztoc¢il et al., 2011).

Obr. 1: Mikroskopické zndzornéni casti bunécného deleni. ) G2 faze bunécného cyklu,
b) profize ¢) metafiaze, d) anafize, e) cytokineze, f) telofize

(http://luser.mendelu.cz/sladek/cytologie/mitosis.ipq).
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2.1.2.1 Fazové specificka cytostatika
Pasobi vurcit¢ fazi bunéného cyklu, nejcastéji poskozuji tvorbu DNA a/nebo

inhibyji bunééné délent.

2.1.2.1.1 G1-faze

Antracyklinové antibiotikum doxorubicin (DOX) je jednim z nejpouzivanéjsich
protindadorovych ~ 1é¢iv. DOX byl spolu sdaunorubicinem (DAU) prvnim
antracyklinem izolovanym ze Streptomyces peucetius. DAU se 18i od DOX velmi
nepatrné, na postrannim fetézci je navazdna metylovd skupina namisto primarniho
alkoholu. Za cytotoxicky efekt je pravdépodobné zodpovédnych nékolik mechanismi:
1) interkalace mez fetézce DNA, 2) inhibice topoisomerasy Il, 3) uvolnéni cytochromu
¢ z mitochondrii a 4) tvorba volnych radikali zptsobujicich oxidativni stres.

DOX ma Siroké spektrum pouzti, obvykle se aplikuje piilécbé karcinomu prsu,
ovaria, neuroblastomu, détskych solidnich tumor, sarkomd —mekkych  tkani,
osteosarkomt, Hodgkinovy choroby, agresivnich lymfomti a dalsSich. DAU je G¢inny pfi
lécbe akutni lymfoblastické a myeloblastické leukemie.
pak neutropenie, nauzea, anémie, infekéni komplikace, lokalni toxicita a jiné. Velmi
Casty je vznik rezistence. Pro omezeni neZiddoucich u¢inkl byl pfipraven analog DOX,
epirubicin, ktery vSak nezadouci toxicitu vyrazné nezlepsi. Analogem DAU je
idarubicin, ktery v n€kolika studiich vykazuje lepsi antileukemicky efekt a také snizeni
chronické kardiotoxicity oproti DAU (Minotti, 2004; Klener a Klener, 2010; Thigpen,
2005; Tidefelt et al., 1996; Lotfi etal., 2002).

Aktinomycin D je cytotoxické antibiotikum, které se interkalyje mez fetézce
DNA, zabratiyje pohybu RNA polymerasy a tim 1 transkripci Podobné jako
antracykliny inhibuje topoisomerasu Il. VétSinou je pouzivan pii 16¢bé  détskych
malignit. Vyjma kardiotoxicity jsou vedlejsi u¢inky podobné jako u antracyklind
(COSMEGEN® LYOVAC, Dale et al., 2007).

2.1.2.1.2 G1/S-faze

Metotrexat (MTX) je Jeden znejpouzivanéjSich antimetabolitt v nadorové
terapii. Lécebnym cilem MTX je enzym dihydrofolatreduktasa, ktera Kkatalyzuje redukci
folatu a 7,8-dihydrofolaitu na 5,6,7,8-tetrahydrofolat. Dihydrofolatreduktasa je nezbytna
pii syntéze DNA. MTX se pouzivda se pii lécbé akutni lymfoblastické leukémie,

malignich  lymfomd  non-Hodgkinova typu, osteosarkomu, choriokarcinomu a
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karcinomu hlavy a krku. Mezi jeho nezidouci uCinky patii hepatotoxicita, jaterni
fibroza a cirhza (Jolivet etal., 1983; Zachariae, 1990; Nogueira et al., 2013).
5-Fluorouracil  (5-FU) je analog uracilu. Zasahuyje do  syntézy
2’deoxythymidylatu @ nevratné ihibuje thymidylatsyntetasu. Vysledkem je nhibice
DNA syntézy. Behem S-fize dochazi k oboustrannym (i jednostrannym) zlomiim na
DNA. 5-FU se pouzivd zejména pii lécbé kolorektalniho a pankreatického karcinomu.
Jeho nejzavazngjsi  vedlejsi G¢inek je posSkozeni gastroinstestindlniho epitelu  a

myelotoxicita (De Angelis etal., 2006; Dale et al., 2007).

2.1.2.1.3 S-faze

6-Merkaptopurin (6-MP), analog hypoxantinu, je nejprve metabolizovan na
aktivni formu uvnitt bunky. Tento metabolit nhibuje aktivitu n€kolika enzymi pfi
syntéze purinovych nukleotidd de novo. Pozdéji je pfeménén na thioguanin, ktery se
inkorporuje mezi nukleové kyseliny a indukuje cytotoxicitu zastavenim bunck v G2/M a
Sfizi. 6-MP se pouziva pii 1écb¢ akutni lymfoblastick¢é leukemie a také jako
imunosupresivum. Mezi nezadouci uCinky patii nauzea, zvraceni, tmavnuti kiize a ztrata
vlasti (Kaori et al, 2007; Kanemitsu et al., 2009). Dalsi dilezit¢ analogy purinu jsou
fludarabin, pentostatin nebo tioguanin (Dale et al., 2007).

Hydroxyurea neboli hydroxykarbamid je oralni cytostatikum, které inhibuje
ribonukleotidreduktasu, tvorbu deoxynukleotidi a DNA syntézu. Je Siroce pouzivana
pii myelosupresivni terapii u pacienti s polycytemie vera, kde také chrani pted
ischemickou  chorobou  srdeéni a  esencidlni  trombocytémii, pravdépodobné
prostiednictvim produkce oxidu dusnatého a vasodilatace. Hydroxyurea ma také tadu
vedlejSich efekt, zejména pii dlouhodobém podavani, nejzavaznéjsi je Uthum kostni
diené. U ftretiny pacientii dochazi ke vzniku resistence nebo intolerance k hydroxyuree.
Vedlej$im u¢inkim se da predejit pouzitim kombinace s jinym Ilé¢ivem (Calzada et al.,
2013).

Po chemické nebo enzymatické aktivaci mitomycin C funguje jako bifunk¢ni
alkylacni agens. Tento proces probthd za hypoxickych podminek a dochdz pfi ném
k tvorbé volnych radikali a tim k degradaci DNA. Je pouZivan v terapii riznych
gynekologickych a gastrointestindlnich malignit, nemalobunééného karcinomu plic a
nadoru hlavy a krku. Zpusobuje myelosupresi a také muize dochazet k poskozeni ledvin
a plicni fibroze (Kahmann et al., 2010; Dale et al., 2007).
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Cytarabin (Ara-C) je pyrimidinovy analog pifirozené se vyskytujiciho
nukleosid 2’deoxycytidnu. LécCivo vstupuyje do buiky a podléhd fosforylaéni reakci
Vznikly cytosinarabinosidtrifosfait inhibuje DNA-polymerasu a zaroven zpUsobuje
tvorbu reaktivnich forem kyslku (ROS). Nejcastéji je pouzivan pii 1é¢bé akutni
myelodni leukémie a non-Hodgkinova lymfomu. Nezadouci UCinek se projevuje
toxicitou kostni dfené¢ a GIT, ¢asta je nevolnost a zvraceni (Dale et al., 2007; Horvat-
Karajz etal., 2009).

2.1.2.1.4 G2-faze

Bleomycin je izolovan zbakterie Streptomyces verticillus a patii do skupiny
kov-chelatujicich glykopeptidovych antibiotik, které degraduji DNA. Jeho pulisobenim
dochazi k fragmentaci DNA fetézce a uvolnéni volnych bazi. Zaroven dochaz k tvorbé
superoxidovych a hydroxylovych radikali. Bleomycin je nejo¢innéjsi vG2 fazi a
mitoze, je ale aktivni i na nedélici se bunky v GO fazi Pouzivd se na léCbu nadori
zarode¢nych bun€k, Hodgkinova Iymfomu a spinocelularnich karcinomi. Bleomycin
alergicka reakce ( Dale et al., 2007; Alomrani etal., 2011).

Oracin (ORC) (6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-
indeno[1,2-cJisochinolin) je potencialni protinddorové 1¢ivo, strukturné podobné
mitoxantronu. Mechanismus u¢inku se podoba antracyklinim a antrachinontiim. Na
cytotoxickém UCinku se podili interkalace ¢i mhibice topoisomerasy II, inhibuje
replikaci a transkripci a tim i1 syntézu nukleovych kyselin a bikovin v buné¢nych
kulturach. ORC byl testovan na nckolikka nddorovych bunéénych lniich a zvifecich
modelech. Testovani skonCilo ve II. faz klinickych zkousek. Z nezidoucich u€inkli se
pfedpokladd mirnd hematologickd toxicita, nevolnost a pyreticka reakce. Ve srovnani
s antracykliny nebyla v preklinickych studiich prokazana kardiotoxicita (Klener, 2002;
Melka, 1994).

2.1.2.1.5 G2/M-faze

Albendazol (ABZ) patfi do skupiny benzimidazoli. Toto anthelmintkum ma
Siroké spektrum u¢inku ve veterinarni i humanni mediciné pfi prevenci a 1écbé infekci
zpusobenych nebo prenasenych parazity. Dalsi benzimidazol flubendazol (FLU) je
pouzivan jako anthelmintkum pro Ié¢bu intestindlnich paraziti a systémovych infekci
zpusobenych cCervy ve veterindrni mediciné, v Evropé je registrovan v humanni

mediciné pro 1&cbu intestinalnich nematod. Mechanismus plsobeni benzimidazoli je
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inhibice aminopeptidasove aktivity a glutamatového katabolismu, redukce pifjmu
glukézy, zvySeni hladiny vnitrobunécného vapniku a inhibice polymerizace tubulinu.

U ABZ se nyni ziStuyje protinddorova aktivita napf. u hepatocelularniho
karcmomu, metastatickych melanomovych bunék a bunék malobunééného karcmomu
plicc. U FLU byla pozorovana jeho potencialni protinddorova aktivita napf. u
myelomovych a leukemickych bunéénych Ini. K nezadoucim ucnkiim benzimidazola
patii mirnd hepatotoxicita, leukopenie, vypadavani vlasti a zazivaci obtize (Pourgholami
et al, 2001; Patel et al, 2011; Mackenzie a Geary, 2011;Spagnuolo et al., 2010;
Santivanez a Garcia, 2010).

Paklitaxel (PTX), znamy také pod obchodnim nazvem Taxol, patii do skupiny
taxant, pfirodnich diterpenoidi. Je izolovan z tisu Taxus brevifolia. PTX se navazuje na
B-tubulinové podjednotky mikrotubulii a timto zptsobem inhibuje jejich depolymerizaci
zpét na tubulin. Zasahem do funkce mikrotubulii je inhibice mitdzy. Polosyntetickym
derivatem PTX je docetaxel. PTX je pouzivan pii 1é¢bé karcinomu prsu, vajecnikd a
urCitych forem karcinomu plic, Casto se pouziva v kombinaci s jinymi cytostatiky.
Docetaxel je vyuwZivan zejména pii 1é¢bé karcinomu prostaty. U pacienti 1é¢enych PTX
se objevuji reakce z precitlivélosti, neutropenie ¢i periferni neuropatie (Pribylova et al.,
2010; Lillman et al., 1997; Schiff et al., 1979).

Vinblastin a vinkristin patii mezi vinca alkaloidy a zskavaji se zrostliny Vinca
rosea. Vaz se na konce mikrotubulii a zpUsobuji jejich depolymerizaci. Dusledkem je
zastaveni bunéného cyklu vG2/M fazi a metafdzi, inhibice bunééné proliferace a
indukce apoptoézy. Tyto latky se pouzivaji kterapii akutni leukemie a dalSich
hematologickych malignit v kombinaci s dalsimi cytostatiky, nebo radioterapii. Jejich
hlavnim nezadoucim uCinkem je neurotoxicita. VéEtsi uplatnéni v terapii karcinomu
prsu, plic a ovaria nasel polosynteticky derivat vinorelbin, ktery je i méné neurotoxicky
ve srovnani S vinkristinem (Klener et al, 2010; Lullman et al., 1997; Skladanowski et
al., 2005; Sui a Fan, 2005; Lowrey a Eastman, 2010).

Etoposid a tenipozid jsou polosyntetické derivaty podofylotoxinu a patii mez
inhibitory  toposiomerasy Il. PouZivaji se k1é¢b¢ malobuné¢ného karcinomu plic,
leukémie, lymfomi, testikulirnich nddorti, intrakranidlntho maligntho tumoru a dalSich.
Mezi nezadouci uCinky patii myelosuprese, hypersenzitivita a gastromntestmalni toxicita

(Zhang et al., 2013; Schonn etal., 2010; Li et al., 2006).
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2.1.2.1.6 M-faze

Kolchicin je alkaloid izolovany zrostliny Colchicum autumnale. Jde o velmi
ucinny mitoticky jed, ktery plsobi na mikrotubuly délictho se vieténka a naruSuje tak
spravny rozchod chromosomu pii mitdze, resp. v metafazi Kolchicin také snizuje
motilitu a aktivitu neutrofiti a plsobi tak protizanétlivé. Nekteré semisyntetické
derivaty kolchicmu jsou mén¢ toxické. Vyuziva se Kk Iécbé chronické myeloidni
leukémie, nebo piilécbe zachvati dny a jako antiuretkum. Znezidoucich uU¢inkl se
nejcastéji objevuje nevolnost, zvraceni a abdomindlni bolesti. Vysoké davky provaz
gastrointestinalni hemoragie a poskozeni ledvin (Sivakumar, 2012; Dale et al., 2007).

Prokarbazin inhibuje syntézu DNA, RNA a proteinl a pisobi zejména
vinterfaizi mitdzy bunéného cyklun. Jeho efekt je zprostredkovan produkcei aktivnich
metabolith. Pouzivd se zejména pii 1écbé Hodgkinovy choroby a nadori CNS.
Nejcastéjsi vedlejsi efekty jsou gastrointestindlni poruchy, myelosuprese a nezadouci
viv.na CNS. V kombinaci s alkoholem miize zplsobovat disulfiramovy efekt, zvySuje
efekt barbituratt, fenothiazini a narkotk, kterd jsou bézn¢ metabolizovana enzymy
CYP450 (Dale etal.,, 2007; Armand et al., 2007).
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Tab. 1: Pusobeni fazové specifickych cytostatik na jednotlivé faze bunéecného cyklu.

Faze Lécivo Mechanismus ucinku Aplikace
G1 Doxorubicin Interkalace mezi DNA, inhibice Karcinom prsu, ovaria,
topoisomerasy Il, tvorba ROS. neuroblastom, osteosarkomy.
Daunorubicin Interkalace mezi DNA, inhibice Lymfoblastickd a myeloblasticka
topoisomerasy Il, tvorba ROS. leukemie.
Aktinomycin D Interkalace mezi DNA, zabraiiuje Dé&tské malignity.
transkripci.
G1/S  Metotrexat Inhibice syntézy purinu, inhibice ALL, non-Hodgkiniv lymfom,
reduktasy kyseliny dihydrolistové. nadory krku a hlavy.
5-Flurouracil Inhibice rekuktasy kyseliny listové. Nadory pankreatu a kolorekta.
S 6-Merkaptopurin Inhibice syntézy purinu, inhibice ALL, imunosupresivum.
nukleotidové interkonverze.
Hydroxyurea Inhibice ribonukleotidové reduktazy, Polycytemia vera.
syntézy DNA.
Mitomycin C Tvorba ROS. Gynekologické a GIT nadory.
Cytarabin (Ara-C) Inhibice DNA polymerasy, inhibice AML, non-Hodgkiniv lymfom.
RNA funkce, tvorba ROS.
G2 Bleomycin Poskozeni DNA a zabrana oprav. Nadory zarode¢nych bunék.
Oracin Interkalace mezi DNA, inhibice
replikace a transkripce.
G2/M  Albendazol Inhibice polymerizace tubulinu. Anthelmintikum, experimentalné
Flubendazol Inhibice polymerizace tubulinu. hepatocelularni, melanomové
buriky, leukemické bun. Linie.
Paklitaxel Inhibice depolymerizace mikrotubulli.  Karcinom prsu, vaje¢nikd, plic.
6-Merkaptopurin Inhibice syntézy purinu, inhibice ALL, imunosupresivum.
nukleotidové interkonverze.
Vinkristin Inhibice polymerizace tubulinu. Hematologické malignity, akutni
Vinblastin Inhibice polymerizace tubulinu. leukemie.
Etoposid, Inhibice topoisomerasy II. Malobuné&ény  karcinom plic,
Tenipozid leukemie, lymfomy, nddor varlat.
M Vinkristin Inhibice polymerizace tubulinu. Hematologické malignity, akutni
Vinblastin Inhibice polymerizace tubulinu. leukemie.
Kolchicin Inhibice polymerizace tubulinu. CML, antiuretikum.

Cytarabin (Ara-C)

Prokarbazin

Inhibice DNA polymerasy, inhibice
RNA funkce.
Inhibice DNA a RNA syntézy.

AML, non-Hodgkintv lymfom.

Hodgkindv lymfom, néddory CNS
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2.1.2.2 Fazové nespecifickad cytostatika

Jsou U€mnnd v pribéhu celého bunééného cyklu. Patii mezi né napt. alkylacni
cytostatika.

Alkylacni cytostatika obsahuji chemické skupiny, které mohou tvofit kovalentni
vazby s nukleofinimi casticemi v bunce. VéEtSina alkylacnich cytostatik je bifunkCnich,
tl. maji dvé alkylacni skupiny, které interaguji s DNA a jeji poskozeni zplisobi smrt
bungk.

Cyklofosfamid je pravdépodobné nejpouzivanéjsi alkylacni cytostatikkum. Na
aktivni formu je metabolizovan v jatrech. Vyrazné¢ plsobi na lymfocyty, proto se
pouwziva u chronické lymfatick¢é leukemie, mnohoCetného myelomu a mize byt
pouzivan jako imunosupresivum. Je soucasti kombinované chemoterapie napf. u
karcinomu prsu. Mezi nezadouci U¢inky patii nevolnost a zvraceni, Utlum kostni dfené a
hemoragicka cystitida.

Karmustin je vtucich rozpustné nitrosomocovinové cytostatikum, které mize
prochazet hematoencefalickou bariérou. Z tohoto divodu mize byt proto pouzivino
VIécbé mozkovych nadorti a nadord mozkovych blan. Nevyhodou je t&€Zky Utlum kostni
dfen¢ jiz 3-6 tydnl po zahajeni 1écby.

Cisplatina je analogem alkyla¢nich cytostatik a plsobi na buiky i stejnym
mechanismem. Je vyuzivana zejména pii 1éCbeé karcinomu varlat a vajecnik. Zpisobuje
t¢Zkou nefrotoxicitu, velmi casto vyvoldva nevolnost, zvraceni a slabou myelotoxicitu.
Pro nizSi nefro-, neuro- a ototoxicitu je nckdy pouzivan derivat cisplatiny —

karboplatina (Dale etal., 2007, Bast et al., 2000).
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2.2 Moznostizvyseniucinku cytostatik

Ackoliv o vyskytu zhoubnych nadorti jsou zminky jiz v prehistorické dobé,
dlouhou dobu zistavala jedinou léCebnou metodou lécba chirurgickd. Pozdé€ji doslo
k rozsifeni 1éCby 0 radio- chemo- ¢i imunoterapili a zaCaly se zvefejhovat také priznivé
zkusenosti se vzajemmou kombinaci riznych metod. Konvenéni chemoterapii Ize
ovlivnit predev§im proliferaci, replikaci a apoptéozu nadorovych bunck, cilend terapie
mize vice ¢1 mén¢ selektivné zasdhnout 1 do dalSich deregulovanych procest jako je
invazivita, metastazovani, angiogeneze, sebeobnova, diferenciace aj. V posledni dobé se
Casto pii chemoterapii uzivaji rizné kombinace cytostatik S riznym mechanismem
ucinku, coZz vmnoha piipadech piinasi vyrazné zvySeni UCmnnosti 1é¢by (Klener a
Klener, 2010).

Ptesto jsou stale hledany nové pfistupy, jak zvysit citlivost nddorovych bun¢k na
protinddorovou chemoterapii a zaroven chranit zdravou tkan. Mez nejvice zkoumané
pristupy patfi:

o selektivni transport cytostatik pouze do nadorovych bunck

o aktivace proléciva na U€nné cytostatikkum uvnitf nadorové bunky

. snizeni deaktivace cytostatika nadorovou burkou

o snizeni efluxu cytostatika nadorovou bunkou

Pro selektivni transport cytostatk do nadorovych bunk jsou pouzivany latky,
které po navazani na léCivo funguji jako nosice nebo navigatory ke specifickym
strukturdm a pomahaji pfi vstupu cytostatika do bunky. Dvé zikladni strategie cileného
transportu cytostatik jsou: enkapsulace do liposomid a konjugace se specifickou

molekulou.

2.2.1 Liposomalni enkapsulace

Liposomy  (fosfolipidova  dvojvrstva) je  nejpokroCilejsi  forma  nosi¢t
chemoterapeutik. Obecné plati, Ze liposomalni enkapsulace méni farmakokinetiku a
biodistrbuci  Ié¢iv. Liposomalni enkapsulace chemoterapeutik redukuje distribu¢ni
objem a vyrazné¢ zvySuje akumulaci Vnadorové tkani. Pro mnoho chemoterapeutik je
nespecificka in vivo distribuce Casto vysledkem vyznamné akumulace v kostni dieni,
ktera vede ktézké myelosupresi a jinym obvyklym nezddoucim toxickym vliviim
zavislkm na davce. NejvetSim problémem pouzti liposomalni formy je dlouhodoba

stabilita a obtiznd piiprava sterilnich liposomi. Ackoliv uCmnost extravazace se lisi
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vzivislosti na umisténi nadoru a riznych fyzikdiné-chemickych  vlastnostech
liposomalnich nosict, vCetné velikosti a povrchového naboje, maximalni akumulace
dlouho cirkulyjicich liposomt v tumoru byly zjiStény zhruba 24-48 hod po podani.

NejcCastéji  studovanymi cytostatiky upravovanymi do formy liposomli jsou
antracykliny. V pripad¢ DOX, nespecificka distribuce a zvySena hladina DOX v srdci
vede Kk poskozeni srde¢nich myofilament a inhibici srde¢nich enzymi. Liposomalni
forma DOX kardiotoxicitu snizuje. Pro  klinické pouziti existyji dvé formy
liposomalntho DOX liSici se obsahem polyethylenglykolu (PEG): tzv. ,nePEGylovany*
DOX (Myocet®) a ,PEGylovany® DOX (Caelyx® a Doxil®). Ob& dvé formy maji
rozdilné farmakokinetické a toxicitni profily. PEGylovana forma DOX chrani liposomy
pfed zachycenim mononuklarnim-fagocytarnim systémem. V Evropské unii a Kanadé¢ je
PEGylovany DOX schvalen pro pouziti jako monoterapie pii metastatickém karcinomu
prsu. Pii pouzti nePEGylovantho DOX se hladina celkového DOX vkrvi podstatné
zvySi a jeho clearence je mmnohem pomalejsi, nez u konvencéni formy, avsak ne tak
pomald jako u formy PEGylované. Problémem nePEGylované formy je také
vychytdvani mononukledrnim-fagocytdrnim  systémem. V Evropské  unii  se
nePEGylovana forma pouziva v kombinaci s cyklofosfamidem jako prvni volba pro
pacienty s metastatickym karcinomem prsu, ve Spojenych statech je v soucasné dobé
predmétem fizeni pro pouzivani na dalsi typy nadort (Harris et al., 2002; Theodoulou et
al., 2004; Leonard et al., 2009; Robert et al., 2004).

Jednim znejvyraznéjSich omezeni pouzti PTX je jeho nizZky terapeuticky index
a $patnd rozpustnost ve vod®. Komer¢ni preparat paclitaxelu (Taxol®) je navézan na
nosié slozeny z Cremophor EL® (polyethoxylovany ricinovy olej pouZity jako
solubilizacni detergent) a dehydratovaného ethanolu. Nezadouci vedlejsi efekt zahrnuje
vaznou hypersenzitivni  reakci, nefrotoxicitu a neurotoxicitu a omezuje pouzti ve
vySSich davkach, které mohou byt terapeuticky vyhodné. Kwvili nedostatklim spojenych
S konven¢nimi formami PTX byl zaznamenan vyvoj n€kolika novych forem PTX, které
jsou bud’ bez powiti Cremophor-EL®, jako je ABI-007 (nanopartikuldrni forma PTX) a
Genexol-PM®, nebo derivaty vyrobeny smalym mnozstvim Cremophor-EL® pro
zvySeni bezpecnosti jako je BMS-184476.

Preparaty zalozené na konvencnich liposomech reprezentuyji prvni generaci
liposomalntho enkapsulovaného PTX. Druha generace liposomalntho enkapsulovaného
PTX je zaloZena na tzv. aktivnich liposomech (kationické a ligand-cilené), které jsou ve

vyvoji vruzych stadiich preklinickych a klinickych studii. Piikladem miize byt nova
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forma kationického liposomalntho PTX — ENndoTAG-1, ktery byl vyvinut pro Ilécbu
solidnich tumorti. Pusobi cilenou aktivaci negativné nabitych endotelidlnich bunck
naddorovych cév. Inkorporace PTX do liposomi eliminuje hypersenzitivni reakci
spojenou s Cremophor EL®, ale také sniuje toxicitu na zdravé tkand pii podstatném
zvySeni maximalni tolerované davky v testech in vitro i in vivo. Zaroven pusobenim
enkapsulovaného PTX dochazi az k dvacetinasobnému snizeni embryotoxicity oproti
plsobeni konvenéntho PTX. Pouztim PEGylovanych liposomii dochazi ke snizeni
vychytavani léCiva vjatrech a slezmé. Pfiporovnani konvenCni, nanopartikularni a
liposomalni formy PTX na cytotoxickou uCinnost se liposomalni forma ukazuje jako
stejné ucinna nebo jesté uc¢inngjsi (Ceruti et al., 2000; Sampedro et al., 1994; Bartoli et
al., 1990; Surapaneni et al., 2012; Lim et al., 2010; Loehr et al., 2009).

Vinca alkaloidy jsou vliposomali form¢ méné stabilni in vivo Vv porovnani
svice studovanymi antracykliny. DOX je vysoce stabini uvnitt liposomi a
K uvoliiovani DOX z liposomd in vivo dochazi vramci asi 100 hod. Pouzitim stejného
slozeni lipidi a stejné strategie piipravy jako u liposomalniho DOX dochazi kK uvolnéni
vinca alkaloidii jiz kolem sedmnacté hodiny. Rychlé uvolnéni z nanoCastic je nepiiznivé
pro schopnost Iku tézit ztzv. ,EPR efektu“ (enhanced permeability and retention
effect) vIécenych solidnich tumorech. Pro zlepSeni stability liposomd in vivo bylo
vyvinuto nékolik forem. Sfingomyelin byl Gspé$né nahrazen za fosfatidylcholin
Vliposomech s vinkristinem obsahujicich cholesterol k omezeni difuze Iéciva skrz
membranu a tim doSlo k téméf dvojnasobnému zvySeni polocasu vinkristinu z 17 na 33
hodin. Tyto ,Sfingosomy* (Hana Biosciences - South San Francisco, CA) jsou
vsouCasné dobé pouziviny pro 1é¢bu non-Hodgkinova lymfomu a akutni
lymfoblastické ~ leukémie. Pouzitim kombinace sfingomyelin/cholesterol s vysokym
pomérem léCivo/lipid se pravdépodobné zvysi rozpustnost produktu Ié¢iva uvnitt
liposoml a stabilita liposomalntho vinkristinu mize vzrist az na Ty, = 65 hodin. Na
druhou stranu, dochazi k nezidoucim disledkim jako je velmi rychla clearence a
vychytavani mononuklearnim fagocytarnim systémem.

Kationicka IéCiva, jako mnapf. vinca alkaloidy, jsou u¢inkem oktasulfatu
sacharosy imobilizovana uvniti liposomil. Dochazi ke zlepseni vymény Kkationu za
lé¢ivo pfes liposomalni membranu behem nanaseni Ié¢iva. Takto piipravenym
liposomim se ftika nanoliposomy. Tato forma vinblastinu je vyrazné stabilnéj$i nez
difve popsana sfingosomalni forma. Pro vinkristin i vinblastin je stabilita dostate¢na
k akumulaci v solidnim tumoru a je tak plné vyuwzit EPR fenomén. Zaroven dochazi k
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prodlouzeni cirkulace. K dalsimu  ZlepSeni protinddorové  aktivity liposomainé
enkapsulovanych ~ chemoterapeutk se  vyuwziva tzv.  mmunoliposomi, liposomi
konjugovanych s protilaitkou napt. proti HER2/neu. Vyrazné vysSi uCinnost byla
pozorovana také u HER2 cilenych nanoliposomi vinkristinu oproti necilenym. Pouztim
cilenych nanoliposomti je mozné rozsiteni léCebného spektra vinca alkaloidii na dalsi
typy solidnich tumor (Noble et al., 2009; Webb et al., 1995; Johnston et al., 2006).

Vodozova et al. (2008) vytvorili liposomalni formu MTX pfipravenou ze smesi
piirodnich fosfolipida a proléciva (fosfatidylcholin-fosfatidylinositol- prolécivo
vpomeru 8:1:1). Vysledky zin vitro test ukazuji, ze pouzitim liposomali formy MTX
je mozmé prekonat bunéfnou rezistenci, kterd souvisi s poruchou transmembranového
transportu. Lékova rezstence leukemickych bun€k, souvisejici se snizenim aktivity
folatového transportéru, je u liposomalniho MTX nizsi ve srovnani s parentnim lécivem.

Hong et al. (2001) zistoval vliv slozeni liposomalniho MTX na celkovou
clearence. Ruzmé slozeni liposoml pfipravenych z fosfatidylcholinu a cholesterolu
v PEGylované ¢i nePEGylované formé¢ vyrazné snizovalo clearence ve srovnani
skonventnim MTX. Pii pouwzti liposomalni formy, obzvlasté pak PEGylované, byla
zjisténa mensi akumulace MTX vledvinach, kde obvykle zpisobuje jejich vaznou
toxicitu. Liposomalni MTX prodlouzil cirkulaci 1éCiva vkrvi a snizil jeho vychytavani v
jatrech, slezm€ a ledvinach. Pouzti liposomalni formace ma Sanci na klnické uplatnéni
nejen pro MTX, ale také dalsi polarni protinddorova léciva v Ilécbé nadoru CNS
(Vodozova et al.,, 2008; Noble et al., 2009; Woo et al.,, 1983; Hong et al., 2001).

Thomas et al. (2011) pouzil novou technologii wneseni 5-FU do liposomu
pouzitim ternarntho komplexu obsahujicho méd. Pouztou liposomalni formou doslo
ke snizeni velikosti nadoru (zejména u koncentrace 20 mg/kg), ve srovnani s lécbou
samotnym 5-FU pfi pouzti stejné koncentrace. Pouzti 5-FU, stejné tak vySe uvedené
liposomalni formy, zptsobuje toxicitu GIT, coz se projevuje i na ztraté télesné
hmotnosti.

Dalsim omezenim 5-FU je Iékova rezistence a tézka toxicita. Fanciullno et al.
(2013) wyvinul liposomalni formu 5-FU kombinovanou s 2’-deoxyinosinem a kyselinou
listovou pro zlepSeni rovnovahy u¢mnnost-toxicita. Antiproliferacni aktivita liposomd,
tzv. Lipofufolu, byla testovana na lidskych kolorektalnich a prsnich nadorovych
modelech  pouzitim senzitivnich a resistentnich bunéénych liiich. Pfi  pouziti
liposomalni formy byl pozorovan vyS§i antiproliferacni U¢inek nez pfi  lécbé

konvencnim 5-FU. In vivo studie, provedena na hlodavcich, ukazala nizsi clearence a
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prodlouzeny polocas IéCiva. Pomoci fluorescentniho mikroskopu byla zjiSténa vySsi
akumulace 1é¢iva vtumoru. U mySi s kolorektalnim karcinomem Ié¢enych Lipofufolem
bylo dosazeno o 55% delsi prezti nez u zvifat lécenych konvencni formou.
Z nezadoucich u¢inkd se u 1éCby Lipofufolem objevila leh¢i neutropenie ve srovnani
S powzitim volného 5-FU (Thomas et al., 2011; Fanciullino et al., 2013).

Hlavnim omezenim podani etoposidu je jeho sima lipofilita a pouzité nosice,
jako napt. Solubilizatory, cCasto zpusobuji nezadouci efekty. Bylo ziSténo, Ze
enkapsulovany etoposid byl po iv. podani G¢inny a zaroven byl zistén pokles
hematologické toxicity. Etoposid se pouziva zejména pii 1é¢beé malobunééného
karcinomu plic a proto je vyhodné liposomy specificky cilit na alveolarni makrofagy
pro ZlepSeni vychytavani léCiva. Liposomy jsou zarovenn kompatibilni s ¢astmi plicniho
surfaktantu. Liposomalni forma etoposidu v plicich zajistuje lepSi zadrzeni IéCiva,
stejn¢ tak snizeni jeho biodistribuce a tim se snizuje vyskyt nezadoucich efekti.
Dlouhodobé uvoliovani liposomalniho etoposidu miize poskytnout prodlouzeny efekt
lé¢iva a tim 1 lepsi protinddorovou aktivitu.

Dallimi studiemi bylo zjiSténo, ze enkapsulace etoposidu do kationického
liposomu vyrazn¢ zpomaluje rist tumoru u mySi s fibrosarkomem V porovnani
S neliposomalnim etoposidem. V obou skupindch byl pozorovan ptechodny pokles
hmostnosti. Maximalni tolerovand déavka byla vyrazné vysSi ve skupné Iécené
liposomalnim etoposidem, kde byl ziroven ziStén nizSi stupent myelosuprese, nez U
zvitat ve skupiné léCené neliposomalnim etoposidem (Parmar et al., 2011; Sengupta et
al., 2001, Sistla et al., 2009).

2.2.2 Konjugace se specifickou molekulou

V posledni dekadé bylo vyvinuto mnoho protinadorovych IéCiv, ktera jsou
navazana na specifickou molekulu, ktera by méla donést cytostatikum pouze do
nadorovych bunék. Tato strategie by mohla zvysit selektivitu terapie vi¢i nadoru a

snzit toxicitu vuci zdravé tkani

2.2.2.1 Konjugace s protilatkou

Slibnou strategii pro zvySeni aktivity cytostatik je konjugace s protilatkami.
Jedna se o cilenou terapii, pii niz protilitka zprostfedkovava doruceni cytostatika piimo
k nddoru. Problémem je imunogenicita téchto 1é¢iv a nedostatek povrchovych antigend,

které by =zajistily specificky pifjem pouze v nadorové bunice. Neékteré antigeny jsou
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VétSinou exprimovany na povrchu nddorovych bun¢k ve zvySené miie a na normalni
tkani pouze omezené (Senter, 2009; Carter a Senter, 2008).

Dosud bylo pfipraveno nckolikk cytostatk konjugovanych s protilatkou.
Piikladem je BR96-doxorubicin, ktery byl cilen na LeY tetrasacharidovy antigen na
lidskych karcinomech. Mechanismus ucinku je stejny jako u konvencniho DOX.
V obou Kklinickych studiich byla ziSténa pouze mirna protmddorova aktivita a kratky
polocas, a proto se odstoupilo od pouzivani (Carter a Senter, 2008).

Pirodni antibiotikum kalicheamicin bylo vyznamnym objektem pro studium
clleni léciv, diky své schopnosti vazat se na DNA a uCinku zabfiet bunky pfi
koncentracich bézné pouzivanych pii chemoterapii. Imunokonjugat kalicheamicinu a
antiCD33 monoklonalni protilatky, Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg), byl wyvinut
na léCbu akutni myeloidni leukémie. Vyrazna protinadorova aktivita byla také zjiSténa
s monoklonalni protilatkou navazanou na kalicheamicin napf. na CD22 lymfomech a
epitelialnich nadorech jiz ve velmi nizkych davkach (2 mg/kg) (Carter a Senter, 2008).

Auristatin je syntetické antimitotické agens, které je pifi samostatném pouziti
velmi toxické a proto se pouziva navazané s monoklonalni protilatkou (mAb-MMAE).
Auristatin  pasobi inhibici polymerizace tubulinu. Protilaitky se pouzivaji piimo proti
CD30 antigenu na Hodgkinové chorob¢, prostaticky specificky membranovy antigen na
karcinomu prostaty, nebo LEY antigen na réznych karcinomech (Alley etal., 2009).

Maytansin a jeho analogy (maytansinoidy) jsou uCinnymi latkami, které
mhibuji proliferaci bunék v mitotické prometafizimetatazi. Konjugaty maytansinoidi
(DM1 a DM4) s protilatkou se ukazuji jako slibné klinické feseni 1écby nadord. Volné
maytansinoidy, konjugaty a jejich metabolity pusobi mechanismem  tubulinové
depolymerizace. Tyto konjugaty pusobi napf. na Can antigen na kolorektalnim
karcinomu, CD33 na leukemickych bunkkach, nebo prostaticky specificky membranovy
antigen na karcinomu prostaty (Oroudjev et al., 2010).

Gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg) je jedind klinicky schvalenad konjugovana
protilaitka. Po jeho schvaleni vstoupilo do klinickych zkousek mnoho dalSich, zejména
konjugaty s auristatinem (SGN-35, CRO11-vc-MMAE), s maytansinem (Trastuzumab-
DM1; AVE9633; HuC242-DM4; HuN901-DM1) a s kalicheamicinem (Inozutumab
Ozogamicin) (Carter a Senter, 2008).

Safavy et al. (2003) konjugovali PTX s monoklonalni protilatkou (Erbitux,
C225) proti receptoru epidermalntho ristového faktoru. Porovnavali cytotoxicky efekt

PTX, konjugatu PTXC225 a smési PTX a C225 na bunééné lni Ldského
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spinocelularntho karcinomu A431 a nadorovych buikach hlavy a krku UM-SCC-1 a
UM-SCC-6. Vbunécné Ilini A431 bylo prokdzano zvySeni apoptézy o 25 %
v porovnani se smési PTX a C225. V experimentech in vivo byla zjiSténa mnhibice ristu
tumoru Vv porovnani s neléCenou kontrolou, nebyl vSak pozorovan vyraznéj$i rozdil
oproti 1€cbé volnym PTX. Behem experimentu nedoSlo ke vzniku imunoreaktivity vici
PTXC225.

2.2.2.2 Konjugace s hormony

Dalim  intenzivné  studovanym  mechanismem pro  zvySeni  selektivity
chemoterapie je kovalentni pfipojeni chemoterapeutika K riznym hormonim, jejichz
receptory jsou exprimovany na povrchu nadorovych bunék.

Hypotalamicky hormon gonadotropni hormon (LH-RH) je primarni regulator
gonadovych funkci a reprodukce u obratlovcl. Vysoka hladina tohoto hormonu byla
zjiSténa v nékterych nadorech pohlavnich organt, jako jsou nadory prsu, prostaty a také
v nadorech, které nepiimo souvisi s hypofyzou, jako napi. nadory pankreatu, ledviny,
jater, CNS, nebo melanomech. LH-RH receptory jsou exprimovany také na zdravych
pohlavnich organech, ale vmnohem menSi mife Vporovnani s expresi nadorovymi
bunkami. Tato ziSténi délaji zLH-RH receptoru vhodny cil pro chemoterapeutika
konjugovana s LH-RH (Szepeshazi et al., 2007).

AN-152 je konjugat, ve kterém je LH-RH kovalentné¢ vazany s DOX. Giinthert
et al. (2004) zjistili, Z¢ tento analog je mnohem uU¢iNN&jSi nez samotny DOX v indukci
apoptdzy u prsni bunééné linie poztivni na LH-RH receptor in vitro. Pii experimentech
in vivo byl u¢inngjsi proti LH-RH receptor pozitivnimu nadoru, kde byla zaroven
zjiSténa nizSi toxicita, nez pii pouziti konvenéntho DOX. DalSim testovanym
konjugatem DOX a LH-RH je AN-207 a AN-201. Znezadoucich w¢inki téchto
konjugatl bylo pozorovano selektivni, ale ptechodné poskozeni gonadotropnich bunék
hypofyzy vlivem AN-207. AN-201 pisobil neselektivné poskozeni hypofyzarni funkce
luteinizacniho hormonu (LH), rastového hormonu (GH) a tyreotropniho hormonu
(TSH). Bylo prokazano, ze AN-207 snizuje hladimu mRNA pro LH-RH receptor
Vv hypofyze potkana. Pouzitim AN-152 byl popsan efekt snizeni hladny LH-RH
receptoru na nadoru prostaty. Emons et al. (2010) pfipravili konjugatt DOX navazany na
[D-Lys®]LH-RH a testoval tento konjugat u Zen s LH-RH receptor poztivnim tumorem,
kde byly zisteny velmi slibné vysledky a konjugit byl navrzen pro II. fazi klinické
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studie (Szepeshaziet al., 2007; Gunthert et al., 2004; Nagy and Schally, 2005; Emons et
al., 2010).

Somatostatin (SST) je dalsim hormonem, jehoz receptory byly detekovany na
povrchu mnoha nadorovych bunck. Nekolk experimentdlnich studii zjistilo mhibici
ristu nékterych malignit pfi pouzti somatostatimu a jeho oktapeptidového analogu.
Pikladem je analog AN-238, ktery inhiboval rist mySiho karcinomu prsu nezavisliého
na estrogenu a MDA-MB-231 lidského prsniho nadoru nezavisiého na estrogenu u
munodeficitnich mysi (Florent a Moneret, 2008).

K receptoru somatostatinu, zejména podtypu 2, ma wvysokou afinitu také
oktreotid, ktery je exprimovan ve zvySené mife na mnoha nadorovych buikach. Zhang
et al. (2010) wytvoril konjugat oktreotidu se stericky stabilizovanymi liposomy.
Pouwzitim tohoto konjugatu doSlo ke zvySeni intracelularniho transportu DOX do bungk
pozitivnich na somatostatin receptor 2 (SSTR2), diky mechanismu endocytozy
zprosttedkované receptorem. Zarovenn byla zvySena cytotoxicita v téchto SSTR2
pozitivnich nadorovych bunkach, zvysila se kumulace IéCiva v nadorové tkani a doslo
ke zlepSeni protinadorové uCinnosti Vnadorovém modelu se zvySenou expresi SSTR2
(Zhang et al., 2010).

Dallsim zajimavym cilem pro protinddorovou terapii je receptor lidského
choriogonadotropinu (hCG), ktery umoziuje piimy transport K nadorové bunce. Po
navazani na hCG receptor, je cely komplex prenesen do bunky. Gebauer et al. (2003)
porovnaval vliv DOX, smés DOX-hCG, konjugat DOX-hCG a konjugat DOX-albumin
na ovaridlnich nadorovych bukiach a prsnich nadorovych bunkach. Pfi pouziti
konjugdtu bylo pozorovano zvySeni ucmnosti DOX. Toto zvySeni toxicity nebylo
zji8téno u bunécné linie bez hCG receptoru (Gebauer et al., 2003; Janssens et al., 2007).

ZvySeni u¢innosti PTX pomoci konjugace s hormonem byla zatim popsana
pouze s oxytocinem. Oxytocin je hypotalamicky nonapeptidovy hormon, ktery kromé
fyziologické funkce hraje dulezitou roli vnadorové tkani odvozené zn€kterych organd.
Mnoho prsnich nadorovych bunéénych linii, véetné MCF7, exprimyje ve zvySené mife
specificky G-protein spojeny s povrchovym receptorem vazajici oxytocin (OTR) na
urovni RNA i proteinu. ZvySend exprese OTR na povrchu nadorovych bunék znamena
dulezity cil pro specifickou protinadorovou ;¢bu. Konjugace PTX sPHEA (o,p-
poly(N-2-hydroxyetyl)-DL-aspartamid) se ukazal jako stabini vplazmé a schopny

prodlouzeného uvoliovani léciva pii pH 5,5. V experimentech in vitro bylo prokéazano,
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7e pripraveny konjugat Scilenou skupinou je mnohem UCINNEjSi a specifiCtejsi, nez

lé¢ivo bez této skupiny (Cavallaro et al., 2007).

2.2.2.3 Konjugace se syntetickymi polymery

Dalsi moznosti, jak zvySit UCmnnost a speciftu cytostatik je konjugace
srozpustnymi polymery. Nejzajimavéj§im kopolymerem, ktery byl syntetizovan a
testovan je N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid (HPMA).

VI a Il. faz klinickych zkousek kombinace HPMA kopolymeru s DOX
zpusobila Ctyfi az pétkrat nizSi toxicitu, nez antracykliny a pfi pouziti vyS$i kumulativni
davky nebyla pozorovana kardiotoxicita (Duncan et al., 2005). Vincent et al. (2005)
testoval HPMA kopolymer-DOX S navazanym inhibitorem aromatas
aminoglutetimidem (HPMA-DOX-AGM). Ukazalo se, ze tento konjugat znacné
zvySoval cytotoxicitu ve srovnani s HPMA  kopolymerem-DOX, pravdépodobné
prostiednictvim inhibice aromatasy diky pouzit¢mu AGM (Greco etal., 2005; 2007).

Powzitit HPMA kopolymeru s PTX a kamptotecinem v Kklinické studii
neukdzalo vyrazngjsi efekt. V obou piipadech to bylo pravdépodobné zdivodu
nestability esterové vazby bcéhem cirkulace a vyluCovanim ledvinami. HPMA
kopolymer-PTX zpisoboval stejnou toxicitu jako PTX nenavazany. Zaroven byly
pozorovany bémé nezadouci uCinky jako lehkd nevolnost, zvraceni, lehka
hematologicka toxicita a neuropatie (Duncan et al., 2005).

Pro konjugaci s HPMA kopolymerem bylo pouzito n€kolik daKich cytostatik,
véetné struktur cisplatiny, karboplatiny a oxaliplatiny. Vin vitro testech na mysich
melanomovych burkach byla zi§ténd hodnota ICso 10 pg/ml In  vivo byla
protinadorova aktivita hodnocena na mySim melanomovém tumoru a mysi lymfocytarni
leukemii, kde po iv. podani konjugitu HPMA kopolymer-cisplatina se v obou
piipadech projevila zna¢na protinadorova aktivita, ve srovnani s volnou cisplatinou,
kterd aktivni nebyla. S pouzitim konjugatu bylo mozno pouZit vyssi lécebnou davku
oproti 1é¢bé volnou cisplatinou (Gianasi et al., 1999; 2002).

V poslednich letech bylo pfipraveno mnoho konjugati DOX se syntetickym
polymerem. Napif. Lu et al. (2009) piipravil synteticky konjugat III s dvéma
hydrofinimi fet€zi a dvéma jednotkami DOX, L et al. (2010) syntetizoval konjugat
fulleren-DOX, nebo Cao a Feng (2008) pfipravili konjugit DOX a D-o-tokopheryl
glykol 1000 sukcindt. Ve vSech pfipravenych konjugitech byl ziStén vyraznéjsi
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cytotoxicky efekt na nadorovych bunkach in vitro, vporovnani s pouzitim volného
DOX.

Chen et al (2005) stanovoval protinddorovou aktivitu PTX konjugovaného
s bicyklickym peptidem E[c(RGDyK)](2) (RGD) v metastatick¢ bunééné lmi MDA-
MB-435. RGD peptid selektivné vaze receptor o(v) integrinu, ktery je zvySené
exprimovan na povrchu metastatickych prsnich bunék. Experimenty ukazaly inhibici
bunécné proliferace v GO/Gl fazi. Konjugdt PTX-RGD 1 nekonjugovany PTX
zpusobovaly zastaveni bunécného cyklu v G2/M fazi a ziroven bylo prokazino, ze
specifickd vazba zvySila zabijeni nadorovych bunék. Vyznamnou formou konjugace
polymeru s PTX je konjugat polyglutamat-PTX, nazyvany Xyotax (Cell Therapeutics,
Seattle, WA, USA). Nyni probiha II/IIl faze klinickych zkousek, zaméfena na pacienty
S malobunéénym karcinomem plic, kde je Xyotax pouzit jako monoterapie, ¢i
v kombinaci s karboplatinou (Li et al., 1998; Auzenne et al., 2002).

Zhao et al. (2012) pripravil dvanact konjugati 5-FU a emodinu. Méfenim
biologické aktivity se zjistilo, Ze nekteré konjugaty mély vyraznéjs$i nebo srovnatelnou
protinadorovou  aktivitu s pozitivni  kontrolou a  vykazovaly nizkou toxicitu
vnormalich bunkach. Napiiklad konjugat 7f sbenzylem ukazal vétSi cytotoxicitu na
ovarialni a ZaludeCni nadorovou Ilnii a nebyla ziSténa Zzidnd toxicita na normalni
embryonalni ledvinné bunky. Dale pak u slouéeniny 7k skonjugovanym 2-
cyanobenzylem bylo ziSténo Siroké spektrum protnadorové aktivity u vSech trech
testovanych nadorovych lini, pfi zachovani velmi nizké toxicity vii¢i nenddorové Ilnii
Studovany vztah struktury a aktivity ukdzal dilezitost pritomnosti N® aromatického
substituentu na studovanych konjugatech, ktery zvySoval cytotoxicitu (Zhao et al.,
2012).

Singh et al. (2008) ve svém pichledovém c¢lanku mimo jiné detailné popsal
konjugace IéCiv s kyselinou listovou. Prolécivo EC145 syntetizované skupinou Leamon
et al je pravdépodobné nejslibnéjsi cilené folatové prolé¢ivo v klinickych studiich.
Sklada se zdesacetylvinblastin monohydrazidu navazaného ke kyselin¢ listové pomoci
redukovateného disulfidického mustku. V preklinickych studiich in vivo byl EC145
mnohem aktivnéjSi a tolerovangjsi organismem, nez volné IéC¢ivo a ukdzal vyraznéjsi
protmddorovu aktivitu. Dalsim konjugadtem kyseliny listové je napt. EC17 (Folat-
hapten), ktery je nyni vII. fazi klinickych zkousek a EC0225 (Folat konjugovany
svinca alkaloidy a mytomycinem C), ktery je vI. fazi klinického testovani. VSechny
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tyto konjugaty jsou cileny na nadorové bunky exprimujici kyselinu listovou (Singh et
al., 2008).

Dva konjugaty polyamidoaminového dendrimeru sMTX byly testovany
Vv MTX-cithvych a MTX-rezstentnich buiikach akutni lymfoblastické leukemie a
bunécné lnie CHO. Konjugdt A byl schopen zvysit protinddorovou aktivitu Ve
srovnatelné koncentraci pouwzittho volného MTX vcitivé 1 rezistentni linii, oproti
konjugatu B, u kterého nebyla pozorovana zadna vyrazngjsi aktivita ani u jedné z linii,
Z dalsich testii bylo zjiSténo, Ze konjugat A puasobi na enzym dihydrofolatreduktasu
stejnym mechanismem jako volny MTX (Gurdag et al., 2006).

6-MP konjugovany s karboxymetylchitosanem (6-MP-CMC) byl syntetizovan
pro cileny transport 6-MP do bun¢k. Zhang et al. (2011) zistili, ze uvolnéni 6-MP z 6-
MP-CMC zavisi na koncentraci glutathionu (GSH) a pH média. Cim vyssi byla hladina
GSH vmédi, tim rychlejsi bylo uvolnéni 6-MP z piipraveného konjugatu. Pii pouZiti
pufru pfi pH 7,4 a koncentraci GSH 2 pM nedochédzelo k uvoliovani 6-MP, zatimco pfi
pH 5,0 a 10 mM koncentraci GSH bylo uvliovani 6-MP z konjugatu velmi rychlé.

2.2.3 Omezeni biotransformace cytostatik

Enzymy metabolizujici lé¢iva a I€kové transportéry jsou klicovymi faktory
farmakokinetiky a farmakodynamiky mnoha protnddorovych Ié¢iv. Metabolismus a
transport ovlivije cytotoxicky efekt cytostatik v cilovych nadorovych bunkach a
normalni tkani.

DOX je biotransformovan na DOXOL a aglykony, doxorubicinon a 7-
deoxydoxorubicinon. Hlavni metabolt DOXOL, ktery vznka redukci karbonylové
skupiny na C13 je na rozdil parentni latky kardiotoxicky a méné cytostaticky U¢inny.
Hlavnim cilem je proto inhibice biotransformace DOX na tento toxicky metabolit. V in
vitro testech pusobily jako inhibitory karbonylreduktasy 1 (CBR1) nekteré flavonoidy
(rutin, quercetin, quercitrin, nebo 7-monohydroxyetyl rutosid), derivaty flavonoidu,
menadion a analogy zearalenonu (Carlquist et al., 2008; Erlund et al., 2002; Gonzales-
Covarrubias et al, 2008; Vaclavikova et al., 2008; Zimmermann et al., 2009). Avsak
nizka biologickd dostupnost, vysokd hodnota ICso nebo systémova toxicita omezuji
jejich  pouziti In vivo. Zjisténé antioxidacni vlastnosti flavonoidii navic snizuji
cytotoxicky efekt DOX. Kaiserova et al (2007) zistovali efekt flavonoidi na
neonatalnich potkanich kardiomyocytech, kde se po 72hodinové inkubaci snizovala

kardioprotekce flavonoidi. Vaclavikova et al. (2008) gzjistil, Ze v rezistentni prsni
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nadorové linii NCI-ADR-RES flavonoidy nezpisobily vyrazn€jsi cytotoxicky efekt na
rozdil od citlivé linie MDA-MB-435.

Dallimi enzymy podilejicimi se na biotransformaci DOX jsou mikrosomalni
reduktasy. U pacienti s nadory byl testovan vliv cyklosporinu, substratu CYP3A, na
biotransformaci DOX. Pii pouzti nizSich davek cyklosporin ukazal vyrazny efekt na
snizeni biotransformace a exkrece DOX Vv porovnani s DOX samotnym. V dalsi studii
zji8tyjici vzajemné pusobeni cyklosporinu a DOX byla u pacienti s malobunéénym
karcinomem plic pozorovana zvySena nevOlost a zvraceni U vSech pacienti byla
zaroven pozorovana zvySend toxicita souvisejici s podanim vyssi davky cyklosporinu.
Dalsim substratem pro CYP3A je i PTX. Pokud byl PTX a DOX podévany ziroven,
Vv plasmé nebyla pozorovana zména koncentrace DOX ani PTX. Koncentrace DOXOL
byla vyrazné vysSi pii pouzti kombinace, coz mize byt zplsobeno tim, ze PTX
inhibuje pfeménu DOXOL na aglykony (Kivistd, 1995).

Na redukci DOX se dale podili i aldoketoreduktasy (AKR). Veitch et al. (2009)
popsal, ze zvySena exprese AKR v nadorovych bunkich zvySuje rezstenci k DOX,
pravdépodobné zdivodu intenzivngjSi redukce. Na zaklad¢ téchto faktl je mozno fici,
7ze hibitory AKR jsou schopny zvySeni u¢mnosti DOX v nadorovych buikach.
Inhibitory AKR1C3 jsou napt. derivaty kyseliny skoficové, které jsou zapojeny
vregulaci androgennich a  estrogennich prereceptori. v hormon dependentnich
nadorovych bunkach (Brozic et al., 2006). Dalsim inhibitorem AKRIC je kyselina 5p3-
cholova, kterda vyrazn¢ zvySila citlivost k DOX v burkach rezstentnich k DOX bez
ABCBL1 genu (Veitch et al., 2009).

Dalsim slibnym mhibitorem CBR1 se zdd byt pyrazolopyrimidinovy derivat
hydroxy-PP-Me. Na bunééné lini A549 byla zistovana schopnost hydroxy-PP-Me
zablokovat CBR1 v metabolizaci DAU. DAU je pfeménovan CBRI na daunorubicinol
(DAUNOL). V porovnani s DAU samotnym byla zjiSténa o 25 % vys§i u€innost pii
pouziti kombinace DAU a hydroxyl-PP-Me, avSak koncentrace derivatu byla relativné
vysoka (4-8 uM) (Tanaka et al., 2005).

Zlidské 7lu¢i a jaternich mikrosomid byly ziStény tfi hlavni metabolity PTX:
60-hydroxypaklitaxel, 3’-p-hydroxypaklitaxel a 6a-3’-p-dihydroxypaklitaxel ~Hlavnim
enzymem metabolizujicim  60-hydroxypaklitaxel je CYP2C8 a metabolity 3'-p-
hydroxypaklitaxel a 6a-3"-p-dihydroxypaklitaxel jsou biotransformovany zejména
CYP3A4. Desai et al. (1998) zistili, ze pouzitim R-verapamilu, tamoxifenu a etoposidu
dochazi k vyrazné inhibici tvorby 6a-hydroxypaklitaxelu a 3’-p-hydroxypaklitaxelu.
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Déle bylo zjisténo, ze pouzitim DOX se vyrazné snizi tvorba 3’-p-hydroxypaklitaxelu a
cyklosporin A inhibuje tvorbu 6a-hydroxypaklitaxelu (Desai et al., 1998).

Vsechny vinca alkaloidy jsou metabolizovany v mikrosomech lidskych jater
pomoci CYP3A4. Vinblastin je prfeméiovan na jeden hlavni metabolit
deacetylvinblastin. Dalsi vinca alkaloidy vindesin, vinkristin a navelbin, nebo dalsi
lé¢iva jako DOX, etoposid nebo teniposid zna¢né inhibovaly metabolismus vinblastinu.
Inhibiénim efektem na metabolizaci vindesinu plsobi stejné latky jako u vinblastinu
(Kivistd et al., 1995).

Cyklofosfamid je metabolizovan na ngkolik metabolitl, pficemz v plasmé a
moci byly jako dva hlavni metabolity identifkovany aktivni alkylacni agens fosforamid
mustard a produkt detoxikace karboxyfosfamid. Reakce je katalyzovana cytosolickou
aldehyddehydrogenasou (ALDH1). Dalsim enzymem podilejicim se na metabolizaci je
CYP2B6. Ovlivnéni farmakokinetky cyklofosfamidu bylo pozorovano pii pouziti
fenobarbitonu a allopurinolu (Tasso et al., 1992; Kivisto et al., 1995).

Etoposid a teniposid jsou primarn¢ metabolizovany CYP3A4 a CYP3A5 na
katechol. N¢kolik substratd, jako napf. midazolam, erytromycin a cyklosporin byly
identifkovany jako siné inhibitory tvorby katecholu zetoposidu i teniposidu. U
pacienti cyklosporin vyznamné ovlivnil farmakokinetiku etoposidu Vv zavislosti na
koncentraci. Kishi et al. (2004) zistili inhibiéni vliv prednisonu na CYP3A, ¢imz doslo
ke zvyseni clearence etoposidu (Kivistd et al., 1995; Kishi et al., 2004).

Cyklosporin a blokatory kalciovych kanali mohou mit vhiv nejen na nhibici
metabolizace cytostatik, ale mohou také slouzit jako inhibitory P-glykoproteinu a

efluxnich transportért.

2.2.4 Ovlivnéni efluxnich transportéra

Aktivni  eflux protinadorovych 1Civ  zprostfredkovany ABC  transportérem
reprezentuje Ucinnou strategii bunék proti potencialné Skodlivym agens. P-glykoprotein
(P-gp) je lokalizovan v apikalni membrané epitelidinich bun€k a patii do skupiny
transportnich proteinli, které se nazyvaji efluxni pumpy. Dalimi dilezitymi efluxnimi
pumpami jsou proteiny vicecetné 1€kové rezistence MRP1 a 2 a nebo tzv. ,breast cancer
resistance protein“ (BCRP). Tyto transportéry mohou aktivné pienaset Siroké spektrum
latek ven zbun€k, vCetné protinddorovych 1¢iv (Tab. 2), imunosupresiv, steroidnich
hormonti, blokatori kalciovych kanali apod. V nadorovych bunkach jsou tyto

transportéry zvySené exprimovany a jsou odpovédné za viceCetnou lékovou rezistenci.
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Krom toho jsou exprimovany i ve zdravé tkani jater, placenty, proximilnim tubulu
ledvin, kapilarnich endotelialnich bunkach mozku a wvarlat nebo epitelidlnich buikach
stteva. 'V kombinaci s CYP3A hraji efluxni pumpy dilezitou tlohu v detoxifikaénim
systému a ovlivituji absorpci, distribuci, metabolismus a eliminaci (Werle, 2006).

Inhibice efluxnich transportéri. mize byt pouzita pro zZepsSeni transportu
cytostatik do nadorovych bun€k a jejich akumulaci v nich, na druhou stranu, inhibici
efluxnich pump u nenadorovych bunék mize dojit ke zvySené akumulaci cytostatik ve
zdravé tkani (Ozben, 2006; Werle 2008).

Tab. 2: Prehled efluxnich transportérii vybranych cytostatik (Pharmacology weekly —
prehled efluxnich transportérii).

Trans portér BCRP BSEP MDR1/PgP MDR3 MRP2 MRP3 MRP4 MRP5 MRP6
Gen ABCG2  ABCB11 ABCB1 ABCB4 ABCC2 ABCC3 ABCC4 ABCC5 ABCC6
5-fluorouracil + +
Cisplatina + +
Kolchicin +

Daunorubicin + + +
Docetaxel + +

Doxorubicin + +

Etoposid + + +

Idarubicin +

Mercaptopurin +

Metotrexat + + + + +

Paklitaxel +

Teniposid + +

Topotekan +

Vinblastin + + +

Vinkristin +

Vindesin +

2.2.4.1 Prirodni inhibitory efluxnich transportérii

Rizné¢ ihibitory efluxnich pump se nachizeji vpiirodé a jsou zejména
rostlinného ptvodu.

Sadzuka et al. (2010) prokazal vliv kukurbitacinu, rostlinného steroidu, na
inhibici efluixu DOX a zvySeni hladiny DOX uvnitt ovaridlntho sarkomu MS5076. Navic
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pouziti kombinace kukurbitacinu s DOX snizovala akumulaci DOX ve zdravé tkani.
Flavonoid 5,7-dimethoxyflavon vyznamné pusobil stimulaci akumulace a cytotoxicity
DOX v lnii rezistentni k DOX A549 se zvySenou expresi MRP1 a 2 (Patanasethanont
et al, 2007). Dalsi flavonoid naringenin také zvySoval bunéénou akumulaci DOX
prostfednictvim  selektivni inhibice MRP1. 100 pM koncentrace naringeninu navic
Zlepsovala citlivost bunék MCF7 k DOX, kde hodnota ICsp DOX a jeho kombinace
s naringeninem byla 1,06 resp. 0,53 uM (Zhang et al, 2009a). Dalim u¢innym
flavonoidem je biochanin A, ktery vyrazn¢ mhiboval P-gp a byl schopen 2,5krat zvysit
koncentraci cytostatika Vv nadorovych bunkach. V experimentech in vivo vsak tyto
vysledky nebyly potvrzeny, pravdépodobné zdlvodu nedostatecné biologické
dostupnosti (Zhang et al., 2010b). Liang et al. (2010) v experimentech in vivo pii podani
DOX vkombinaci s katechiny a flavonoly ze zeleného Caje vyrazné zvysilo akumulaci
DOX abyla snizena exprese P-gp v DOX rezistentnich tumorizovanych mysich.

Pouzitim xantanové gumy doSlo ke zvySeni akumulace substrati P-gp,
vinblastinu a DOX, ve stfevnich bunkach. Také byl pozorovan zepSeny transport
vinblastinu, nikoli vsak DOX. Pii pouzti stejné koncentrace gellanové gumy byl
ZlepSen transport vmblastinu, avSak mnoZstvi vtkam zlstalo nezménéno. Gellanova
guma ziroven ZlepSila akumulaci a transport DOX. Dalsi piirodnim mhibitorem je
askophyllum, ktery byl schopny zvysit akumulaci vinblastinu a DOX v bunkach. Na
rozdil od DOX se také zvysil transport vinblastinu (Werle, 2008).

Vaclavikova et al. (2006) zistili, Zze aurony CB-284, CB-285, CB-287, a ML-50
nejucinnéji inhibuji transport zprostiedkovany P-gp Vrezstentni linii S Vysokou expresi
P-gp NCI/ADR-RES vporovnani s chalkonovymi, flavonovymi, flavonolovymi,
chromonovymi a isoflavonovymi derivaity a timto zplUsobem zvySily akumulaci
[**C]PTX a snizly jeho eflux zbunsk. Naopak v citlivé bunséné lini MDA-MB-435
byly vysledky opacné. Derivaty aurond, zejména CB-287 inhibovaly akumulaci
[MCIPTX a vyrazm& stimulovaly jeho eflux. N&kterd data korelovala se schopnosti
navazani derivati flavonoidd na P-gp, avSak tato vazba neni jedinym faktorem
ovliviujicim ~ transport. PTX neni pravdépodobné transportovain pouze P-gp a
predpoklada se ucast MRP2 a 5.

2.2.4.2 Syntetické inhibitory efluxnich transportérii
Mezi  syntetické  polymery  inhibujici  efluxni pumpy  patii = napf.
polyethylenglykol (PEG). Pfi podani PEG 300 se zepSila prostupnost DOX a PTX
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monowrstvou Caco2 bun¢k. PEG 300 ovlivnil transport PTX v zavislosti na koncentraci.
Mechanismus mhibice efluxni pumpy byl pravdépodobné zprostiedkovan zménami
mikroprostiedi bunééné membrany Caco2 bun€k. Dale byl ziSten téméf kompletni
inhibicni vliv. PEG 300 (20 %, v/v) vCaco2 bunééné lini a MDRI transfekované
MDCK bund¢né linii, zatimco Cremophor EL (0,1 %, w/v) a polysorbat Tween® 80
(0,05 %, w/v) inhiboval aktivitu P-gp pouze ¢aste¢né v Caco2 bunéné linii a v burkach
MDR1-MDCK se ukazal jako neaktivni v inhibici P-gp. Zavérem bylo ziSténo, Zze
PEGylované latky byly schopny vyhnout se eflixu P-gp a CYP3A metabolismu, coz
vysvétluje vyrazné zlepSeni absorpce (Werle, 2006).

Powzitim D-alpha- Tocopheryl Poly(ethylene glycol) Succinate 1000 (TPGS)
(50 mg/kg) doslo k Sestinasobnému zlepSeni biologické dostupnosti PTX (25 mg/kg) u
potkanli po p.0. podani v porovnani s podanim PTX samotného. Pii porovnavani délky
alkylacniho fetézce riznych TPGS na inhibici eftuxni pumpy byl nejacinnéjsi TPGS
1000. P¥ pouzti polysorbatu Tween®80, ktery je G¢innym inhibitorem efluxnich purmp,
se zvySovala akumulace DAU v rezstentnich Ehrlichovych ascitickych nadorovych
buikach. V pitomnosti  polyoxyethylen-40-stearatu ~ byla  zvySena  vnitrobunééna
akumulace epirubicinu v Caco2 bunkach. Navic byl zvysen transport epirubicinu
v Caco2 bunkach zapikalni na basolateralni stranu, zatimco opacny transport byl
snizen. Tyto vysledky ukazuji, Ze polyoxyethylen 40 stearat zprostiedkovava mhibici
efluxnich pump. Stejnych vysledkli bylo dosazeno pii pouzZiti polyoxyethylen-
lauryletheru (Brij® 30) (Werle, 2006).

Poloxamery jsou pouzivany v nadorové terapii pro piekonani MDR pomoci
dvou riznych pfistupt: vywzti jiného transportu nez pies efluxni pumpy nebo inhibici
proteinil efluxnich transportéri. Napikklad HPMA-DOX je transportovan do bunck
endocytozou, tj. transportem nezavistym na P-gp, zatimco volny DOX je transportovan
pomoci efluxnich pump. V bunkach exprimyjicich P-gp in vitro, pfitomnost poloxameru
Pluronics® zvysila akumulaci DOX, naopak vbuikich bez P-gp se tento efekt
neprokazal. Pluronics® inhibuje kromé P-gp také MRP1 a 2, ale efekt na P-gp je
mnohem vys§i. Zaroveti je Pluronics® soutasti GSH/GST detoxifikadniho systému.

Dendrimer PAMAM je pouwzivanym transportnim systémem pro mnoha
protmddorova 1éCiva. Tento dendrimer zlepSoval transport zapikdlni na basolateraini
stranu pfes monovrstvu Caco2 bun¢k, opacny transport byl snizen. Mechanismus
pusobeni je zprostfedkovan jinou cestou, nez mhibici P-gp. V piitomnosti dendrimeru
G3 se 3-4krat zvysila akumulace DOX a vinblastinu ve stfevnim modelu. Bylo
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prokazano, ze kombinaci dendrimerii se substraty efluxni pumpy dochdzi ke zepSeni
transportu. Tyto vysledky naznacuji moznou inhibici efluxnich pump (Werle, 2006).

Furoxan substituovany 3-fenylsulfonylem ukazal slibny mhibicni efekt a zvySeni
citvosti ledvinngjch MDCK bunék k DOX (Fruttero et al, 2010). Za cilem nalezeni
selektivnho  nhibitoru P-gp byly nasyntetizovany derivaty fenotiazinu. Nejaktivngjsi
derivat byl schopny zvysit akumulaci DOX a ukazal synergisticky efekt pifi pouzti
kombinace s DOX na indukci apoptdézy v nadorovych bunkach. Apatinib, inhibitor
tyrosinkinasy, vyrazn¢ zvySoval mtracelularni akumulaci DOX piimou ihibici P-gp a
BCRP (Mi et al., 2010). Latka NSC23925 byla také identifikovana jako G¢inny inhibitor
P-gp. Bylo pozorovano zvySeni akumulace DOX v buikdch pomoci piimé
nekompetitivni inhibice aktivity P-gp beze zmény v expresi (Duan et al., 2009).

Do faze klinickych testli se dostal napf. pipekolinatovy derivat VX-710. Tento
velmi U¢inny inhibitor efluxnich transportéri prosel do Il.faize klinickych zkousek,
avSak nebyl zistén zadny efekt na u¢innost DOX u pacienti s nadory (Gandhi et al.,
2007).

2.3 Hledani protinadorovych vlastnostiléciv pouzivanych pro
jiné indikace

Léciva schvalend nebo testovand pro jné indikace, nez je lécba rakoviny, u
kterych byly nésledné zjiStény protinddorové vlastnosti mohou byt rychleji vyuzity pro
tuto novou indikaci sohledem na jejich piedchoz testovani na zvifatech a lidech.
Prikladem je peroralni antidabetikum metformin, ktery inhibuje rist prostatickych a
stfevnich nadorovych bunék a zpomaluje rist nadoru v xenograftech ve farmakologicky
dosaziteiné koncentraci. Kromé toho u diabetickych pacientl uzivajicich metformin
bylo pozorovano nizsi riziko vzniku karcinomu pankreatu v porovnani s diabetiky, ktefi
metformin neuzivali. V soucasné dob¢ je metformin testovan v klinickych studiich pro
lé¢bu pacientii S pokro€ilymi solidnimi tumory (Spagnuolo etal., 2010).

Dalsim piipadem je immunosepresivum thalidomid, u kterého byla v n€kolika
studiich pozorovana antimyelomova a antiangiogenni aktivita. Hlavnim omezenim
pouzti thalidomidu je riziko teratogenicity a vedlejsi efekty jako ospalost, Unava,
vyrazka ¢i neuropatie. Analog thalidomidu lenalidomid byl pfipraven pro zvySeni
munologickych a protnddorovych vlastnosti a sniZeni neurotoxickych a teratogennich

vlastnosti ptivodni latky.  Zjisténi  protinadorové  aktivity lenalidomidu rozsitilo
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terapeutické spektrum hematologickych malignit véetné mnohocetného myelomu a B-
buné¢nych nadord, chronické lymfocytarni leukémie a non-Hodgkinova lymfomu
(Rajkumar a Kyle, 2001; Liberati et al., 2013). Ve studii Lin et al. (2006) byl thalidomid
testovan v lidskych plicnich nadorech a byl zistén nhibicni efekt na bunéénou invaz in
vitro a metastazy in vivo. Zaroven thalidomid in vivo ukazal vyrazny efekt na tvorbu
nadoru Vv xenograftovém modelu.

V poslednich letech se objevuji studie, kde betablokatory jako napf.
propranolol zvySuji pieziti pacientd s prsnim karcinomem. Pasquier et al. (2011) in
vitro ukazali antiproliferacni efekt v9 lidskych nadorovych a normakich bunéénych
lniich. Propranolol piisobi u¢nné antiangiogenné jiz pii netoxické koncentraci, aniz by
bylo pozorovano naruseni cév. Kombinace 5-FU nebo PTX s propranololem v nizkych
uc¢innych  koncentracich v zavislosti na riznych bunéénych typech vykazovaly
synergisticky, aditivni ¢i antagonisticky efekt na bunécnou proliferaci. Bylo prokazano,
7ze nizka koncentrace propranololu potencuje antiangiogenni efekt 5-FU a PTX. Tato
studie a predchozi klinické tdaje naznaduji, Zze pouziti propranololu spolec¢né
s chemoterapii miize zlepsit vysledky u pacientd s rakovinou prsu. Buckmiller et al,
(2010) testoval efekt propranololu u déti s hemangiomem a zjisti, Ze zlepSuje preZiti
pacienti s hemangiomy. V terapeutickych davkach se propranolol ukazal jako bezpecny
aucinny u vétSimy pacientll. Ve studii byly pozorovany slabsi neZzddouci uCinky.

Parker et al. (2012) testovali tii tricyklicka antidepresiva: amitriptylin,
nortriptylin a  Kklomipramin  na bunéénych linich a primamich kulturach
metastatickych melanomil. VSechna tfi 1éCiva se ukazala aktivni, nicméné Ve
vSech testovanych modelech byl nejicinnéjsi nortriptylin. Tato Ié¢iva pravdépodobné
pusobi na zdkladé svych kationickych amfifinich vlastnosti nebo plsobenim na
mitochondridlni  membranu.  Dalsi  antidepresivum  sertralin byl  schopny
antiproliferativni aktivity prostiednictvim cileni na mTOR signalizacni drahu a zvySoval
chemosenzitivitu k DOX (Lin etal., 2010).

Benzimidazolova  anthelmintlka  jsou pouzivina pro Ic¢bu intestindlnich
parazitoz u lidi a zvifat. V nékolika studiich byl zistovan vliv mebendazolu na plicni
nadorové linie. Byla prokdzina inhibice bunééného cyklu v G2/M fazi a indukce
apoptdzy v zavislosti na davce a Casu. Vin vivo studi u mySi mebendazol siln¢
inhiboval riust Stépu lidského nadoru a vyrazné snizil mnozstvi a velikost tumoru
v experimentalnin modelu plicnich metastdz. Dale byla ziSténa snizené angiogeneze u

mysi lé¢enych mebendazolem v porovnani s kontrolni skupinou mysi. Mebendazol by
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mohl byt proto U¢innym v Iécbé nadorti a dalsich chorob zivislyjch na angiogenezi
(Mukhopadhyay et al., 2002). V dalsi studii byl pozorovan vliv mebendazolu v Iécbé
multiformniho  glioblastomu a zjisténa hodnota ICso byla vrozmezi od 0,1 do 0,3 uM.
Zéaroven doslo az k 63 % vySSimu preziti v syngennim a xenograftovém modelu mysiho
gliomu (Bai etal., 2011).

Dalsim benzimidazolem ,testovanym pro protinadorovy efekt, je fenbendazol.
In vitro byl toxicky na EMT6 buiky, toxicita se zvySovala s Casem inkubace a za
podminek tézké hypoxie. Fenbendazol vSak neovlivnil rist nadort EMT6 a ani nezvysil
antineoplastické uéinky zafeni (Duan et al., 2013).

2.4 Hledani novych prirodnichlatek s cytostatickym ucinkem

V poslednich letech bylo vyizolovano velké mmnozstvi piirodnich latek, které
mhibuji proliferaci, apoptéozu, potlacuji angiogenezi, omezuji metastazy a zvySuji
ucinnost chemoterapie in vitro a in vivo. V klinické praxi, ¢i ve fazi klinickych zkousek
se nachazi mnoho protinddorovych 1é¢iv odvozenych zrostlin (napf. vinca alkaloidy,
PTX, docetaxel, topotecan, ¢i irinotecan), které jiz byly diskutovany vyse. Mezi dalsi
slibné latky patii nékteré flavonoidy, alkaloidy, terpeny, chinony, nebo saponiny (da
Rocha etal.,, 2001; Tan et al., 2011).

Tan et al. (2011) ve svém piehledovém ¢lanku shrnul dosavadni poznatky o
piirodnich latkach, izolovanych z¢iskych rostlin. Mechanismem u¢inku téchto latek,
je vétSinou indukce apoptdzy, vn&j$i i vnitini cestou, tvorba ROS, ovlivnéni bunécného
cyklu na trovni cykln dependentnich kinas (CDK), nebo mhibice proangiogennich
faktort. Rada znich je tspésné testovina v kombinaci s klinicky pouzivanymi lcivy.
Napiiklad kurkumin zvySoval uCinnost oxaliplatmy Vnadorovém modelu rezistentnim
na oxaliplatinu, kombinace dihydroartemisininu s carboplatinou vyrazné¢ snizoval rozvoj
ovaridlntho karcmomu, B-elemen zvySoval UCinek docetaxelu, taxanti a cisplatiny U
bun¢k prostatického karcinomu, nebo kombinace ftriptolidu s5-FU se ukéazala byt
ZlepSenim pro léCbu stfevnich karcinomi. Piehled jednotlivych latek a jejich

mechanismu U¢inku lze nalézt v Tab. 3.
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Tab. 3: Potencialni protinadorova léciva odvozena z prirodnich produktii (Tan et al.,

2011).

Latka Skupina  Mechanismus t¢inku In vitro a invivo studie

Kyselina alkaloid Spusténi apoptoézy navazanim na B16-F10 melanomové buiiky; plicni metastatické

gambogova transferinovy receptor; antagonista  buiiky prsni linie MDA-MB-435. In vivo; v Ciné ve
rodiny Bcl-2 ; fazi klinickych studii

Berberin alkaloid Efekt na inhibici DNA, RNA, Invitro: prsni MDA-MB-231a MCF7, plicni H1299
mitochondrie, ER, p53, MMP; a A549; hepatocelularni HepG2 a MHCC97-L
inhibuje telomerasua topoisomerasu  nadorové buiiky. Invivo: nasopharyngealni karcinom.

Kurkumin flavonoid Indukce apoptézy; navazani na  In vitro: karcinom prsu, stfeva, prostaty, zaludku,
regulacni proteiny (NF-xf; EGFR; leukemie, lymfom a melanom; II. faze klinickych
HER2; MAPK,...); autofagocytéza  studii u pacienti s karcinomem pankreatu

Wogonin flavonoid Indukce apoptdzy prostiednictvim  Invitro: buiiky cervikalniho karcinomu HeLa, buitkky
CA?" a/nebo inhibici NFkp; posko-  akutni monocytarni leukemie THP-1;
zeni mitochondrii, inhibice VEGF
receptoru 2

Silibinin flavonoid Indukce apoptdzy, reguluje hladiny In vitro: prsni MCF7, plicni H1299, H460,
CDK, cyklint a inhibitory CDK, NF-  bronchoalve-olarni H322 nadorové linie. In vivo:
kB, STAT3 mysi adenokarcinom  prostaty (TRAMP),

hepatocelularni karcinom

Artemisinin terpen Tvorba ROS, poskozeni In vitro: nadorové linie jaterni HepG2, Hep3B,
endoplasmatickéhoretikula, inhibice ~ stfevni HCT116, ovarialni OVCA-420, pro-
exprese VEGF receptort, myelocytarni leukemie HL-60

B-elemen terpen Indukce apoptozy, fosforylace p38 In vitro: buiky nemalobuné&éného karcinomu,
MAPK, regulace CDK ovarialni linie, glioblastomu. In vivo: lidské

epidermoidni a thyreoidalni nadorové buiiky. V Cing
adjuvantni terapie né€kterych nadoru.

Oridonin terpenoid Indukce apoptozy, zvysena regulace  Invitro: epidermoidni A431, prsni MCF7, cervikalni
Fas a Fas Ligand, tvorba ROS, HeLa nadorova linie. In vivo: Ehrlichiv tumor,
inhibice syntézy DNA, RNA a solidni sarkom-180, leukemicky mysi model.
proteinu, inhibice telomerasy

Triptolid terpenoid Indukce apoptozy, snizeni exprese In vitro: endotelidlni umbilikalni buiky HUVEC,
proangiogennich faktorG Tie2 a prsni, ovaridlni nadorové linie. In vivo: mysi
VEGF receptoru 2 experimentalni melanomové buriky do plic a sleziny.

Kyselina terpenoid Indukce apoptozy, regulace MMP, In vitro: lidské ovarialni CAOV3, jaterni DOX

ursolova snizeni exprese proangiogennich rezistentni HepG2, cervikalni HeLa, prsni MDA-MB-
faktorti HIF-1a, VEGF a IL-8 231 nadorové linie. In vivo: potkani C6-gliom

Shikonin antrachinon  Indukce apoptdzy, deaktivace NF-xB,  In vitro: Prsni MCF7 nadorova linie, promyelocytami
zvySena exprese CD95, tvorba ROS,  leukemie HL-60, myelogenni leukemie K562, vysoce
inhibice topoisomerasy |1 metastaticky cysticky adenokarcinom

Emodin antrachinon Indukce apoptdzy, oxidativni po-  Invitro: nemalobunéény karcinom plic, prostaticka
Skozeni, stabilizace komplexu §tépi- DU-145, nadorova linie zluéniku SGC996
ciho topoisomerasu 11, inhibice FGF

Ginsenosid saponin Deaktivace NF-kf, inhibice mitdézy, In vitro: kolorektalni HCT-116, plicni metastazy

Rgs DNA replikace, oprav DNA a signa-  ovarialniho nadoru. Ex vivo: potkani aortalni prstenec

lizace ristovych faktori.

39



3 Cile prace:

Naphi mé disertatni prace bylo najit a zkouSet nové pfistupy pro zepSeni
ucinnosti  vybranych Klinicky pouzivanych cytostatk na nadorovou tkan, pii omezeni

toxicity na tkéan zdravou.

Dil¢imi cili projektu bylo studovat moznosti:
1) Zvyseni G¢innosti DOX v prsnich nadorovych buikach inhibici jeho deaktivace.

2) Omezeni toxického pusobeni PTX na normalni buiky konjugaci PTX

S peptidem zajistujicim selektivni vstup do nadorovych bunék.

3) Zesileni u¢nku PTX, ktery stabilizuje mikrotubuly, jeho kombinaci
s benzimidazolovymi anthelmintiky, Ktera inhibuji syntézu mikrotubuld.

4) Nalezeni novych latek s cytostatickym U¢inkem vextraktech a oleji

z voskovniku Cerveného (Myrica rubra).
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4 Vysledky a dikuze:

Ve

4.1 MoznostizvySeniucinnosti DOX v protinadorové terapii

l. Hanusova V., Bousova L, Skadlova L. (2011) — Possibilities to increase the
effectiveness of doxorubicin in cancer cells Killing. Drug Metabolism
Reviews 43(4):540-557.

DOX je casto pouzivanym a mnohokrat diskutovanym Ié¢ivem v nadorové
terapil. Protinddorovy U¢inek je bohuzel velmi Casto doprovazen systémovou toxicitou,
zejména kardiotoxicitou. Mnoho veédeckych pracovist se proto zaméfilo na hledani
novych moznosti, jak zvySit uCinnost tohoto cytostatika pfi omezeni toxicity na zdravou
tkan. Cilem této prace bylo shrnout rizné piistupy a modifikace DOX ke zvySeni jeho
ucnnosti, jejich vyhody 1 nevyhody a budouci perspektivy. BlizSi informace lze nalézt

V praci samotné v sekci Prilohy.

4.2 ZvySeniucinnosti DOX v prsnich nadorovych bunkach

inhibici jeho deaktivace

Il. Hanusova V., Krdlova V., Schroterova L., Trilecovda L., Pakostova A.,
Skdlova L. (2010).: The effectiveness of oracin in enhancing the cytotoxicity
of doxorubicin through the inhibition of doxorubicin deactivation in breast
cancer MCF7 cells. Xenobiotica 40(10):681-690.

DOX je metabolizovan redukci na karbonylové skupiné na DOXOL, ktery je
méné cytostaticky ucinny a vice kardiotoxicky, neZ jeho parentni latka (Sereno et al.,
2008). Na zakladé téchto fakti byla intenzivné studovana redukce DOX a za ni
zodpovédné enzymy (Trédan et al., 2007; Di Nicolantonio et al., 2005; O Connor et al.,
2007). V prsni nadorové linii MCF7 byla zisténa vyrazna tvorba DOXOL a cytosolicka
CBRI1 byla identifkovana jako hlavni enzym katalyzujici redukci DOX (Gavelova et
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al, 2008). Zteéchto fakti vyplynulo, z2 by CBR1 mohla pfispivat K prezti nadorovych
bun¢k pii é¢bé DOX a inhibice CBR1 by mohla znamenat slibnou strategii pro zvySeni
ucinnosti DOX v builkach prsntho nadoru. Isochinolinovy derivat ORC je stejné¢ jako
DOX metabolizovan redukci karbonylové skupiny (Skarydova et al, 2009a). Pii
porovnavani kinetickych parametri redukce DOX a ORC bylo zisténo, zZe ORC je
vyrazné lepSim substratem pro CBR1 nez DOX (Gavelova et al., 2008). Na zakladé
téchto skuteCnosti jsme se rozhodli zjistit, zda ORC pusobi jako kompetitivni inhibitor
redukce DOX a zda dojde pii souCasném pouzti ORC a DOX ke zvySeni
antiproliferacniho a cytotoxického efektu DOX v prsni nadorové linii.

Pro ucely studia byla pouzita prsni nadorova bunénd linie MCF7. Pro
kinetickou studii byla piipravena cytosolicka frakce této linie a ziskané vzorky byly po
extrakci analyzovany pomoci HPLC s fluorescencnim detektorem. Proliferace a
cytotoxicita byla ziStovana pouzitim testl zivotnosti bunck, méfenim kaspazové
aktivity a monitorovanim v ¢ase pouzitim systému X-celligence.

V provedenych experimentech se ukdzalo, z2 ORC vyznamn¢ inhibuje redukci
DOX. Podle vypoctenych kinetickych parametri bylo ziSténo, Ze pulsobi jako siny
kompetitivni inhibitor tvorby DOXOL jiz pii pouzti nizké koncentrace ORC, které
mize byt dosazeno in vivo. Tato hypotéza byla ovéfena na proliferujicich a
neproliferyjicich bunkach nadorové lmie MCF7. Pii pouzti kombmace DOX a ORC
bylo dosazeno vyznamné vys$tho efektu, nez pii pouzti samotného DOX, pfiCemz
vSechny pouzit¢ kombmace UCngji pusobily na proliferyjici buiky. Pfidani netoxické
koncentrace ORC kDOX zptsobilo 40 % pokles hodnoty 1Cso. Zarovenn bylo
prokazano, ze pokud je ORC pouzt v kombinaci s DOX, potencuje aktivitu kaspaz 8 a
9 vbuikdch MCF7. Pouztim kombinace byla zmcfena vyrazné vysSsi hladina

iniciatorovych kaspaz oproti DOXu samotnému. ORC samotny aktivitu neovlivnil.
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4.3 VI1ivORC na toxicitu DOX v nenadorové tkani

1. Hanusova V., Bousovd L., Pakostova A., Skdlova L. (2012): The influence of
oracin on reduction and toxicity of doxorubicin in hepatocytes and
mammary epithelial cells MCF10A. Xenobiotica 42(6):571-579.

Po zisténi, Z2 ORC mize zvysit antiproliferativni plisobeni DOX v nadorovych
bunikach, vyvstala otazka, jak ORC vkombinaci s DOX ovlivni aéinek DOX na
zdravou tkan. Zajimalo nas, zda nebude ORC snizovat deaktivaci DOX a tim zvySovat
jeho toxicitu v normalnich nenadorovych bunkach. Z tohoto divodu jsme se rozhodl
zjistit viv.ORC na Kkinetiku DOX v nenadorové tkani, porovnat expresi a aktivitu CBR1
vnadorové a nenadorové linii a otestovat, jaky vliv bude mit DOX v kombinaci s ORC
na zdravou tkan.

K testovani byla pouzta nenddorova prsni bunécna linie MCFI0A a primarni
hepatocyty izolované zpotkana. Pro porovndni kinetickych parametrii byla pfipravena
cytosolickd frakce zlidskych a potkanich hepatocyti a nenddorové bunééné Ilnie.
Aktivita a exprese CBR1 byla stanovena pouzitim specifického substratu menadionu, a
analyzou western blot.

Inhibiéni efekt ORC na redukci DOX byl vnenadorovych bunkdch MCF10A
témeét nulovy vporovnani s nadorovymi MCF7. V cytosolu potkanich hepatocytl byl
zjistén pouze slaby inhibicni efekt ORC, avSak v cytosolu zlidskych jater se ORC
ukazal jako stfedné siny inhibitor redukce DOX. S ohledem na pravdépodobnou
koncentraci v plazmé¢ vSak mize byt piedpokladan pouze nevyznamny efekt ORC na
farmakokinetiku DOX. Rozdily mhibi¢ntho efektu u naddorové a nenadorové tkané
mohou spocivat v rizné expresi, afinit¢ a aktivit¢ enzymi redukyjicich DOX.

Stanovenim exprese enzymll v nddorové a nenadorové tkani se zabyvalo nékolik
studii. Exprese biotransformacnich enzymi vyrazn¢ kolisd mezi organy a tkédnémi,
stejné tak je pozorovan rozdil mezi nadorovymi a nenadorovymi bunkami (Bae et al,
2007; Fischer et al., 2007; Lewis et al., 2004). Lopez de Cerain et al. (1999) zjistil
zvysenou expresi CBR1 v nadorové prsni tkdni v porovnani s tkani nenadorovou. CBRI1
se podili na biotransformaci mnoha xenobiotik s karbonylovou skupinou, vcetné. DOX,
nebo ORC, u kterych je CBRI1 hlavni cestou metabolizace v prsni nadorové linii MCF7
(Gavelova etal., 2008).
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Naméfena specificka enzymova aktivita a exprese CBR1 prokazala vyssi hladiny
v nadorovych bunkach MCF7 oproti MCFI10A buikam nenadorovym, avSak redukce
DOX byla vobou liniich srovnatelnd. Na zaklad¢é téchto informaci je pravdépodobné, ze
na redukci DOX se v buiikach MCF10A podili jiné redukéni enzymy, nez CBRI1, které
vSak nejsou nhibovany ORC. Proto predpokladame, Ze soucasné podani ORC a DOX
nesnizi deaktivaci DOX Vv nenadorové prsni linii a tim ani nezvysi toxicitu.

Tato teorie byla potwrzena proliferacnimi testy vbunééné lini MCF10A. ORC
vkombinaci s DOX nejenze nezvySoval toxicitu DOX, ale piekvapivé ji vyznamné
snizoval, ¢imz chranil nenddorové bunky. Podobné vysledky piinesly testy cytotoxicity
na primarnich potkanich hepatocytech. ORC samotny pusobil toxicky az pii velmi
vysokych koncentracich (25 a 50 uM), které nejsou dosazitelné v organismu, na rozdil
od DOX, ktery pusobil hepatotoxicky jiz pii koncentraci 0,5 uM. VSechny pouzité
koncentrace ORC v kombinaci s DOX snizovaly negativni efekt DOX. Mechanismus
protektivnino plsobeni ORC neni zejmy, nebot ORC ani jeho hlavni metabolit
dihydrooracin nebyly schopny snizovat tvorbu volnych radikall Je vSak mozné, Zze

ORC mhibuje nekteré enzymy katalyzujici redoxni cyklovani DOX.

4.4 Efekt oracinuna redukci, distribuci a uc¢innost DOX in vivo

V. Hanusova V., Tomsik P., Kriesfalusyova L., Pakostova A., Bousovad I,
Skdlova L. (2013): In vivo effect of oracin on doxorubicin reduction,
biodistribution and efficacy in Ehrlich tumor bearing mice. Pharmacological
Report 65(2):445-452.

ORC, ktery byl piivodné piipraven jako potencidlni protinddorové kCivo, se
ukazal jako slibny inhibitor CBRI. ORC je rychle absorbovan zGIT a ma dobrou
biologickou dostupnost. V klinickych studiich na laboratornich zvitatech byla zjiSténa
jeho nizkd akutni, subchronickd a chronickd toxicita a nebyla prokdzana kardiotoxicita
(Adamcova et al,, 1999; Gersl et al., 1996). V piedchozich experimentech in vitro, se
ORC ukazal jako vyznamny inhibitor redukce DOX a byl prokdzan jeho vyrazny efekt
na zvySeni ucinnosti DOX v nadorovych bunkach. Naopak Vv nenadorové bunééné linii

ORC pftekvapivé chranil pfed nezadouci toxicitou DOX. Na zakladé téchto vysledkt

44



jsme se rozhodli provézt experiment in vivo, kde bychom zjistili viiv ORC na mnozstvi
DOX a DOXOL vplazmg, jatrech a srdci po i.v. podani zdravym mysSim. Dale byl
zj§tovan a porovnavan vliv DOX, ORC a jejich kombinace na rlst solidniho
Ehrlichova tumoru (EST) v tumorizovanych mysich.

Pro ziSténi koncentraci DOX a DOXOL byla zdravym mySim podéna
jednorazova davka DOX a kombinace DOX a ORC (12 a 15). Plazma, jatra a srdce
byly odebirany béhem nasledujicich 48 hodin a poté bylo mnozstvi DOX a DOXOL
vyhodnocovano pouzitim HPLC s fluorescenénim detektorem. MySim tumorizovanym
EST byly opakované podavany davky samotného DOX, samotného ORC a dvou
kombinaci DOX + ORC (12 a 1:10) a byly zjistovany zmény ve velikosti tumoru.

Pfi porovnavani koncentrace DOX v plazm¢, jatrech a srdci nebyl pozorovan
zadny vyznamny rozdil mez testovanymi skupinami mysi a nebyl tak prokazan vliv
ORC na farmakokinetku a tkanovou distribuci DOX. Hladina metabolitu DOXOL
vplazmé byla béhem prvnich &tyf hodin po podani vyrazné niz§i u mysi léCenych
kombinaci DOX a ORC (1:5), nez u mysi lé¢enych pouze DOX. Timto bylo ziSténo, ze
ORC je schopny inhibovat tvorbu DOXOL in vivo, bohuzel je tato inhibice Casové
omezena. Po osmi hodinach po podani ORC se hladina DOXOL zvysila v plazme,
jatrech 1 srdei Diivodem miize byt rychly pokles mnozstvi ORC v plazmé a nizka
akumulace ORC ve tkanich, kterd byla pozorovana i po jednordzovém podani u kralka
(Gersl et al., 1996). Opakované podani ORC by mohlo tento problém vyresit.

V druhé ¢asti studie byl porovnavan vliv DOX, ORC a jejich kombmaci (12 a
1:10) na velikost EST. Nejvyraznéjsi lkcebny efekt byl zistén u skupiny kcené
samotnym DOX, zatimco pouzitim samotného ORC se welikost tumoru nezmensila.
Podanim kombinace DOX a ORC nebyla zvySena uCimnost DOX na rist tumoru
vmysich s EST. Z dtvodu nesouladu ve vysledcich experimenti in vitro a in vivo jsme
testovali nhibiéni schopnosti ORC na DOX redukci vhomogenatu zEST. V EST
nebyla pozorovana zadnd mhibice redukce DOX, i1 kdyz v ptfedchoz studii S pouztim
nadorové linie MCF7 byla ziSténa vyraznd inhibice. ORC tedy nemohl zvySovat
u¢innost DOX v protinddorové terapii u mySi s EST, pravdépodobné zdavodu
rozdilného zastoupeni a chovani reduktas DOX v mysich bunkach EST oproti lidskym
buiikam MCF7.
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4.5 Konjugace paklitaxelu s analogem gonadotropniho hormonu

V. Pribylova M., Dvordkova M., Hanusova V., Neméthova L., Skalova L., Vanék
T. (2011): Paclitaxel conjugation with the analog of the gonadotropin-
releasing hormone as a targeting moiety. International Journal of
Pharmaceutics 415(1-2):175-180.

PTX je mitoticky mhibitor, ktery se pouziva zejména k IéCb¢ karcinomu ovaria,
prsu a plic. Ma, podobné jako ostatni cytostatika, fadu nezadoucich u¢inkd, které by
mohly byt omezeny selektivnim transportem PTX pouze do nadorovych bun€k pomoci
jeho konjugace se specifickou molekulou. Konjugace PTX byla popsana napt. s
protilaitkou (Safavy et al, 2003) peptidickym hormonem (Cavallaro et al., 2007) nebo
mastnou kyselinou (Bradley et al, 2001). GnRH je hormon stimulujici vyluCovani a
biosyntézu LH a folikulo-stimula¢ni hormon (FSH) zhypofyzy. Jeho receptor je ve
zvySené mife exprimovan v nadorové tkdni napf. v karcinomu prostaty, ovaria a
malignim prsnim karcinomu (Limonta et al., 2003; Harrison et al., 2004), coz zn¢j déla
zajimavy terapeuticky cil. Cilena terapie zalozena na konjugaci DOX s GnRH byla
uspésné testovana na nékolika buné¢nych liniich (Nagy a Schally, 2005). Konjugace
PTX sGnRH vsak dosud vyzkousena nebyla, proto bylo ve spolupraci s Ustavem
experimentalni botaniky AV pfipraveno nékolk konjugdtu PTX s riznymi analogy
GnRH.

Pro testovani antiprolifera¢niho efektu byly vybrany dva derivaity MP264 a
MP265. Jako modelova linie byla vybrana prsni nadorové linie MCF7, kde byla
v nékolika studiich popsana exprese GnRH receptoru (Giinthert, 2005; Griindker et al.,
2010), ktery mize zprostiedkovat transport konjugitu do bundk. Zivotnost bunék byla
métena testy MTT a neutrdlni Cervené. Pii satura¢nim testu byl zjiStovan vliv volného
GnRH na piisobeni konjugatu a proliferaci bunék.

Vysledky obou testi ukazaly, Zze konjugdt MP265 pisobil G¢innéji na snizovani
zivotnosti  bunék, Vporovnani s volnym PTX a konjugitem MP264. Vyssi
antiproliferatni efekt konjugdtu MP265 oproti MP264 mize byt zplsoben rychlejSim
uvolnénim PTX v bukach vzhledem k pouzti odliSného spojeni obou molekul. Pii
pouziti volného GnRH pro vysycovani receptoru dochazelo k poklesu ucnnosti

konjugatu MP265 v zavislosti na koncentraci a Case.
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4.6 Efektbenzimidazolovych anthelmintik na uc¢innost

paklitaxelu a stirevni nadorové linie

VI. Kralova V., HanuSova V., Stanikova P., Knoppova K., Cénova K., Skdlova L.
(2013): Antiproliferative effect of benzimidazole anthelmintics albendazole,

ricobendazole and flubendazole in intestinal cancer cell lines. Submitted.

Benzimidazolova anthelmintkka jsou Siroce pouzivand a vysoce u¢inna pii lecbé
helmintoz ve vetermdrni 1 humanni mediciné. Molekularni mechanismus plisobeni
benzimidazoli je zaloZzen na specifické vazb¢ Kk mikrotubulim, coz vede k naruSeni
jejich struktury a funkce. Vyhodou podani téchto anthelmintik je také jejich nizka
systémova toxicita (Dayan, 2003). Diky témto vlastnostem mohou byt derivaty
benzimidazoli slibnym protinddorovym agens. V nékolika studiich byl popsan
vyznamny protinadorovy efekt benzimidazoli in vitro a na zvifecich modelech. ABZ
uéinn¢ puasobil napt. proti buikam hepatocelularnimu karcinomu, ovaridlnim bunkdm
rezistentnim Kk PTX, nebo metastatickému melanomu (Pourgholami et al, 2001; Chu et
al, 2009; Patel et al, 2011). FLU snizoval proliferaci leukemickych a myelomovych
bungk, véetné bundk rezstentnich na vinblastin (Spagnuolo et al., 2010). Uginek ABZ a
rikobendazolu (RBZ) na stievni nadory byl zatim zkouman pouze jednou na bunécné
linii HT-29, vliv FLU zatim zkouman nebyl a proto jsme navrhli studii zabyvajici se
touto problematikou. Zaroven jsme se zajimali o vliv téchto 1éCiv, pulsobicich mhibici
polymerizace tubulinu na u¢innost PTX, ktery naopak stabilizuje mikrotubuly.

Ke splnéni danych cili jsme pouwzili pét riznych stievnich nadorovych linii
SW480, SW620, NCM460, HCT8 a Caco2 s odlisnymi charakteristikami piivodu a
ristu.  Antiproliferacni u¢inek ABZ, RBZ a FLU a jejich kombinace sPTX byly
testovany tfemi riznymi proliferanimi  testy (NR, WST, BrDU), analyzou
Vv Case - systtmem X-celligence - a byla provedena analyza buné¢ného cyklu.

Testy zivotnosti ukazaly, ze RBZ (ABZ-sulfoxid) nepulsobil antiproliferaéné u
7adné ztestovanych linii, na rozdil od jiz diive testované linie HT-29, kde Pourgholami
et al. (2005) zjistil siny antiproliferativni G¢inek (ICs50=2,35 uM). Na rozdil od RBZ,
ABZ a FLU vnasich testech vyznamné mhibovaly bunéénou proliferaci v zavislosti na

Case a koncentraci ve vSech pouzitych liniich. Ze stanovenych hodnot ICso (Tab. 4) je
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patrmé, ze jednotlivé bunécné linie se LSily vcithivosti k FLU a ABZ, piicemz
nejcithivéjsi  k obéma 1é¢ivim byla linie HCT8. Zjisténé hodnoty 1Cso u dalSich
bunéénych lnii byly lehce vyS$i a odpovidaly hodnotam ICso pro ABZ V prsnich,
plicnich a myelomovych buné¢nych linich (Belaz et al, 2012). Porovnanim u¢innosti
FLU a ABZ na proliferaci jednotlivych linii ukézaly vyrazné rozdily piisobeni, napf.
ABZ byl tikrat G¢inn€j$i nez FLU na linii HCTS8, zatimco linie SW480 byla k FLU
cithvgj§i, pravdépodobné¢ zdivodu rozdiného mechanismu plsobeni. M¢cteni
bunécného cyklu vSak neukdzalo vyrazné zmény mez témito 1éCivy. FLU stejné jako

ABZ vedl| k zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M fazi.

Tab. 4: Hodnoty I1Cso [uM] strevnich nddorovych bunécnych linii po 48 hodinové
expozici ABZ a FLU.

SW 480 SW 620 NCM 460 CACO2 HCT8
ABZ 44 + 0.2 6,8 =02 35402 12 +0.2 03 + 0,1
FLU 1,9+ 0,2 6,5+ 02 6,5+ 02 1,9+03 0,9 + 0,2

I kdyz PTX neni bézn¢ pouzivan k I&¢bé stievnich nadorti, mnoho nedavnych
studii ukédzalo, Ze pii pouziti ve vhodné formé (napf. liposomalni enkapsulace nebo
vazba snosiem) mize byt G¢innym pii 16¢bé i téchto typt karcinomu (Yoshizawa et
al., 2011; Lee et al,, 2012). V druhé ¢asti této studie, zaméfené na zisténi viivu ABZ a
FLU na uCimnost PTX, bylo prokazano zesileni ufinku tohoto cytostatika viivem
benzimidazoll. Pro testovani u¢inku kombinace FLU a PTX resp. ABZ a PTX byla
pouzita neménna 10 nM Kkoncentrace PTX, ktera inhibovala proliferaci bunék jen velmi
slab&. Pouzitim kombinace doSlo k vyraznému zvySeni U¢mnnosti PTX v buiikach HCTS

V porovnani s linii Caco2, pfiCemz PTX samotny byl na linii Caco2 u¢innéjsi.
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4.7 Uéinek olejového extraktu voskovniku éerveného (Myrica

rubra) na stirevni nadorové linie

Myrica jsou rostliny patiici do ¢eledi Myricaceae. Myrica gale L. se vyuziva pii
lé¢bé zaludecnich a srdecnich nemoci (Svoboda et al., 1998). Esencialni olej z listu M.
gale ma mukolyticky u¢inek a abortivni efekt (Sylvestre et al, 2005). Krom¢ toho se
suSené listy a plody pouzivaji jako kofeni do polévek a duSenych pokrmi. Cheng et al.
(2003) studoval antivirové vlastnosti B-2 3,3’-di-O-gallatu izolovaného zdruhu Myrica
rubra, vkterych se ukazal ucinek proti herpes simplex virus typu 2. M. rubra se také
pouziva do smési €ajii na povzbuzeni imunity a zlepSeni krevniho ob&hu. Sylvestre et al.
(2005) prokazal vyzmamny antiproliferativni G¢inek olejovych extrakti M. gale, na
plicni nadorové bunééné linii A-549 a stfevni nadorové linii DLD-1. U druhu M. rubra
zatim protinadorova aktivita studovana nebyla.

V laboratofi rostlinné biotechnologie Ustavu experimentalni botaniky (UEB)
AVCR byly pfipraveny extrakty a olej z voskovniku &erveného (Myrica rubra). V nasi
laboratofi jsme nejprve monitorovanim bunééné proliferace systémem X-Celligence
otestovali antiproliferatni U¢inek nékolika rlznych extraktd (vodny, ethanolovy,
ethylacetatovy, butylmetyletherovy) a oleje (lisovaného za studena) zlistu Myrica rubra
na stfevni nadorovou linii HCTS. Zatimco extrakty mély pouze slaby nebo zadny
antiproliferativni uCinek, olej vykazoval vyrazny antiproliferativni u¢inek jiz v nizkych
koncentracich.

V dalSich experimentech jsme se proto zabyvali jiz pouze timto olejem.
Testovali jsme jeho antiproliferacni uc¢inek na stievni nadorové linie HCT8 a Caco2
s vywzitim nckolka riznych testi bunééné proliferace. Bunéénd linie Caco2 byla
cithvéjSi  k plsobeni testovaného extraktu v porovnani slini HCTS. Pii testovani
extraktu zM. gale byla zisténa hodnota ICso 88 pg/ml u linie A-549 i DLD-1. Pti
pouziti extraktu z M. rubra byla testem neutrdlni Cervené zjiSténa téméf 3krat nizsi
hodnota 1Cso u nami testované linie Caco2 v porovnani s extraktem z M. gale, u linie
HCT8 byla tato hodnota téméf poloviéni (Tab. 5). Testovanim analyzy v ¢ase byl
pozorovan vyrazny antiproliferativni G¢inek jiz pii koncentraci 10 pg/ml v bunééné linii
HCT8 a 5 pg/ml koncentraci u bunééné linie Caco2 (Obr. 2). Tento vyrazny rozdil ve

vysledcich ziskanych riznymi metodami bude nutno vysvétlit dalsimi experimenty.
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Tab. 5: Porovnani hodnot ICsy [ug/ml] strevnich bunécnych linii po 72 hodinové

expozici olejovym extraktem Myrica rubra.

HCT8 Caco2

Test neutralni ¢ervené 495 +0,02 32,0 £0,04
Analyza v ¢ase — X-celligence 5,93 +0,05 148 £0,11

Caco?

kontrola

< 0,1 pg/mi
1 pg/ml

5 pg/mi
10 pg/ml
50 pg/ml
100 pg/mi

bunéény index

¢as [hod]

HCT8

kontrola

- 0,1ug/mi
1 pg/ml

5 pg/mi
10 pg/mi
50 pg/ml
100 pg/ml

bunéény index

¢as [hod]

Obr. 2: Viiv olejového extraktu Myrica rubra na proliferaci v ¢ase vyhodnocené

systéemem X-celligence po 72hodinové expozici.
Scilem gzjistit mechanismus antiproliferacntho G¢inku oleje zM. rubra byl

zjistovan jeho vliv na tvorbu ROS metodou vyuzivajici dichlorofluorescemn, bunécny
indikator tvorby kyslikovych radikali.
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Vlivem olejového extraktu M. rubra dochazelo k vyraznému zvySovani tvorby

ROS v zvislosti na koncentraci vV obou testovanych liniich. Proto

je pravdépodobné, Ze

jednim zmoznych mechanismi G¢inku na stfevni nadorové bunky je tvorba volnych

radikali. Zavislost tvorby ROS na Case je znazornéna na Obr. 3.

Caco2
10000 -
-
-
[«}]
§ -
o o
g -o-
= -e
L
-N-
-
¢as [min]
HCT8
_°_
@ -
e
8 -
g O
o -0
-
o -
-. -
_._

¢as [min]

100 pg/ml
50 pg/ml
25 pg/mi
10 pg/ml

1 pg/ml
sojovy olej
kontrola

100 pg/ml
50 pg/ml
25 pg/ml
10 pg/ml
1 pg/mi
sojovy olej
kontrola

Obr. 3: Viiv olejového extraktu Myrica rubra na produkci ROS ve stievnich bunécnych

liniich Caco2 a HCTS8. Jako pozitivni kontrola byl pouzit 3% roztok H>0,.

Nyni je olj zM. rubra VUEB frakcionovan a antiproliferativni wcinek

jednotlivych frakci bude testovan vnasi laboratofi SoucCasné

slozek jednotlivych frakci pomoci GC-MS analyzy.

probihd identifikace
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5 Zavér:

V disertaéni praci jsem se =zabyvala studiem mozného zvySeni GCnnosti

cytostatk na nadorové bunky a soucasného snizeni jejich nezidouci toxicity na

normalni zdravé buiky. VyzkouSela jsem nckolik rozdinych piistupi a dosazené

vysledky lze shrnout do nasledujicich zavért:

mohlo

ORC wvyrazné inhibuje deaktivaci DOX a zvysuje antiproliferativni G¢inek DOX
vprsni nadorové lini MCF7. Navic, ORC vyrazné snizuje toxicitu DOX
v nenddorové bunééné lini MCF10A a v potkanich hepatocytech. In vivo, je
ORC schopny zpomalit tvorbu toxického metabolitu DOXOL, avSak nedokdze
Zlepsit uéinnost DOX v mySich s Ehrlichovym tumorem.

Konjugace PTX sanalogem GnRH pfinesla zvySeni antiproliferativnino G¢inku
Vporovnani se samotnym PTX v prsnich nddorovych bunkdch MCF7. Pouzti
volného GnRH prokézalo vstup konjugidtu pomoci receptoru pro GnRH.

Benzimidazolova anthelmintika FLU a ABZ vyzmamné snizuji proliferaci
sttevnich nadorovych bun¢k. Pouzti kombmace PTX s FLU resp. PTX s ABZ

vede k vyraznému zvySeni uCinnosti PTX ve stievnich nadorovych bunkach.

Olej zvoskovniku cCerveného (M. rubra) vykazuje vyznamné antiproliferativni
ucinky na stfevni nadorové linie a neni toxicky pro nenadorové jaterni bunky.
Jednim zmoznych mechanismi jeho UCnku je zvySovani tvorby ROS Vv

nadorovych burnkach.

Dosazené vysledky nastinily nékolik slibnych moznosti, jak by se vbudoucnu

docilit zlepSeni uCinnosti chemoterapie. K redlnému  posouzeni  jejich

potencidlniho piinosu vSak bude zapotiebi jeSt¢ mnoho dalSich studii a experimentd.
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Abstract

Purpose To test antiproliferative effect of three benzimidazole anthelmintics in intestinal
cancer cells and to investigate whether these drugs that inhibit tubulin polymerization can

potentiate the efficacy of microtubule- stabilizing drug paclitaxel (PTX)

Methods Five intestinal cancer cell lines SW480, SW620, NCM460, HCT8 and Caco2 with
different origin and growth characteristics were used. The antiproliferative effect of
albendazole (ABZ), ricobendazole (RBZ), flubendazole (FLU) and their combinations with
PTX was tested using three different end-point viability assays, cell cycle distribution

analysis and x-Celligence System for real-time cell analysis.

Results ABZ and FLU significantly inhibited cell proliferation in concentration-dependent
and time-dependent manner via cell arrest in G2/M phase. RBZ was not effective in any
concentration tested. The cell lines differed in sensitivity to FLU and ABZ with HCT8
being the most sensitive showing ICso for ABZ and FLU that reached 0.4 pM and 0.9 uM,
respectively. Combinations of PTX+ABZ and PTX+FLU decreased cell viability more

effectively when compared to treatment with individual drugs alone.

Conclusions Anthelmintic benzimidazole drugs ABZ and FLU show significant cytostatic

effect and potentiate efficacy of PTX in intestinal cancer cells.
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Introduction

Benzimidazole-based compounds are widely used anthelmintic drugs with low
mammalian toxicity and high effectivity against a wide range of helminth species [1]. While
a broad spectrum of benzimidazoles is available for veterinary use, only thiabendazole,
albendazole (ABZ) and mebendazole are established in human medicine. They were studied
extensively as to their pharmacology, pharmacokinetics and toxicity profiles and they has
been used for decades to treat a number of human parasitic infections [2, 3]. Main
anthelmintically active metabolite of ABZ, ABZ sulphoxide, is solely used under name
ricobendazole (RBZ). Recently another benzimidazole derivative, flubendazole (FLU), has
been registered in Europe for treatment of gut-residing nematodes in humans [4].

The molecular mechanism of action of benzimidazoles is based on specific binding
to tubulin, the microtubule subunit protein, which results in disruption of microtubule
structure and function and in the interference with the microtubule-mediated transport of
secretory vesicles in absorptive tissues of helminths [5-7].

Microtubules play key roles in proliferation, trafficking and migration of eukaryotic
cells including invasion and metastatic spread of tumor cells. Compounds interfering with
microtubule structure have been integrated in chemotherapy regimens in cancer patients.
These compounds have been used as anti-mitotic agents that suppress microtubule function
during mitotic stage of the cell cycle [8]. The microtubule-disrupting properties of
benzimidazole derivatives raised recently interest in these compounds as possible anti-
cancer agents. Several promising reports describing anti-tumor properties of benzimidazoles
in in vitro and animal models including cells resistant to standard antineoplastic agents that
target the cytoskeleton has been published. ABZ was, for example, effective against
hepatocellular carcinoma cells [9], epothilone-paclitaxel resistant leukemic cells [10],
paclitaxel-resistant ovarian carcinoma cells [11], metastatic melanoma and small cell lung
cancer cell lines [12]. FLU showed antiproliferative potential in leukemic and myeloma cell
lines including  vinblastine-resistant cells. FLU bound to tubulin at a site distinct from
vinblastine and potentiated the effect of vinblastine and vincristine in leukemia xenograft
model [13].

Benzimidazole anthelmintics are commonly administered orally and absorbed via
the gastrointestinal tract, with varying absorption depending on the type of molecule and on
the composition of the diet [3]. Low absorption rate decreased the systemic availability of
the drug, but may present an advantage when local effects are concerned. This was
demonstrated in a xenograft model of peritoneal carcinomatosis using colorectal carcinoma

cell line HT-29, where ABZ after intraperitoneal administration profoundly inhibited
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peritoneal tumor growth [14]. Owing to relatively high lipophilicity of benzimidazole
anthelmintics  enabling their penetration through membrane into intestinal cells,
considerable concentrations of these benzimidazoles in intestinal cells after p.o.
administration could be reached.

Therefore, we performed this study to investigate the antiproliferative potential of
three benzimidazole anthelmintics ABZ, RBZ and FLU (see Fig. 1) in a panel of cell lines
isolated from intestinal tumors. We also investigated whether these drugs that inhibit
tubulin  polymerization can potentiate the efficacy of anticancer drug paclitaxel (PTX) that

acts via microtubule stabilizing.

Materials and Methods
Chemicals and reagents

FLU was purchased from Janssen Pharmaceutica (Prague, Czech Republic). ABZ,
RBZ, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-
ethanesulfonic acid (HEPES) buffer, coenzyme NADPH and neutral red were supplied by
Sigma-Aldrich (Prague, Czech Republic). WST and BrdU kit were purchased from Roche
Diagnostics (Manheim, Germany). Fetal bovine serum and gentamicin sulfate were
purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) and bovine serum albumin (BSA) from
Fluka (Prague, Czech Republic). All other used chemicals were in HPLC or analytical
grade. Stock solutions were prepared in double-distilled deionized water or
dimethylsulphoxide (DMSO) and stored at 4 oC in the dark.

Cell culture

Human colon cell lines were purchased in ATCC. Cells were multiplied in three
passages, frozen in aliquots and stored in liquid nitrogen. The absence of mycoplasma in all
cell lines used in the laboratory is periodically checked by Generi Biotech (Hradec Kralove,
Czech Republic). For every sets of experiments (lasted 3-9 weeks) new storage cells were
resuscitated. SW480, SW620 and NCM460 cells were maintained in DMEM medium
supplemented with 10 % heat-inactivated FBS and 1 % penicillin/streptomycin. The HCT8
cells were maintained in RPMI-1640 medium supplemented with 5 % heat-inactivated FBS,
5% heat-inactivated horse serum, 1% Na-pyruvate and 05 % penicillin/streptomycin.
Caco2 cells were cultured in MEME supplemented with 10 % heat-inactivated FBS, 1 %
non-essential amino-acid, 15 % L-glutamine solution and 05 % penicillin/streptomycin.
Cells were grown in T-75 cm2 culture flasks in a humidified atmosphere containing 5 %
CO2zat 37 °C.
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Tests of viability

The FLU, ABZ and RBZ were pre-dissolved in DMSO. The concentration of
DMSO in medium was 0.1 %. In screening of antiproliferative effect of individual drugs,
the cells were exposed to various concentrations (0.1 — 10 uM) of tested drugs in culture
medium. In tests of combined antiproliferative effects of PTX, ABZ and FLU, fixed
concentration of PTX (10 nM) and two different concentrations of FLU (0.25 and 1.0 uM)
and ABZ (0.25 and 0.5 puM) were used. The cells cultured in medium with pure DMSO
without drugs were used as control samples. The viability of cells was monitored using
xCellingence system and assayed using following end-point tests after 24-, 48-, 72-hour

expositions

The neutral red uptake (NRU) test

The cells were cultured in 96-well plates. After 48- and 72-hour exposure, medium
was removed and 100 pl of neutral red-containing medium was added into each well and
plates were incubated at 37 °C for additional 3 h. Then the cells were washed with 100 pl of
PBS. Cells were fixed in a solution of 0.5 % formaldehyde / 1 % calcium chloride for 15
min. The neutral red dye was extracted from the viable cells with a solvent (50 % ethanol /
1% acetic acid) by shaking for 30 min at room temperature. The absorbance of solubilized
dye was measured using a spectrophotometer (Tecan Infinite M200) at wavelength 540 nm.
Each  sample was assayed in 6 parallels and three independent experiments were
performed. The viabilities of treated cells were expressed as percentage of untreated
controls (100 %).

The WST assay

The cells were cultured in 96-well plates. After 24-, 48- and 72-hour exposure, the
medium was removed and the cells were washed twice with 150 ul PBS. Then, 100 pl of
culture medium containing WST-1 (0,3 mg/ml) was added to each well. Absorbance of the
samples was measured immediately at 450 nm /650 nm wavelength. The samples were then
placed in the incubator and the absorbance was measured again after 2 h. Each sample was
assayed in 6 parallels and three independent experiments were performed. The viabilities of

treated cells were expressed as percentage of untreated controls (100 %).

The BrdU assay
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Chemiluminiscent immunoassay of cell proliferation is based on incorporation
Bromodeoxyuridine (BrdU) into DNA of proliferating cells. Commercially available BrdU
kit (Roche Diagnostics GmbH, 68298 Manheim, Germany) was used according to the
manufacturer’s protocol. In brief, the cells (2 500 cells/well) were seeded in 96-well plates.
After 24 h, the cells were treated with various concentrations of FLU, ABZ, PTX and ABZ
+ PTX, FLU + PTX combinations, for 48 h. Subsequently, 10 ul of BrdU-labeling solution
was added to each well and the cells were incubated overnight. After removal of the BrdU-
labeling solution, cells were fixed and denatured with the kit's FixDenat solution for 30 min
at room temperature. Denaturation of the DNA is necessary to improve the accessibility of
the incorporated BrdU for immunodetection. After denaturation, samples were incubated
for 90 min with peroxidase-conjugated anti-BrdU antibody (anti-BrdU-POD) which binds
to BrdU incorporated into newly synthesized cellular DNA. The unbound anti-BrdU-POD
was washed out, chemiluminiscent substrate solution was added and chemiluminiscence of

the samples were measured using luminometer (Tecan Infinite M200).

Test of impedance using XxCELLigence

The system measures electrical impedance across interdigitated microelectrodes
integrated at the bottom of tissue culture E-plates. The impedance measurement provides
guantitative information about the biological status of the cells, including cell number,
viability and morphology. 90 wl of culture medium was added into each well and plates
were inserted in device for background measurement. Then, 100 pl of cell suspension was
added in quadruplicate to the appropriate wells. The plates were left in incubator at 37 °C
for 30 min and then plates were inserted in the device. In the first phase, the growing
impedance (corresponding to cell proliferation) was measured every one hour for 24 h.
After 24 h, 10 pl of exposition medium was added into each well, plates were inserted back
to device and impedance was measured every hour for 72 h. Each sample was assayed in
quadruplicate and two independent experiments were performed. The obtained results were

expressed as percentage of untreated controls.

Cell cycle distribution analysi

Cells were cultured in 75 cm? culture flasks in 20 ml of culture medium for 24 h.
Then the culture medium was replaced by fresh medium containing ABZ or FLU or 0,1 %
DMSO as a control. After 24 h of treatment, the cells were trypsinized, collected by
centrifugation, washed with PBS and fixed with ice-cold 70 % ethanol while gently

vortexing. Fixed samples were stored overnight in 4°C. Then they were washed with PBS,
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incubated with 0,5 ml phosphate-citrate buffer (0.2 M Na,HPO,, 0.1 M citrate, pH 7.8) for 5
min, washed with PBS and incubated with 0,5 ml of the Vindelov solution (1.2 ¢/l TRIS,
0,6 g/l NyCl, 0.01 g/l Rnase and 0.05g/l propidium iodide) for 1 h at 37 °C. The samples
were analysed at the Cell Lab Quanta SC MPL Flow cytometer with Pl fluorescence
detected in FL2 channel. Cell cycle distributions in control and treated samples were
analysed with MultiCycle AV for Windows (Phoenix Flow Systems, San Diego, USA).

Statistical analysis

The experiments (each performed in six replicates) were repeated three times. All
calculations were performed with Microsoft Excel and GraphPad Prism 5.0. Data are
presented as mean = SD. The concentration of selective inhibitor causing 50 % decrease in
cell viability (1Cs0) was determined by GraphPad Prism 5.0. Statistical analysis was carried out
using one way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s test for multiple

comparisons. Statistical significance was acceptable to a level of p < 0.05.

Results
Antiproliferative effect of ABZ, RBZ and FLU in different colon cancer cell lines

Five colon cancer cell lines NCM460, SW480, SW620, Caco2 and HCT8 were
treated with different concentrations of ABZ, RBZ and FLU (0.1 — 10 uM) for 24, 48 and
72 h. After incubation, cell viability was assayed using Neutral red uptake (NRU) test and
WST-1 test. While RBZ was not effective in any concentration tested, ABZ and FLU
significantly inhibited cell proliferation in concentration-dependent and time-dependent
manner. As RBZ did not inhibit cell proliferation in any cell line tested, only ABZ and FLU
were used for further experiments.

The comparison of concentration-dependent antiproliferative effect of ABZ and
FLU in different cancer cell lines after 48-hour treatment is shown in Fig. 2. The ICso values
for ABZ and FLU in colon cell lines are shown in Table 1. Interestingly, FLU and ABZ
slightly differed in efficacy in various cell lines. Comparing ICso of both drugs, FLU was
more effective in HCT8 and Caco2 cells, while ABZ showed more pronounced effect in
SW480 cells. Also individual cell lines differed in sensitivity to FLU and ABZ with HCTS,
Caco2 and SW480 being the most sensitive. In HCT8 cells, the 1Cso for ABZ and FLU
reached 0.4 pM and 0.9 uM, respectively. Lines HCT8, Caco2 and SW480 were chosen for

further experiments.

Fig. 2 and 3 hereabout
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Tab. 1 hereabout

Fig. 3 demonstrates time-dependence of antiproliferative effect of ABZ and FLU in

SW480 cells. Similar results were obtained in other cell lines (data not shown).

Effect of ABZ and FLU on cell cycle distribution.

The effect of ABZ and FLU on the cell cycle distribution in SW 480 cells after 24-
hour treatment is shown in Fig. 4. Both compounds induced a concentration-dependent
increase in G2/M phase in comparison to the control samples, which was more prominent
after FLU treatment. While ABZ was effective starting from the 0.4 uM concentration, FLU
induced comparable shift in the cell cycle distribution already at the 0.2 uM concentration.
Increasing concentrations of FLU caused rapid increase in G2/M portion of the cell cycle
which reached 90 % at the concentration 1 uM, compared to 54 % in samples treated with 1
uM ABZ.

Fig.4 hereabout

Antiproliferative effect of ABZ and FLU in combination with PTX in cancer colon cell
lines.

Two colon cancer cell lines, Caco2 and HCTS8, were treated with PTX, ABZ and
FLU alone and with combinations ABZ+PTX and FLU+PTX. Fixed low concentration of
PTX (10 nM) and two different concentrations of FLU (0.25 and 1.0 pM) and ABZ (0.25
and 0.5 uM) were used. The concentrations of FLU and ABZ were chosen according to the
results of previous experiments in these cell lines. Higher concentrations of FLU than ABZ
were used as FLU possessed higher values of ICso. 10 nM concentration of PTX was the
highest concentration without significant antiproliferative effect. After 72- hour incubation,

cell viability was assayed using NRU test and BrdU test. Results are shown in Fig. 5.

Fig.5 hereabout

In both cell lines, addition of ABZ as well as FLU to PTX significantly potentiated
antiproliferative effect of PTX alone. This potentiation was the most pronounced in case of
HCT8 cells with the lower concentration of ABZ: while PTX alone and ABZ (0.25 uM)
alone had no significant effect on cell viability, combination of PTX+ABZ killed approx.
50 % of cells.
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Effect of PTX addition to antiproliferative effect of anthelmintics differed between
ABZ and FLU and also between HCT8 and Caco2 lines. In Caco2 cells, the combinations
of ABZ+PTX had more pronounced antiproliferative effect than ABZ alone, while
FLU+PTX combinations exhibited similar antiproliferative effect as FLU alone. In HCT8
cells, combination of PTX with 0.25 uM FLU stopped cell proliferation more effectively
than 0.25 yM FLU alone but combination of PTX with 1.0 uM FLU showed similar effect
as 1.0 yM FLU alone. Both combinations of ABZ+PTX decreased cell proliferation more
effectively than ABZ alone.

To confirm these results, viability of HCT8 cells treated with PTX, ABZ and FLU
alone and with combinations ABZ+PTX and FLU + PTX was monitored for 72 h using X-
Celligence System for Real-time cell assay (RTCA, Roche). As in previous experiment,
fixed concentration of PTX (10 nM) and two different concentrations of FLU (0.25 and 1
uM) and ABZ (0.25 and 0.5 uM) were used. Results (see Fig 6) proved that FLU as well as
ABZ potentiated antiproliferative effect of PTX in HCT8 cells.

Fig. 6 hereabout

Discussion

Drugs approved for indications other than cancer that possess previously
unrecognized cytostatic effect toward cancer cells could be rapidly repurposed for this new
indication given their prior toxicity testing in humans and animals [13]. This could be a case
of benzimidazole anthelmintics FLU, ABZ and RBZ which are used in medicine for a long
time. The mechanism of action of benzimidazoles is mainly based on their binding to
microtubule subunit protein, which results in disruption of microtubule structure and
function in helminths. Moreover, benzimidazoles have been also shown to inhibit glucose
uptake to deplete glycogen stores and to decrease formation of ATP leading to the death of
the parasite [15].

The abilities of benzimidazoles to inhibit microtubule formation and glucose uptake
predetermine the benzimidazoles to possible cytostatic effects. Therefore, anticancer
efficacy of benzimidazoles has been studied and antiproliferative effect of FLU and/or ABZ
was described in leukemic, ovarian, myeloma, melanoma, hepatocellular, breast and lung
cancer cells. Regardless promising results, certain problems arose from low systemic
bioavailability of benzimidazoles after p.o. administration [16]. In spite of some
possibilities to overcome this problem by complexation of benzimidazoles with

hydroxypropyl-cyclodextrin or loading into chitosan-alginate microspheres [17, 18], low
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bioavailability represent considerable limitation for use of benzimidazoles in treatment of
many tumors.

On the other hand, high lipophilicity and low systemic bioavailability could present
an advantage of benzimidazoles in their possible use for treatment of tumors in
gastrointestinal tract. After p. o. administration, easy entry of benzimidazoles trough plasma
membranes and their accumulation into intestinal cells could be expected. Regardless this
fact, ABZ and RBZ anticancer efficacy has been studied only in one intestinal cell line (HT-
29) and FLU efficacy in any intestinal cells has not yet been assayed. Therefore, our study
was designed to test and compare antiproliferative effect of FLU, ABZ and RBZ in a panel
of intestinal cell lines.

Firstly, the cytostatic effect of these benzimidazoles was assayed using three
different end-point tests of cell viabilty and monitored using flow cytometer and
xCelligence System for real-time cell analysis. In the case of RBZ, obtained results did not
show any antiproliferative effect up to the highest concentration tested (10 pM). When
antiproliferative effect of RBZ (ABZ-sulfoxide) was tested in HT-29 cells, significant
antiproliferative effect (ICso = 2.35 uM) was observed [14]. On the other hand, only weak
antiproliferative effect of RBZ (with 1Cso around 40 uM) was described in breast, lung and
melanoma cancer cells [19]. Low antiproliferative effect of RBZ could be related to its
higher hydrophilicity (in comparison to ABZ or FLU) which can limit its penetration into
cells. Moreover, RBZ was reported as a good substrate for BCRP and P-glycoprotein
transporters in kidney cells [20] and thus interaction of RBZ with these efflux transporters
might contribute to its lower cytostatic efficacy.

Contrary to RBZ, FLU and ABZ significantly inhibited cell proliferation in time-
and concentration-dependent manner in all intestinal cell lines tested. Five cancer cell lines
with different origin and proliferation rate were used: non-metastatic SW480 established
from a primary adenocarcinoma of the colon, its metastatic derivative SW620, normal
human colon mucosal cell line NCM460; human epithelial colorectal adenocarcinoma
Caco2 and human ileocecal adenocarcinoma cell line HCT8 [21]. Individual cell lines
differed in sensitivity to FLU and ABZ, HCT8 being the most sensitive to both drugs with
ICs0 0.3 uM and 0.9 puM. Hepatocellular carcinoma cells HepG2, Hep3-B, SKDEP-1, HTC,
Novikoff, Hepl-6 exhibited similar sensitivity to ABZ (ICso 0.2-0.4 uM) [9], in colorectal
cell line HT-29 ABZ was more effective (ICso 0.12 uM) [14]. In several myeloma and
leukemia cells, FLU had 1Cso below 1 uM [13]. In intestinal cell lines (with exception
HCT8), ABZ as well as FLU exhibited mildly higher 1Cso (1.2 -6.8 puM). Similar values of

ICs0 for ABZ were observed in breast, lung and myeloma cancer cells [19]. Whereas these
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concentrations of benzimidazoles could be easily reached in intestinal cells (e.g. usual oral
dose for FLU is 200 mg in treatment of parasitic diseases in human), much lower
concentrations were found in blood [16].

Comparing FLU and ABZ, their antiproliferative effect significantly differed in
some intestinal cell lines: while in HCT8 cells 1Cso was 3-times lower for ABZ than for
FLU, in SW480 was ABZ less effective than FLU with ICso 2.5-times higher. These results
might indicate certain differences in mechanisms of action of both drugs. Measurement of
cell cycle distribution did not show significant differences between both drugs: FLU as well
as ABZ treatment led to arrest of SW480 cells in G2/M phase. FLU caused significant shift
in cell distribution at lower concentration than ABZ which is in agreement with lower ICso
for FLU obtained using tests of cell viability in this cell line. No concentration of ABZ or
FLU tested led to arrest of SW480 cells in Go/G1 phase, while in hepatoma cells, ABZ at
0.25 uM caused cell arrest in this phase of the cell cycle [9]. But in all other cell lines
reported, ABZ or FLU treatment stopped cell cycle in G2/M phase [13,14], which is in
agreement with ability of benzimidazoles to inhibit microtubule structures essential for cell
division.

In second part of the project, we tested the antiproliferative effect of FLU and ABZ
in combination with PTX with the aim to find out whether benzimidazoles that inhibit
tubulin polymerization can potentiate efficacy of PTX that acts via microtubule stabilizing.
PTX, well known suppressor of microtubule dynamics, is a leading anticancer drug in
chemotherapy of lung, ovarian, breast, head and neck cancer. It stabilizes microtubules and,
as a result, interferes with the normal breakdown of microtubules during cell division [22].
Recent studies have demonstrated that suppression of microtubule dynamics occurs at
concentrations lower than those needed to block mitosis. At the higher therapeutic
concentrations, PTX appears to suppress microtubule detachment from centrosomes, a
process normally activated during mitosis [23]. Although PTX is not commonly used in
colon cancer therapy, many recent studies have shown that PTX, particularly encapsulated,
could be effective also in these types of cancer [24,25].

In our experiments, PTX significantly inhibited proliferation of intestinal cancer cell
lines and reached ICso at 1.5 uM and 2.4 uM concentrations in Caco2 and HCT8 cells,
respectively. When combinations of PTX with ABZ or with FLU were tested, fixed 10 nM
concentration of PTX was chosen as treatment of cells with 10 nM PTX alone had very
mild, mostly insignificant effect on cell proliferation. Combinations of PTX with ABZ or
with FLU in Caco2 and HCT8 cells caused more effective inhibition of cell proliferation

when compared to PTX alone. The most intensive potentiation was reached in combination
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of PTX with low concentrations of ABZ or FLU. Comparing effects of those combinations
with effect of FLU and ABZ alone, certain differences between both benzimidazoles were
observed. This finding indicates again differences in mechanism of action of both drugs.
Interestingly, potentiation of antiproliferative effect of PTX+ABZ and PTX+FLU
combinations were more pronounced in HCT8 cells than in Caco2, although PTX alone
was more effective in Caco2 cells. Therefore, benzimidazoles seem to be able inhibit
proliferation of cells with lower sensitivity to PTX. This assumption is supported by results
of Chu et al. [11], which showed ABZ to be highly effective in PTX-resistant ovarian
cancer cells. This observation could be explained by fact, that ABZ contrary to PTX is not
substrate of efflux transporters BCRP, MRP2 and MDR1 (P-glycoprotein) obviously
overexpressed in resistant cancer cells [26,27]. The inability of efflux transporters to
eliminate ABZ from the cells indicates that this drug could be effective in treatment of
multidrug resistant cancers, but this possibility should be verified by further studies.

In conclusion, anthelmintic benzimidazole drugs ABZ and FLU have significant

cytostatic effect and potentiate efficacy of PTX in intestinal cancer cell lines.
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Table 1: Values of 1Cso (uM) of ABZ and FLU in five intestinal cancer cell lines after 48-
hour treatment. The viability was assayed using NRU test. The data respresent the mean +
S.D.

SW 480 SW 620 NCM 460 CACO2 HCT8
ABZ 44+0.2 6.8+0.2 35+0.2 1.2+0.2 0.3+0.1
FLU 19+0.2 6.5+0.2 6.5+0.2 1.9+0.3 0.9+0.2
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Fig. 1: Structures of benzimidazoles.
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Fig. 2: Cell viability (measured using NRU test) after 48-hour treatment of five
intestinal cell lines with ABZ and FLU at concentration range 0.1 — 10 uM. Results

were expressed as percentage of control (=100 %). Data represent the means from three
independent experiments (with six parallels in each); S.D. does not exceed 10 %.
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Fig. 3: Cell viability (measured using WST test) after 24-,48- and 72- hour treatment of
SW480 cells with ABZ and FLU at concentration range 0.1 — 10 uM. Results were
expressed as percentage of control (=100 %). Data represent the mean + S.D. from three

independent experiments (with six parallels in each).
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Fig. 4: Cell cycle distribution after 24-hour treatment of SW480 cell line with FLU and
ABZ at concentration range 0.1 — 1 uM. Total number of cells =100 %. Data represent
the mean + S.D. from two independent experiments (with three parallels in each). *

significant (P <0.5) difference from control.
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Fig. 5: Cell viability, measured using NRU test (A, B) or BrdU test (C, D) after 72- hour
treatment of Caco2 and HCT8 cells with PTX ABZ and FLU alone or with
combinations PTX+ABZ and PTX+FLU. Results were expressed as percentage of
control (=100 %). Data represents the mean = S.D. from two independent experiments
(with six parallels in each). Significant differences between effect of benzimidazoles

alone and their combmations with PTX are starred (* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001)
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Fig.6: Cell proliferation of HCT8 cells monitored for 72 hours by X-Celligence system.
Cells were treated with PTX ABZ and FLU alone or with combinations PTX+FLU and

PTX+ABZ. Data represents the mean + S.D. from two independent experiments (with

three parallels in each).
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7.4 Seznam zKkratek:

5-FU 5-fluorouracil

6-MP 6-merkaptopurin

ABC transportéry ATP binding cassette transporters
ABZ albendazol

AKR aldoketoreduktasy

ALDH aldehyddehydrogenasa

BCRP ,breast cancer resistance protein
BSEP »bile salt export pump*

CBR1 karbonylreduktasa 1

CD povrchové molekuly

CDK cyklin dependentni kinasy

CNS centralni nervovy systém

CYP cytochrom P450

DAU daunorubicin

DAUNOL daunorubicinol

DNA deoxyribonukleova kyselina
DOX doxorubicin

DOXOL doxorubicinol

EGFR epidermalni ristovy faktor

EPR efekt ,enhanced permeability and retention effect
EST Ehrlichtiv solidni tumor

Fas transmembranovy protein

FGF fibroblastovy ristovy faktor
FLU flubendazol

FSH folikuly stimulyjici hormon

GH riastovy hormon

GIT gastrointestinalni trakt

GnRH gonadotropni hormon

GSH glutathion

hCG lidsky choriogonadotropin

HER?2 lidsky epidermalni ristovy faktor 2
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HIF-1a hypoxii indukovatelny faktor 1

HPMA N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamide
ICso koncentrace lé¢iva nhibujici proliferaci bunck z 50 %
LeY antigen Lewis antigen — karbohydratovy antigen exprimovany na

mnoha nadorech

LH luteinizacni hormon

LHRH Huteinizing hormone releasing hormone* - gonadotropni
hormon

mAb monoklondIni protilatka

MDR ,multidrug resistance protein‘

MMP matrixovd metaloproteinasa

MRP ,multidrug resistance associated protein*

MTX metotrexat

NF«B nukledrni faktor kappa

ORC oracin

OTR receptor vazajici oxytocin

PEG polyethylenglykol

PTX paklitaxel

RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

SST somatostatin

SSTR receptor somatostatinu

STAT3 signalni transduktor a aktivator transkripce 3

SZU Statni zdravotni Gstav

TSH tyreotropni hormon

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor

VEGFR receptor vaskularniho endotelialniho ristového faktoru

WHO Svétova zdravotnickd organizace
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