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Paklitaxel (PTX) je antiproliferativni latka pouzivana v terapii n¢kterych nadori
prsu, plic a vajecnikt. Paklitaxel zvySuje stabilitu mikrotubulii, ¢imz dojde k inhibici
bunétné proliferace. Bohuzel, nerozliSuje zdravé a nddorové buiky, ale ovliviiuje
vSechny proliferujici buniky. Ke zvysSeni selektivity PTX k nadorovym bunkdm byly
v UEB AVCR piipraveny derivaty PTX s analogy gonadoliberinu (Gn-RH).

Cilem této prace bylo porovnat antiproliferativni uc€innist téchto derivati a
samotné¢ho PTX na nadorovych liniich MDA-MB-231 a CaCo-2. Linie MDA-MB-231
reprezentuje prsni nadorovou tkan, ve které jsou exprimovany receptory pro Gn-RH.
Linie CaCo-2 pochazi z kolorektadlniho adenokarcinomu a k expresi receptorli
pro Gn-RH zde nedochazi. Pro stanoveni antiproliferativniho u¢inku studovanych latek
byly pouzity dva rtizné testy bunécné viability a kontinudlni monitorovani zivotnosti
v Case systémem x-CELLigence. Pro porovnani cytotoxicity PTX a jeho derivati byla
pouzita primarni kultura potkanich hepatocytu.

Vysledky ukézaly niz$i antiproliferativni t€inek derivatu MP 264 ve srovnani
s PTX a porovnatelné antiproliferativni U€inky derivati MP 265, MP394 jako PTX
na bunécnou linie MDA-MB-231. Derivat MP 264 vykazoval nizsi cytotoxicky ucinek
na primarni kultury potkanich hepatocytli a niz$i antiproliferativnd G¢inek na linii
CaCo-2 nez PTX. Stabilitni studie prokazala rychlou degradaci derivaitu MP 265

v kultivaé¢nim médiu.
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Paclitaxel (PTX) is antiproliferative drug used for therapy of some types breast,
lung and ovarian cancer. It stabilizes microtubules and as a result, cause inhibition of
the normal cell division. Unfortunately it makes no difference between normal and
malignant cells and affect all proliferating cells. To increase selectivity of effect of PTX
on cancer cells, conjugates of PTX with gonadotropin-hormon (Gn-RH) were prepared
in Institute of experimental botany of Czech Academy of Sciences in Prague.

The aim of our study was to compare effect of PTX conjugates and PTX alone
on cell viability and proliferation of cell lines MDA-MB-231 and CaCo2. Cell line
MDA-MB-231 is human breast adenocarcinoma line which express receptors for
GnRH. CaCo-2 cell line is derived from epithelial colorectal adenocarcinoma cells
which don’t express receptors for Gn-RH. Antiproliferative effect of tested substances
was monitorated by two different tests of cell viability and real-time cell analysis by
system x-CELLigence. For appointment of cytotoxic effect was used primary culture of
rat hepatocytes.

Obtained results showed lower antiproliferative effect of derivat MP264
in comparation of PTX. Comparable antiproliferative effect of derivates MP265 and
MP394 with PTX on cell line MDA-MB-231. Derivat MP 264 showed lower cytotoxic
effect in primary cell culture of rat hepatocytes and lower antiproliferative effect
in CaCo-2 cell line. Stability tests proved fast degradation of MP 265 derivat in growth

medium.
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1. Uvod

Mnozstvi diagnostikovanych nadorovych onemocnéni se neustile zvySuje,
v soucasnosti jiz patfi k druhému nejcastéji diagnostikovanému onemocnéni. U muzl
jsou nejcastéji diagnostikovany kozni nadory, naddor prostaty, nadory tlustého stieva a
kone¢niku a nadory pradusSnice, pridusek a plic. Z hlediska mortality patii k
konecniku. U Zen patii k nejcastéjSim onkologickym diagnozam nadory ktize, nador
prsu a nadory tlustého stteva a konecniku. Nejvyssi pocet umrti je hlaSen u nadora prsu
a tlustého stieva a kone¢niku. Celkové v Ceské republice umira na nadorové
onemocnéni kazdy paty clovék. Navzdory zvySujici se incidenci nadorovych
onemocnéni mortalita ziistdva priblizn€é na stejné tGrovni jako v minulosti. To je
zpusobeno rozvojem diagnostickych metod, kdy diive diagnostikované nadory jsou 1épe
1écitelné. V diagnostice jsou ovSem jesté velké mozZnosti rozvoje, protoze v soucasnosti
diagnostikovatelné nadory jsou jiz znacné velké. Dalsi pfi€inou je rozvoj terapeutickych
postupti. U chemoterapie se naptiklad jednd o latky schopné selektivnéji ovliviiovat
cilové struktury, v idealnim piipadé unikatni pro dany typ nadoru, ¢imZ dojde k
eliminaci nékterych nezadoucich u¢inka (Klener 2011; Adam a kol. 2004).

Obdobné derivaty byly testované v ramci mé diplomové prace, konktrétné se

jednalo o konjugaty paklitaxelu s analogy Gn-RH.



2. Teoreticka cast

2.1. Nador prsu

2.1.1. Epidemiologie a etiologie

Karcinom prsu patii ve svété k nejéastéjSim onemocnénim u zen. Tvofii az 20%
ze vSech malignich onemocnéni Zen. Jeho incidence je vysoka a neustdle stoupa.
Postizeno je az 6 % zenské populace. V CR bylo hlageno v roce 1998 4624 novych
ptipadd, to je 87,5 onemocnéni na 100 000 Zen. Pravdépodobnost rozvoje karcinomu
prsu se zvySuje s vékem. Prakticky se nevyskytuje do 20 let. Ve vé€ku 20-30 let je velmi
tidky. V poslednich letech vzrostl pocet ptipadi hlasenych ve vékové skupiné 35-39 let
o skoro 17 %. Nejcastéji se prsni nador objevuje v laterdlnim hornim kvadrantu a
centralnim, retroareolarni oblasti (Klener 2011; Adam a kol. 2004).

Rizikové faktory vzniku karcinomu prsu lze rozdélit na genetické, hormonalni,
dietni a faktory zevniho prostfedi. Gen BRCAI, lokalizovany na 17. chromozomu, je
spojen aZ s 90 nasobnym rizikem rozvoje karcinomu prsu. Dal§imi rizikovymi geny
jsou BRCA2, nachézejici se na 13. chromozomu a mutace tumor-supresorového genu
p53 u syndromu Li-Fraumeni. Rizikovy je také vyskyt nddoru prsu v roding u sestry,
matky popt. babicky, zejména pokud se objevi premenopausalné. Z hormoni piisobi
jako rizikovy faktor dlouhodobé expozice estrogenim. Rizikové také plisobi alkohol,
zvySeny piisun tukl v détstvi spojeny s nedostatkem pohybu, coz vede k narlstu
tukovych zasob spojnych se zvySenou hladinou estrogend. Benigni zmény prsni tkané a
ionizujici zafani, hlavné pred 40. rokem zivota, taktéz ptispivaji k rozvoji nadoru prsu

(Adam a kol. 2004).



2.1.2. Symptomy nemoci a prevence

Nartstajici urovenn screeningu vede k narlstu zachyceni nadorti prsu bez
klinickych ptiznakt. Nejcastéj$im klinickym ptiznakem je hmatna rezistence v prsu. Ta
je zpusobena vazivovym stromatem a piitahovanim okolnich tkéni. Bolestivost prsu je
vaskularizace a venostdza, zpiisobend tlakem okolni tkang, vede ke zvyraznéni koZnich
zil. Dal$im nespecifickym ptiznakem je sekrece z mamily. Vyklenuti a zména tvaru prsu
miZe byt také zplsobena nddorem prsu, ovSem urcitd asymetrie je fyziologickou
zalezitosti. Dalsi pfiznaky jsou zména barvy kiize, vtazeni kiize ¢i bradavky, kozni edém
a nartst tuhé kozni 1éze. Mezi pozdni ptiznaky lze zatadit zvétSené a tuhé axildrni mizni
uzliny, exulcerace, krvaceni a zapach (Coufal a kol. 2011).

Prevenci je jednak samovysSetfeni, které mize vést k dalSimu podrobnému
vysetieni. Pro preventivni vySetfeni se vyuzivd mamografie a ultrazvukové vysetieni
prsu. Preventivni prohlidky by mély Zeny absolvovat nejdéle po dosazeni 50. roku
Zivota a poté kazdé dva roky. Zeny s rizikovymi faktory by mély podstupovat
preventivni vySetfeni na mamografu od 35. roku Zivota. Bylo prok4zéano, ze v€asny

zachyt vede k poklesu mortality az 0 30 % (Adam a kol. 2004).

2.1.3. Diagnostika

Pro stanoveni definitivni diagnozy se vyuziva n€kolik typl vysetfeni, ktera lze
rozd€lit na invazivni a neinvazivni. Mezi neinvazivni vySetfovaci metody patii
mammografie, ultrazvukové vysetfeni prsu, magnetickd resonance, pozitronova emisni
tomografie a vypocetni tomografie. Z invazivnich vySetfovacich metod potom aspirace
tenkou jehlou, tzv. ,,core cut™ biopsie, oteviend chirurgicka biopsie. Invazivni vysetieni
slouzi pro doplnéni informaci o histologické vySetfeni. Dale je vyuzivano stanoveni

nadorovych markert (Adam a kol. 2004; Coufal a kol. 2011).
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2.1.3.1. Neinvazivni vySetieni

a) mammografie

Mezi nejstarsi zpisoby diagnostiky patii vySetfeni na mammografu. Jeji vyznam
je stale velky, protoze je finanén€ dostupna, Siroce rozSitena, mamograficky obraz je
skladovatelny a reprodukovatelny, coz umoznuje srovnani starSich a novych snimkd,
popt. konzultaci s jinym lékafem. Jednd se o rentgenologické vySetfeni mékkym
zatenim. Hodnoti se stin na snimku. S vyhodou ji lze vyuzit u Zen stfedniho a vyssiho
veku, kdy je u vétSiny Zen Zlaza v involuci a snimek je diky tomu piehledné;si (Adam a

kol. 2004; Coufal a kol. 2011).

b) ultrasonografie

Hodnoceni ultrasonografického snimku je metoda silné zavisla na zkuSenostech
vysetiujiciho. Proto vétSinou slouzi jako dopliujici vySetfeni u mammografie.
Preferovana je pouze u mladSich zen z divodu vys$§i mammografické denzity prsni
tkan¢ a malé, ovSem nezanedbatelné radiacni zatéze. Ultrasonografie také slouzi jako
nejcastéjSi navadéci metoda pii punkcéni biopsii a pfedoperacni lokalizaci nehmatnych

1ézi (Adam a kol. 2004; Coufal a kol. 2011).

c) magnetickd rezonance prsu

VySetfeni magnetickou rezonanci vykazuje ze vSech zobrazovacich metod
nejvyssi  senzitivitu. Nelze ji vSak nahradit mammografické vySetfeni ani
ultrasonografii. Slouzi pouze jako doplilujici vySetfeni. Bez aplikace kontrastni latky je
vyuzivana pouze k vylouceni ruptury silikonovych implantati. Kontrastni magneticka
rezonance je vysoce senzitivni pro zobrazeni invazivniho karcinomu. Niz$i specifita
neumoznuje rozliSit nejasné 1éze, v téchto piipadech je voleno invazivni vysSetieni,

nejcastéji punkce (Coufal a kol. 2011).
d) pocitacova tomografie

PocitaCova tomografie ma pouze pomocnou roli a slouzi spisSe k pfedoperacnimu

lokalizaci nddoru (Coufal a kol. 2011).

11



2.1.3.2. Invazivni vySetieni

a) aspirace tenkou jehlou

Pii této metodé€ je pouzita tenkd jehla k odbéru malého mnozstvi bunék. Vyuziva
se bézna injekeni stitkacka s béznou jehlou. Cytologicky lze vySettit malignitu, ovSem
uz nelze urcit expresi steroidnich receptort a dalsi fenotypické znaky nadoru. Rizikem

je podhodnoceni a malo vytézny odbér (Coufal a kol. 2011).

b) tkanova punkcéni biopsie

Pti odbéru dochdzi k ziskéani valce tkané€ se zachovalou architekturou. K odbéru
je pouzivana specidlni jehla nasazend na mechanické pruzinové nastfelovaci jednotce.
Tkan lze podrobit béznému i histopatologickému vysetfeni. Ziskané udaje mohou byt

vyuZzity pro ur€eni individudlni 1écby (Coufal a kol. 2011).

c) vakuova biopsie

Vakuové biopsie patii k novéj§im postupiim. Tkan je nasavana vakuem do
odbérového vytezu jehly. Pii odbéru neni nutné pro ziskani vzorku jehlu vytahovat.
Vyiez lze nataCet v rozsahu 360°. Zaroven je mozné odebrat vice vzorki bez vytazeni

jehly. (Coufal a kol. 2011).

2.1.4. Terapie

Lécba karcinomu prsu se vzdy skldda z vice soucasti. Lokalné plisobi operacni
feSeni a radioterapie, systémové poté chemoterapie, hormondlni terapie a terapie
monoklondlnimi protildtkami. Pfed zacatkem 1éCby je nutné stanovit rozsah onemocnéni
a predpokladanou odpovéd’ na rtizné¢ druhy 1écby. Dle rozsahu lze nadory rozdélit na
neinvazivni, operabilni stadia invazivnich nadorii, neoperabilni stddia invazivnich
nadord a metastazujici ¢i recidivujici nddory. Pravdépodobnost ucinku 1écby lze urcit

na zéklad¢ urceni napt. estrogennich receptor, HER-2 receptoru (Adam a kol. 2004).
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2.1.4.1. Chirurgicka lécba

Cilem chrurgického zakroku je odstranéni nadorového loziska i s malou Casti
nepostizené tkané. Odstranénd tkan zaroven poslouzi jako vzorek pro histopatologické
vySetfeni. Zakrok by pokud moZno nemél komplikovat pozdéjsi kosmetickou korekci.
Indikovéan je ptevazné v pripadech, kdy nejsou pfitomny metastazy. Zakrok je dvojiho
typu: ¢aste€na nebo uplna ablace. Zaroven je proveden zékrok na regiondlnich uzlinach.
Pokud uzliny jevi znamky postizeni uz pii vySeteni ultrasonografii, jsou odstranény,

v opacném piipad¢ je proveden odbér histologického materidlu (Coufal a kol. 2011).

2.1.4.2. Radioterapie

Prakticky vzdy po opera¢nim feSeni pfichazi na fadu dopliujici lécba
ozafovanim v rozsahu 5-7 tydnti. K zahajeni radioterapie dochdzi, pokud nenastanou
komlikace, 4-6 tydnli po zékroku. V pfipad¢ soucasné chemoterapie je radioterapie
odlozena. Musi byt vSak zahijena do 6., vyjimecné do 9. mésice od chirurgického
zakroku. Zacileni radioterapie se 1iSi dle rozsahu operace a progndzy pacienta.
Pti ¢astecném odstranéni prsu je prsni oblast ozafovana vzdy, svodné uzliny pouze pfi
nepfiznivé progndze. U Uplného odstranéni prsu je ozatfovani indikovano pouze u
neptiznivé prognoézy a to na oblasti hrudni stény a svodnych miznich uzlin. (Coufal a

kol. 2011)

2.1.4.3.Chemoterapie

Vyuziva protinddorového plisobeni riznych chemickych sloucenin, piisobicich
ruznymi mechanismy. Lze ji rozdé€lit na pfedoperacni neboli neoadjuvantni a pooperacni
¢ili adjuvatni. Predoperacni ptredchazi chirurgickému zakroku s cilem zlepSeni
operability nadoru. VétSinou se pouziva 6-8 cykli chemoterapie slozené z antracyklin
a taxanll v rozmezi 4-6 mésicii. Pooperac¢ni chemoterapie ma za cil zlepsit prognézu

eradikaci ptipadnych mikrometastdz. Dochézi tak k poklesu recidiv a snizeni
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pravdépodobnosti metastazy. Nejpiinosnéjsi je pro pacientky s nddorem neobsahujicim
estrogenové, progesteronové a HER-2 receptory a pozitivnim nalezem v axiarni uzling.
Mezi zékladni 1éCiva patii antrycykliny, taxany a cyklofosfamid. Vzhledem ke
kardiotoxicité¢ anracyklinii a taxanid je nutné vySetfeni srdce k vylouceni soucasného

poskozeni srdce (Adam a kol. 2004; Coufal a kol. 2011).

Tab.1 Zadkladni kombinace léciv a jejich davky vyuZivané ve FNHK v terapii
karcinomu prsu (Kubala a kol. 2010)

Zkratka schématu | cytostatika koncentrace Interval/
pocet cykli
AC doxorubicin 60 mg/m? 3 tydny
cyklofosfamid 600 mg/m’
FAC doxorubicin 50 mg/m? 3 tydny
cyklofosfamid 500 mg/m*
5-fluorouracyl 750 mg/m?
FEC 5-fluorouracyl 500 mg/m* 3 tydny
epirubicin 75 mg/m’
cyklofosfamid 500 mg/m*
paklitaxel paklitaxel 175 mg/m? 3 tydny
4 cykly
TAC doxorubicin 50 mg/m? 3 tydny
cyklofosfamid 500 mg/m?
docetaxel 75 mg/m?
AD doxorubicin 50 mg/m? 3 tydny
docetaxel 75 mg/m?

2.1.4.4. Hormonalni terapie

Hormonalni terapie je indikované pouze v ptipadé vyskytu naddoru s pozitivnimi
steroidnimi receptory. Standardni je podavani tamoxifenu po 5 let. K nasazeni dochazi
az po ukonceni piipadné adjuvantni chemoterapie. U premenopausalnich pacientek
s horSi prognozou je vyhodnd reverzibilni blokdda funkce ovarii na 2 roky. K té je
pouzivan goserelin. U postmenopausélnich Zen jsou s vyhodou vyuzitelné inhibitory

aromataz (Coufal a kol. 2011).
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2.1.4.5. Monoklonalni protilatky

V CR se standardné podavé 1é¢ivo trastuzumab, monoklonalni protilatka proti
receptoru HER-2 (Coufal a kol. 2011).

Protoonkogenni gen HER-2, také oznaCovany ErbB2-neu, c-erbB-2, je uloZen
na 17. chromozomu. Koduje transmembranovy protein, slouzici jako receptor pro
epidermalni ristovy faktor. Ve zdravych bunikach je v malém mnoZstvi a podili se na
bunécném ristu a diferenciaci. S jeho amplifikaci dojde ke zvySeni poctu receptorti, coz
muze vést az k rozvoji riznych druhti nadori. Toto se objevuje hlavné v rannych fazich
karcinomu prsu a duktalniho karcinomu. Z tohoto divodu byla piipravena protilatka
proti HER-2 receptoru, trastuzumab. Po jeho navazani dojde k eliminaci bunikami
imunitniho systému. Vzhledem k vysoké finan¢ni naro¢nosti terapie trastuzumabem je
jeho podani mozné az po ovéteni nadprodukce HER-2 receptorti. V praxi se nejcastéji

vyuziva imunohistochemie a fluorescencni in situ hybridizacev (Fusek a kol. 2012).

2.2. Paklitaxel

Paklitaxel byl izolovan z kiry tisu kratkolistého, Taxus brevifolia ¢. Taxaceae.
V 1 kg kiify se vyskytuje pfiblizné¢ 100 mg paklitaxelu. Z jednoho staleté¢ho stromu je
mozné ziskat asi 3 kg klry. V ptirod¢ se tis kratkolisty vyskytuje na zdpadim pobtezi
Severni Ameriky, kde je pfisné chranénym druhem. Produkci paklitaxelu podporuje
paraziticka endofytickd houba Taxomyces andreanae. U nés se vyskytuje tis ¢erveny
Taxus baccata, ktery neprodukuje piimo paklitaxel, ale jeho prekurzor 10-
deacetylbaccatin. Uvedeny prekurzor je izolovan z listli. Volné rostouci tis Cerveny je
rovnéz chranénym druhem. Cela rostlina je toxickd s vyjimkou ¢ervené¢ho duznatého
vaku, ktery obaluje semeno. Uméle vysSlechtény druh poskytujici dostatecnou hladinu
paklitaxelu v listech je tis prostiedni 7axus media. (Jahodat 2006)

V terapii vyuzivany paklitaxel je ziskavan izolaci z ptfirodnich zdroji, fermentaci

nebo semisyntetickym postupem. Paklitaxel je popsan jako bily nebo téméf bily
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krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé¢, dobfe rozpustny v methanolu a
snadno rozpustny v dichlormethanu. Uplny chemicky nazev paklitaxelu je 5B,20-epoxy-
1,7B-dihydroxy-9-oxotan-11-en-2a,4,1083,13a-tetrayl-4,10-diacetat-2-benzoat-13-
[(2R,3S)-3-benzimido-3-fenyl-2-hydroxypropionat] (Cesky 1ékopis 2009).

obr.1  Strukturni vzorec paklitaxelu (prevzato z Jahodar, 2006)

2.2.1. Farmakologické informace

Paklitaxel brani depolymerizaci mikrotubulti zpét na tubulinové dimery. Dale
podporuje vznik abnormalniho uspotadani mikrotubulti. Disledkem je vznik atypickych
mikrotubult neschopnych plnit interfaizové a mitotické bunécné funkce (Lullmann a
kol. 2004).

V terapii jsou vyuzivany koncentrované infuzni roztoky. Po podani se paklitaxel
vaze z 88-98 % na plazmatické bilkoviny. Zaroven dochdzi k velké extravaskularni
distribuci a vazbé na tkan€. Hlavni exkrecni cestou je metabolizace jaternimi enzymy

rodiny cytochromt P450, konkrétné¢ isoformami CYP3A4 a CYP2C9. Moci je
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eliminovan z méné nez 10 %. Pfi onemocnénich jater se zvySenou aktivitou jaternich
transamidaz je doporuceno nepiekracovat davku 135mg/m? (AISLP 2013; Lincova
2007).

Pii terapii paklitaxelem je nutnd premedikace, jako prevence hypersenzitivni
reakce. K premedikaci jsou vyuzivany kortikoidy, antihistaminika a antagonisté
H,receptorti. Mezi indikace paklitaxelu patii pokrocCily nebo rezistentni karcinom
ovaria, kde je paklitaxel Iékem volby v kombinaci s cisplatinou. Dale sekundarni
chemoterapie pro metastazujici karcinom ovaria po selhani terapie platinovymi
ptipravky. Pro karcinom prsu je paklitaxel vyuzivan jako adjuvantni terapie pro pacienty
s metastaizami do uzlin po predchozi terapii antracyklinem a cyklofosfamidem.
V monoterapii metastazujiciho karcinomu prsu, pokud selhala, ¢i neni vhodna
standardni terapie. U pokroc¢ilého malobuné¢ného karcinomu plic v kombinaci
s cisplatinou, pokud nelze provést radikalni zptsob lécby, zaloZzeny na kombinaci
chirurgického zakroku a radiotepie. Posledni indikaci paklitaxelu je 1écba pokrocilého
Kaposhiho sarkomu u pacientii s AIDS po selhani terapie lipozomalnim antracyklinem
(AISLP 2013).

Kontraindikaci 1é¢by paklitaxelem je hladina neutrofili pod 1500mm®. Poté
Kaposhiho sarkom v kombinaci s téZko zvladatelnymi infekcemi (AISLP 2013).

Mezi nezadouci ucinky 1éCby patfi neutropenie zavisla na davce, alopecie,
neuropatie, mukozitida a retence vody (Lincova 2007).

Doporuceno je u kombinované terapie podéavat paklitaxel pted cisplatinou, ¢imz
dojde ke sniZzeni rizika myelosuprese a prevenci sniZzeni clearence paklitaxelu.
U kombinace paklitaxelu s doxorubicinem je z diivodu snizené clearence doxorubicinu
mozné podat paklitaxel az po 24 hod. Pfi terapii muzi a Zen ve fertilnim véku je
dilezité dodrzovat po celou dobu terapie a minimalné¢ 6 mésici po terapii antikoncepcni

opatieni (AISLP 2013).
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2.3. Gonadoliberin (Gn-RH)

V soucasnosti zname kolem 16 isoforem Gn-RH. VétSinou jsou u Zzivocicht
pfitomny alespoit dvé isoformy. Jednotlivé isoformy jsou oznaCovany podle druhu,
ve kterém byly poprvé izolovany. VSechny jsou tvofeny fetézcem 10 aminokyselin,
které se odliSuji pouze v polohach 5-8. V lidském téle se vyskytuje jednak Gn-RH I,
slozeny z aminokyselin pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-OH, dale byla
v lidském téla objevena isoforma Gn-RH II, ptivodn¢ izolovana z kutfeciho mozku. Jeji
struktura je pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-OH. Koexistence rtznych
isoforem Gn-RH a jejich Siroka tkanova distribuce napovidd mnozZstvi riznych funkci
(Limonta a kol. 2003).

Gn-RH I je uloZen v sekre¢nich granulech neuronti v hypothalamu, ze kterych je
v Cas potfeby uvolilovan exocytdzou do krve. Sekrece probiha prerusované vzdy 1 min
kazdych 60-90min. Krevni cestou je dopraven do hypofyzy, v jejiz predni casti
tzv. adenohypofyze stimuluje uvonovani folikulostiumla¢niho hormonu (FSH) a
luteiniza¢niho hormonu (LH). FSH a LH dale tidi produkci pohlavnich hormoni a
gametogenezi ve vajeCnicich a varlatech. Regulace sekrece Gn-RH je realizovana
pomoci negativni zpétné vazby. Receptorem pro Gn-RH je G-protein, ktery jako druhé
posly aktivuje diacylglycerol a inositoltrifosfat, ktefi dale mobilizuji intraceluldni
vapnik a aktivuji rdzné proteinkinasy. Gen pro Gn-RH I je uloZen na 8. chromozomu
(Silbernagl, Despopoulos 2004).

Receptory Gn-RH I se nenahézeji pouze v adenohypofyze a hypothalamu. Jsou
pfitomny fyziologicky také v endometriu, placenté, prsni tkéni, vajecnicich, varlatech a
prostaté. Dale jsou receptory pro Gn-RH pfitomny v né€kterych typech naddorové tkané,
naptiklad nadory prsu, prostaty, endometria, vajecnikili, pankreatu a jater. Jsou piitomny
1 v hormondlné nezavislych nddorovych tkénich jako je melanom, kde potlacuje
bunécnou proliferaci a metastatickou aktivitu (Harrison a kol. 2004).

Mezi Gn-RH I agonisty patii Triptorelin, Buserelin, Goserelin, Nafarelin. Jejich
kontinualni podavani ve vysokych davkach zplisobi nejprve narast hladin FSH a LH,
poté kompletni potlaceni jejich uvoliovani z adenohypofyzy. Takto provedena
chemicka kastrace je kompletné¢ reversibilni a s vyhodou mize byt pouzita

u onemocnéni ovlivnénych steroidnimi pohlavnimi hormony. (Limonta a kol. 2003)
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V terapii karcinomu prsu byla uz Albertem Schinzingerem koncem 19. stoleti
pozorovana klinickd odpovéd’ na odstranéni vajecnikli. Az do konce 20. stoleti
zustavaly vSechny metody invazivni a nevratné. Pfitom odpovéd’ prsniho nadoru se
pohybovala mezi 30 — 75 %. Analoga Gn-RH se ukazala jako reversibilni alternativa
ovarectomie (Harrison a kol. 2004).

Antagonist¢é Gn-RH 1 pifi podani zastavuji syntézu steroidnich pohlavnich
hormonii bez pocateCniho nartstu jejich hladiny. Mezi antagonisty patii Abarelix,
Ganirelix, Cetrorelix. Mezi limitujici faktory téchto latek patii nizka rozpustnost a sklon
k tvorbé geli. Vyuzivany jsou v asistované reprodukci a u hormonalné-dependetnich
nadord (Limonta a kol. 2003).

Pro terapii karcinomu prostaty byl prvnim klinicky testovanym antagonistou
abarelix. V jeho struktufe je ¢ast L-aminokyselin nahrazena nefyziologickymi
D-aminokyselinami. Pomoci abarelixu je mozné dosdhnout hladiny testosteronu
ekvivalentni chrurgické kastraci. Nezddoucimi ucinky po podani abarelixu jsou
alergické reakce zahrnujici hypotenzi a synkopu (Harrison a kol. 2004).

Dalsi isoformou Gn-RH v lidském téle je Gn-RH II, kédovany na 20
chromosomu. Vyskytuje se stejné jako Gn-RH I v hypothalamu, ovSem vysoké hladiny
jsou i v hipokampu a amygdalech. Z dalSich organt je ve slezin€, kostni dfeni, prostaté
a tkéni Zenského reprodukcéniho systému (placenté, endometriu, vajecnicich a prsni
tkani). Z predpokladanych funkci jmenujme napiiklad podil na neuromodulaci,
stimulaci gonadotropni sekrece a reprodukéniho chovani, regulaci endokrinnich funkei.
V nadoroveé zméneéné tkani zenského pohlavniho systému plsobi inhibici proliferace.
Systémy Gn-RH I a Gn-RH II se navzajem ovliviiuji a antagonist¢ Gn-RH I mohou
zaroven pusobit jako agonisté Gn-RH II (Limonta a kol. 2003).

Konjugaty Gn-RH s toxiny funguji na zaklad¢ specifické vazby ligandu na

receptor. Vice o tomto tématu v kapitole cilena lécba.
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2.4. Cilena lécba

Navzdory nardstu objevenych novych latek s cytostatickym ucinkem v 70. a 80.
letech, vzdy spojenych s velkym o€ekavanim pro klinickou praxi, se ve vétsiné€ piipada
tato oCekavani ukazala jako lichd. Postupné se jako klicova cytostatika vyprofilovaly
antracykliny, cyklofosfamid, isofosfamid, derivaty platiny, latky ovliviujici
mikrotubuly a pro hematologii methotrexat a purinova analoga. Pfelomem nového
stoleti bylo objeveno né€kolik dalSich cytostatik, vétSinou urenych pro specificka
nadorova onemocnéni. Jako vyhodna se proto osvédcila moznost navazat uz existujici
cytostatika na latky ménici jejich farmakokinetiku. Pozitivné se osvéd¢ily pegylované
derivaty, liposomalni formy, vazba na bilkovinu a vyuziti makromolekul.

Pegylované derivaty maji na cytostatikum navéazany polyethylenglykol. Tato vazba je
vyhodna pro 1é¢iva typu peptidi a proteind, kde dochazi k prodlouzeni biologického
polocasu se zménou farmakokinetiky a sou¢asném zachovani ptivodniho G¢inku.

U liposomalni formy slouzi jako nosi¢ dutina ohranicend fosfolipidovou membranou.
Vyhodné je to u antracyklinti, kde dochéazi ke sniZzeni kardiotoxicity pii soucasném
zvySeni GCinku. Touto modifikaci dochazi ke zmén¢ farmakokinetiky 1
farmakodynamiky. ZvySuje se distribuce do kozni tkané.

Konjugaty s bilkovinami nejsou pfili§ rozsifené. Vazba paklitaxelu na nanocastice
albuminu vyustila v novou aplikaéni formu s vyhodnéjsi farmakokinetikou a nizsi
toxicitou.

Makromolekuly, jako napf. polymery, vazana na cytostatika zpiisobi vznik 1éciva
s odliSnou biodistribuci, farmakokinetikou a intracelularni lokaci. Tyto konjugaty jevi
zvySenou uinnost, nizs§i systémova toxicita a vyssi intracelularni lokalizaci. Konjugat je
zaroven neaktivnim prekursorem, coz umoziuje bezpecny transport krevnim reciStém.
Vlastni aktivni metabolit vzniké az po intracelularni degradaci (Klener 2011).

Dtlezitou roli pii cilené terapii plni také tzv. spojka, ktera vaze cytostatikum a
naviga¢ni molekulu. Vazba nesmi ovlivnit schopnost naviga¢ni molekuly vazat se na
cilové misto a zaroven musi byt dostatecné pevna pro dopraveni cytostatika az na cilové

misto (Pfibylové a kol. 2010).
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2.4.1. Cilené¢ derivaty paklitaxelu

Jeden z prvnich cilenych konjugétii paklitaxelu byl publikovan roku 1999. Od té
doby doslo k pripravé dalSich derivatd, které¢ lze rozdélit na derivaty s kyselinou
listovou, kyselinou hyaluronovou, s protilatkami, s mastnymi kyselinami, sacharidy, s
peptidovymi a steroidnimi hormony.

Receptory pro folat jsou exprimovany napi. u karcinomu vajecnikii a ledvin. Jako
spojka byla pouzita oligoethylenglykolovy fetézec, ptipadné propojeni liposomu a
kyseliny listové pomoci spojky z polyethylenglykolu. Tato kombinace se ukéazala jako
vyhodna pro terapii karcinomu ust. Vyuziti liposoml ma zajistit delsi cirkulaci v ob¢hu
a eliminovat nezddouci ucinky bézné pouzivaného rozpousteédla.

Receptory pro kyselinu hyaluronovou jsou exprimovany nadory vajecnikili, Zaludku
nebo akutni leukemie. Bylo potvrzeno, ze k importu konjugatt slouzi receptor CD44.
Mezi konjugaty s monoklondlni protilatkou patii 1 jeden z prvnich pfipravenych
konjugati paklitaxelu. Jednalo se o konjugat s protilatkou proti receptoru HER-2
pro epidermdlni rastovy faktor, ktery reguluje bunécné procesy jako bunécné
rozmnoZzovani ¢i ochrana pred bunéénou smrti.

Z peptidovych hormont byl pro pfipravu konjugati zvolen somatostatin, oxytocin a
gonadoliberin.

Somatostatin sam o sob¢é ma antiproliferacni ucinek. Cilem bylo zarovei piipraveni jeho
stabiln¢j$iho derivatu. Oxytocin byl vybran pro pfitomnost receptori na nadorovych
bunikach prsu. Jeden z konjugati s gonadoliberinem testovanych na linii MCF-7 jevil
vy$$i i€innost nez samotny paklitaxel. Ze steroidnich hormonti byl pouzit 173-estradiol.
Prsni nadory obsahuji receptory pro estradiol. Receptory pro estradiol se vyskytuji ve
dvou isoformach a a B. Pfipraveny konjugat jevil vyssi uCinnost na buiiky s receptory
pro estradiol typ f.

Konjugaty s mastnymi kyselinami jsou odlisné od pfedchazejicich. Nevyuziva cilové
receptory, ale zvySenou spotiebu nékterych mastnych kyselin nddorovymi buiikami. Byl
pfipraven derivat s kyselinou dokosahexaenovou, ktery jevil v testech in vivo nizsi
toxicitu nez samotny paklitaxel. Experimenty na mysich s implantovanym karcinomem
plic a lidskym karcinomem tlustého stfeva prokazaly vysSi U¢innost nez samotny

paklitaxel.
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Dale byla pro ptipravu cilenych derivati paklitaxelu vyuzita zvysSena spotieba glukosy
v nadorovych buiikach. Ke zvySenému importu glukosy vyuzivaji GLUT transportér.
Konjugat byl pfipraveny s methyl-a-D-glukopyranosou. Jako spojka byl pouzit
sukcinat. Tento konjugat mél vyssi rozpustnost nez samotny paklitaxel. Konjugat jevil
podobnou ucinnost jako paklitaxel na linii MCF-7, v linii zdravych bunék RPTEC
pfitom neprojevoval cytotoxicitu. Toto vede k ptedstavé, Ze pfipraveny konjugit je

méng¢ toxicky pro zdravé bunky (Ptibylova a kol. 2010; 2011).

2.5. Bunécéné linie

Vyuziti bunéénych kultur ma jiz nezastupitelnou ulohu a na rozdil od pouziti
pokusného zvifete ¢i izolovaného orgénu probihd v jediném dobie charakterizovaném
bunécném typu a jeho vysledky nejsou ovlivnény interferenci s dal§imi organy. Bunééné
linie Ize snadno kultivovat a v pomérné kratké dobé ziskat mnozstvi definovaného,
homogeniho materidlu. Poskozené, ptipadné znicené burnky, lze snadno nahradit.
Nevyhodami je rust bun¢k v podminkach neodpovidajicim jejich normalnimu vyskytu,
napf. rozdilny tlak plynt kysliku a oxidu uhli¢itého, vyména latek a informaci s
okolnimi buiikami a nepfitomnost extracelularni matrix. Proto ani nemiize pln€ nahradit
pokusy provadéné na izolovanych organech, zvifatech a dobrovolnicich. Je vSak jejich
cennym doplnénim. Bunécné kultury kladou pomérné velké naklady na vybaveni
laboratote a laboratorni postupy. Jako ptiklad uved’'me jednorazovy material, chemikalie
specifické Cistoty, Skoleni persondlu. Zdrojem pro bunécné kultury je nejcastéji ¢loveék
nebo laboratorni zvife. Primarni kultura je oznaceni pro izolované buiiky. Sekundarni
kultury jsou poté namnozené a nafedéné ¢asti primarni kultury. Kultury lze jednoduse
rozdelit dle ptivodu na nadorové a z normalni tkang. Nadorové kultury se obvykle 1épe
mnozi a nékteré nepodléhaji starnuti. Takové kultury jsou oznacovany jako
imortalizované. U kultur je nutné ovétovat jejich Cistotu, k tomu lze s vyhodou pouzit
imunochemické metody.

K zajisténi prosperity kultury je nutné zajistit buitkdm vhodné podminky. K zékladnim
patfi kultivaéni médium, povrch kultiva¢ni nadoby, teplota, sloZzeni atmosféry (Vejrazka

2013).
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2.5.1. Linie CaCo-2

Bunéénd linie CaCo-2 pochdzi z kolorektdlniho adenokarcinomu 72letého
europoidniho muze. Jedna se o adherentni bunky. Jako zdkladni kultivacni médium
slouzi EMEM (Eagle’'s Minimum Essencial Medium) doplnéné o 20% fetalniho
hovéziho séra. V bunécné linii nejsou exprimovany receptory pro Gn-RH. Exprimovany
jsou receptory pro heat-stable enterotoxin, produkovany E. coli a receptor pro

epidermalni rtstovy faktor (ATCC' 2013).

2.5.2. Linie MDA-MB-231

Bunééna linie MDA-MB-231 pochazi z prsniho adenokarcinomu 5lleté
europoidi zeny. Jednd se o adherentni buniky. Zadkladnim médiem pro kultivaci je L-15
médium doplnéné o 10% fetalniho hovéziho séra. Tato bunécna linie obsahuje receptory
pro Gn-RH. Déle jsou exprimovany receptory pro epidermani riistovy faktor a receptor

pro tumor necrosis factor a (ATCC? 2013).
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3. Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo:

1) Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a jeho derivati MP 264, MP 265
ptipravenych UEB AVCR na bun&nych liniich

a) s receptorem pro Gn-RH (linie MDA-MB-231)

b) bez receptoru pro Gn-RH (linie CaCO-2)

2) Srovnani cytotoxicity paklitaxelu a jeho derivath MP264, MP265 v primarni kultuie
potkanich hepatocytu.

3) Porovnani antiproliferativniho uc¢inku paklitaxelu a jeho derivatu MP 394 na linii

MDA-MB-231
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Biologicky material a chemikalie

Bunécéna linie MDA-MB-231 — ATCC (Wessen, SRN)

Buné¢na linie CaCo-2 — ATCC (Wessen, SRN)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
DMSO (dimethylsulfoxid) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

EMEM (Eagle's minimum essential medium) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
FBS — Lonza (Praha, CR)

gentamycin — Lonza (Praha, CR)

glutamin — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

MTT — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

MP 264, MP 265, MP 394 — derivaty paklitaxelu ptipravené UEB AVCR Praha
neesencialni amikokyseliny — Sigma-Aldrich (Praha, CR)

Paklitaxel — Cedarburg Hauser Pharmaceuticals Inc. (Brodway, Denver, USA)
PBS (fosfatovy pufr se solemi v tabletach) — Sigma-Aldrich (Praha, CR)
Penicilin — Lonza (Praha, CR)

Potkan pro izolaci jater — kmen Wistar, samci 300-500 g — Konérovice (CR)
Pyruvat sodny — Lonza (Praha, CR)

Streptomycin — Lonza (Praha, CR)

Trypsin — Lonza (Praha, CR)

bézné chemikalie Cistoty p.a.
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4.1.1. Konjugaty MP264, MP265, MP394

Konjugity byly piipraveny UEB AV CR. Pro jejich p¥ipravu byla pouzita
17-hydroxylova skupina paklitaxelu.
U konjugatu MP 264 slouzi jako spojka kyselina 4-maleimidomaselna. Jako analog
Gn-RH byla pouzit peptit sekvence pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Cys-Leu-OH.
Jako spojovaci ¢ast v konjugatu MP265 je pouzita kyselina chloroctova.
Aminokyselinova sekvence analogu Gn-RH je pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-D-Cys-Leu-OH.
Spojka u MP394 je kyselina 3,6,9-trioxadekaendiova (Pfibylova a kol. 2011).

4.2. Pristroje

analytické vahy — Scaltec SBC 22

centrifuga — Eppendorf 5§ 10R

CO, inkubator — HeraCell

lamindrni box — BioAir AURA 2000 M.A.C.

mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

mrazici box (-80 °C) — HeraFreeze

spektrometricky a spektrofluorimetricky analyzator — Tecan Infinite M 200
trepacka — IKA MS2 Minishaker

zamrazovaci kontejner — Nalgene, Sigma C1562
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4.3. Metody

4.3.1. Bunééné linie

4.3.1.1. Priprava kultivaénich médii

Pro bunéénou linii CaCo-2

Kultivaéni médium pro buniky CaCo-2 bylo pfipraveno z EMEM (Eagle's
minimum essential medium), ke kterému bylo pfidano inaktivované FBS - fetalni
hovézi sérum, roztok neesencidlnich amikonokyselin (NEAA), glutamin a roztok
antibiotik penicilinu a streptomycinu (Pen/Strep). JednotlivdA mnozstvi pouzitych
roztokl a jejich identifikace jsou uvedeny v tabulce.

Tab.2 Slozeni kultivacniho média pro CaCO-2

EMEM 440 ml
FBS inaktivované (10%) 50 ml
NEAA (1%) 5ml
Glutamin (2 mM) 5ml
Pen/Strep 2,5 ml

Pro MDA-MB-231

Kultivaéni médium pro bunky MDA-MB-231 bylo pfipraveno z DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), inaktivovaného FBS, glukosy, HEPES, a
gentamycinu. Pozitd mnozstvi jednotlivych roztoki jsou uvedeny v tabulce.

Tab.3 Slozeni kultivacniho média pro MDA-MB-231

DMEM 450 ml
FBS inaktivované (10%) 50 ml
gentamycin 500 pl
Glukoza 4,5 g/l
Hepes Sml

Pro inaktivaci sér byla pouZita zvySena teplota (30min.; 57°C).
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4.3.1.2. Rozmrazovani bunécnych linii

K dluhodobému skladovani bunéénych linii slouzi jejich zmrazeni v tekutém

dusiku. Pted kultivaci je nutné buiky rozmrazit a ptenést je do kultivaéniho média.

Po vyjmuti z tekutého dusiku byly zamrazené builkky ponofeny na 1-2 min
do vodni 1azné o teploté¢ 37 °C. Rozmrazend bunétna suspenze byla pfidana do 15 ml
zkumavky ke 12 ml nezahtatého kultivaéniho média. Zhomogenizovana suspenze byla
podrobena centrifugaci (70 g; 5 min). Po odstranéni supernatantu byla provedena
resuspendace pelety v 15 ml kultivatniho média. 15 ml suspenze bylo pieneseno
do 75cm?* kultivaéni lahve. Po 24 hod. kultivaci (37 °C, 5 % CO,) byla provedena
vymeéna kultivacniho média.

Po namnozeni bunék nasledovala bézna pasaz.

4.3.1.3. Pasazovani adherentnich bunék

Pasazovani bylo provadéno na bunécné kultuie, ktera porostla 80 % plochy
kultiva¢ni lahve.
Cilem pasdzovani je zajistit dostatek prostoru pro délici se buiiky. Zbylé bunky byly

pouzity k experimentiim.

Po sliti kultivaéniho média byly bunky dvakrat oplachnuty 7 ml PBS. Toto je
nezbytné pro smyti vapniku, coz zajisti spravnou funkci trypsinu.
K oplédhnutym bunkam byly pfidany 2 ml roztoku 0,25 % trypsinu s EDTA (T-E).
Po 30 s byl 1,5 ml odsan a kultiva¢ni lahev uzaviena a umisténa do termostatu (37 °C;
5% CO,).
Po 5 min v termostatu za pribézného kyvani lahvi méla vétSina bunék kulovity tvar a
plula ve shlucich v lahvi. Bunky byly sklepnuty prudkym pohybem do dna lahve.
Néslednym pfidanim 4 ml piedehifatého média byl proveden oplach stén kultivacni
lahve a opakovanym nasavanim do pipety a vypousSténim bylo dosazeno homogenni

buncné suspenze.
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Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 1-2 ml do ¢isté, sterilni kultivacni lahve a doplnéno
do 13ml kultiva¢nim médiem. Kultivacni lahev byla umisténa v termostatu (37 °C;
5% COy).

Buiiky byly pasdzovany vzdy v utery a v patek.

4.3.1.4 Urceni koncentrace bunécné suspenze

Ur€eni koncentrace bunétné suspenze je nezbytné pro testy cytotoxicity i
kontinualni Zivotnosti bunék. Pro urCeni koncentrace bunécné suspenze byla vyuzita

Biirkerova komurka.

Do obou c¢asti komtrky bylo napipetovano 9 pl bunécné suspenze. V kazdé Casti
komiirky byl stanoven pocet bunc¢k v 5 ctvercich lezicich v thlopfi¢ce. V kazdém
¢tverci byly spocitany vSechny bunky, které lezely uvniti ¢tverce nebo se dotykaly
pravé ¢i spodni hrany ctverce. Celkovy pocet bunék B je pouzit ve vzorci. Buiky

dotykajici se levé nebo horni strany pocitany nebyly.

Pro urceni koncentrace suspenze je vztah

B/10*16=  pocet bungk *10°/100ul

c*V

B * 1600

obr.2  Vzorec pro Fedeni bunécné suspenze na pozadavanou koncentraci, kde
¢ — pozadovany pocet bunék ve 100ul
V — pozadovany objem naredené suspenze [ml]
B — hodnota z Biirkerovy komiirky

X — mnozstvi koncentrované suspenze k naredeni [ml]
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4.3.2. Potkani hepatocyty

4.3.2.1. Izolace a kultivace

Po usmrceni potkana dekapitaci v etherové narkéze byla vyjmuta celd
neporusend jatra a umisténa na Biichnerovu nalevku nad odpadni Erlenmeyerovou
banikou. Nasledovala perfuze jaternich cév.

K perfuzi byl nejprve pouzit roztok bez vapniku (roztok A). Pro udrZeni
fyziologického pH roztoku byl perfuzni roztok probublan pneumoxidem. Perfize byla
provadéna bez recirkulace az do Uplného odkrveni jater (cca 200 ml roztoku A;
5 - 10 minut).

Poté néasledovalo promyvani roztokem s kolagenasou a vapnikem (Bx) o teploté
37 °C s recirkulaci roztoku po dobu cca 5-7 minut, kdy doslo k dostatecnému natraveni
kolagenovych bunécnych spoji vlivem kolagenasy.

Po pfemisténi dostatecné natravenych jater do sklenéné misky na ledové lazni a
nasledném piidani media B, (s obsahem vapniku, albuminu, ovSem bez kolagenasy)
byly tfepanim uvolnény hepatocyty do média.

Ziskana suspenze hepatocytli a zbytkd jaterni tkdné byla zfiltrovand pres
nylonové¢ sitko s definovanou velikosti ok a nasledné rozd€lena do 4-8 vychlazenych
centrifugacnich kyvet o objemu 50 ml. Vlastni centrifugace probihala pii teploté 4 °C,
40 g 5 minut (centrifuga Eppendorf).

Po sliti supernatantu a resuspendovani pelety ve vychlazeném médiu C
(s obsahem vapniku) nasledovala dalsi centrifugace pii 40 g, 5 min. Tento postup byl
zopakovan dvakrat, poprvé za nesterilnich podminek, podruhé ve sterilnim prostredi
laminarniho boxu za pouziti sterilniho roztoku C.

Nasledovalo odsati supernatantu v prostiedi laminarniho boxu a resuspendace
pelet ve vychlazeném zZiviném médiu ISOM (média HAM F12 a Williams v poméru
1:1).

Posledni centrifugace byla realizovana ve 2-4 sterilnich, vychlazenych kyvetach
za podminek 40 g, 5 min.

Po odsati supernatantu a resuspendaci pelety v zivném médiu s FBS (fetalni

hovézi sérum) bez inzulinu byla suspenze ptenesena do kadinky. Objem suspenze by
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mél byt 50 — 100 ml.

Ze suspenze byl odebran vzorek 30 pul do eppendorfky. Po ptidani 30 pl
Trypanové modii a nasledném promichani byla za pomoci Biirkerovy komurky uréena
koncentrace hepatocytll v suspenzi a jejich zivotnost pocitanim zivych a mrtvych bunck.

Koncentrovana suspenze byla nafedéna pomoci zivného média s FBS tak, aby
obsahovala 0,8 — 1*10° Zivych hepatocytl v ml suspenze.

Tato nafedéna suspenze byla pipetovana na 96-ti jamkové desticky v objemu
50 ul do kazdé jamky. Desticky byly umistény do inkubatoru a po 4 hod inkubaci
(37 °C, 5 % COy) byly ptipraveny pro pridani testovanych latek.

Tab.4 Slozeni izolacnich médii pro hepatocyty

roztok sloZeni navazka
Roztok soli NaCl 16 g
KC1 0,8¢g
MgSO.*7H,0 04¢g
redestilovana voda ad 200 ml
Fostatovy pufr NaHPO4*12H,0 0,24 g
KH2P04 0,04 g
redestilovana voda ad 20 ml
1M NaHCO; NaHCO3 16,8 g
redestilovana voda ad 200 ml
Roztok CaCl, CaCl, 4¢g
redestilovana voda 50 ml
Zasobni roztok - ZR redestilovana voda 1780 ml
roztok soli 200 ml
fostatovy pufr 20 ml
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5000m| ZR 19ml ZR do odpadu
-
1250 ml ZR + uprava pH na 7,4
(0,1M HCI; 0,1M NaOH)
+ sterilizace v autoklavu
+ 2,5 ml sterilniho CaCl,
Y

731ml ZR + 19ml 1M NaHCO,

l

Rozmichat na michacce
7min nechat probublat pneumoxidem ve vodni lazni 37°C
Upravit pH na 7,40 (0,1M HCI;0,1M NaOH)

250 ml do 400 ml kadinky
+0,5 ml CaCl,

500ml +0,075g EGTA

o

lazen 37°C
100ml B
150ml B do 250ml Erlenky do 250 ml odsavaci baiiky
+1,5g albuminu lazefi 37°C

Rozmichat na michacéce

|

Tesne pred perfuzi jater
+ 50mg kolagenasy/100ml B

Obr.3 Schéma pripravy roztoku pro izolaci potkanich hepatocytu
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4.3.3. Stanoveni cytotoxicity

Na 96-ti jamkové desticky bylo nasazeno 100 pl testované suspenze buné&k
o koncetraci 2500 bun€k/100 pul. Suspenze byla nafedéna kultivatnim médiem.
Po 24 hodinach bylo k buiitkam ptiddno 100 pl roztoku testovanych latek v 9-ti riznych
koncentracich. Do kontrolnich vzorkii bylo pfidano samotné kultivaéni médium a
rozpoustédlo testovanych latek (DMSO). Kazdd z koncentraci testovanych latek a
kontrola byla inkubovana v 6-ti paralelnich jamkach. Po uplynuti pozadované doby
inkubace byly experimenty vyhodnoceny NRU a MTT testem. Test byl opakovan 3x.

Zivotnost bundk byla vyjadiena v procentech, pfiemz jako 100% byla brana
hodnota odpovidajici primérné absorbanci smési rozpoustédla (DMSO) a kultivacniho

média.

4.3.3.1. Neutral Red uptake (NRU) test

NRU test vyuziva schopnosti neutralni Cervené¢ prechdzet cytoplazmatickou
membranou pomoci neiontové difuze. V bunikach se hromadi v lysozomech, kde vlivem
niz§itho pH dochdzi ke zméné naboje barviva (viz. Obr.4 ),coz znemozni jeho tniku
z lysozomu. Udrzeni protonového gradientu na membrané lysozomul je energeticky
naro¢né, proto poskozeni nebo smrt bunky vede k jeho poklesu a Uniku neutralni
cervené z bunky.

Pii vlastnim NRU testu bylo nejprve odstranéno kultivaéni médium, které bylo
nahrazeno 200 pul roztoku neutralni cervené rozpustené v meédiu na vyslednou
koncentraci 40 pg/ml. Poté byly desticky inkubovany 2-3 hodiny v inkubatoru (37 °C;
5% COy,). Po inkubaci bylo médium s neutralni erveni odstranéno a nahrazeno 100 pl
fixacniho roztoku (1 g CaCl, ve 100 ml 0,5 % roztoku formaldehydu).

Desticky s fixatnim roztokem byly ponechdny 15 minut pii pokojové teploté.
Nasledovalo odstranéni fixacniho roztoku a ptfidani 200 pl lyzaéniho roztoku (1 %
kyselina octova v 50 % lihu). Desticky byly tfepany 30 minut na tfepacce. MnoZstvi

uvolnéné neutrdlni Cervéné bylo zméteno fotometricky pifi 540 nm na Tecanu.
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Obr4 Zména struktury neuralni cervené v zavislosti na pH prostredi

4.3.3.2. MTT test

MTT test vyuziva schopnosti zivych bunc¢k redukovat na mitochondrialni
membrané zluty solubilni 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
(MTT) na nerozpustny formazan (viz. Obr.5). Vznikly formazan je rozpustén a zbarveni

je vyhodnoceno spektrometricky pii vinovych délkach 570 a 690 nm.

Mitochondrialni
reduktasa N

N
7 N —
,;i\‘* Br - Br
—=N

Obr.5 Redukce MTT na formazan
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Pii MTT testu bylo do kazdé jamky napipetovano 25 pl roztoku MTT (3 mg
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid/ 1 ml PBS) pfedehiatého na 37 °C.

Nésledovala 1-2 hodinova inkubace v inkubatoru (37 °C; 5 % CO,). Po inkubaci
bylo médium s roztokem MTT odtranéno a nahrazeno 50 pl lyzaéniho roztoku (0,08 M
HCI v isopropanolu). Desticky byly tfepany na tiepacce cca 30 minut do uplného

rozpusténi. Absorbance byla métfena na Tecanu pii vinovych délkach 570 a 690 nm.

4.3.3.3. Kontinualni monitorovani bunék v realném c¢ase —

systémem x-CELLigence

Principem kontinudlniho monitorovéni je sledovani zmén elektrické impedance
pomoci zlatych mikroelektrod ve dné desticky. Zména impedance je zavisla na poctu
ptisedlych buné€k, proto lze sledovat jejich piirtistek v case bez nutnosti invazivniho
méfeni.

Pro tento test byly pouzity 16-ti jamkové desticky se zlatymi mikroelektrodami.
Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 90 ul kultivaéniho média. Nésledoval
ptidavek 100 pl bunééné suspenze. Buitkdm bylo ponechano 30 minut na pfisednuti a
poté nasledovala kalibrace pfistroje. Po 24 hodinach bylo k bunkdm ptidano 10 pl
roztoku testovanych latek v urcenych koncentracich. Jednotlivé koncentrace byly
inkubovany ve 4 paralelnich jamkach. Jako kontrolni vzorek slouZzil roztok média

s rozpoustédlem (DMSO), ktery byl inkubovan ve 12 paralelnich jamkach.
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4.3.4. Zamrazeni bunécnych linii

Pro uchovavani v tekutém dusiku slouzi 1,5 ml zamrazovaci ampule. Do jedné
ampule se dava 1,2 ml suspenze bunék, které pii 80-90% konfluenci rostou na plose
25cm’.

K suspenzi bylo ptfidano 150 pl sterilniho séra (PTS). Nasledoval ptidavek 150 pl
sterilntho DMSO (dimethylsulfoxid). Nutné je zkumavku ihned uzaviit a obsah
dikladné¢ zhomogenizovat z divodu toxicity DMSO. Thned po homogenizaci byly
zkumavky umistény do zamrazovaciho kontejneru (NALGENE, Sigma C1562)
naplnéného isopropanolem. Kontejner se umistil do mraziciho boxu, kde probihalo
gradientové zamrazeni (-1 °C/min). Nejdiive po 2 hodindch (obvykle druhy den) bylo
mozné zamrazené bunétné suspenze umistit do tekutého dusiku pro dlouhodobé

skladovani.
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S. Vysledky

5.1. Optimalizace kultiva¢nich podminek

Zpasazované bunky byly ptvodné pred nasazenim na mikrotitracni desticky
fedény na koncetraci 5000 bun¢k ve 100 pl bunééné suspenze. V této koncentraci vSak
dochazelo k pferiistani bunék, proto byla zvolena koncentrace nizsi, konkrétné 2500

bun¢k ve 100 pl bunééné suspenze.
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5.2. Konjugaty MP264, MP265
5.2.1. Bunééna linie MDA-MB-231

Pti testech antiproliferacniho uc¢inku bylo méfeno mnozstvi bunék bunécné linie
MDA-MB-231 po 48 hodinové inkubaci bunék s PTX a jeho derivaty MP264 a
MP265. Testy byly hodnoceny NRU a MTT testem. Testované latky byly pfidavany v
koncentraci 0,5 - 250 nM. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v grafu jako zavislost viability

bunck [% kontroly] na koncentraci latek [nM].
5.2.1.1. S neovlivnénymi receptory pro Gn-RH

Prvni série pokust byla provedena na bunkéch s nevysycenymi receptory pro
Gn-RH.

I
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Obr.6 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a jeho derivatic MP264 a
MP265 na bunécnou linii MDA-MB-231 s nevysycenymi receptory pro Gn-RH,
hodnoceno po 48 hodinach MTT testem.
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Obr.7 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a jeho derivatic MP264 a
MP265 na bunécnou linii MDA-MB-231 s nevysycenymi receptory pro Gn-RH,
hodnoceno po 48 hodinach NRU testem.

Graf hodnoceny MTT testem ukazuje pfi nizSich koncentracich vyssi uc¢inek
samotného  paklitaxelu, pii vysSich koncentracich dochdazi k vyrovnani
antiproliferacnich ucinkd.

Graf hodnoceny NRU testem ukazuje pii nizSich koncentracich vys$i ucinek
paklitaxelu. Od koncentrace 25 nM dochazi k ptfibliZnému vyrovnani u¢inku paklitaxelu

a derivatu MP265. Derivat MP264 jevi niz$i antiproliferacni ti¢inek nez ostatni.
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5.2.1.2. S vysycenymi receptory pro Gn-RH

Pro ovéfeni hypotézy pronikani konjugati do bunék pomoci Gn-RH receptori
byly tyto receptory pied pfidanim latek nejprve vysyceny 30 minutovou inkubaci

s Gn-RH o 10-ti ndsobné koncentraci oproti pridavanym latkam.
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Obr.8 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a jeho derivatii na bunkach
linie MDA-MB-231, u jejichz casti doslo k vysyceni receptorii pro Gn-RH, hodnoceno
po 48 hodinach MTT testem.
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Obr.9 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a jeho derivatii na bunkach
linie MDA-MB-231, u jejichz casti doslo k vysyceni receptorii pro Gn-RH, hodnoceno
po 48 hodinach NRU testem.

Graf hodnoceny MTT nevykazuje rozdily mezi antiproliferativnim u¢inkem
paklitaxelu a derivaitu MP 265 na ovlivnéné a neovlivnéné buiiky. Derivat MP 264
vykazuje mirny pokles antiproliferativniho G¢inku na bunikach s vysycenymi receptory
pro Gn-RH.

Graf hodnoceny NRU testem nevykazuje rozdily v antiproliferativnim ptsobeni

paklitaxelu ani jeho derivati MP 264, MP265 na buiiky ovlivnéné a neovlivnéné.
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5.2.1.3. x-CELLigence test

Pro test kontinudlni monitorovani Zivotnosti byla pouZita bunécna linie
MDA-MB-231. Testované latky byly pouzity v koncentraci 2,5 nM. Vysledky jsou

uvedeny v grafu jako zavislost viability bun¢k [% kontroly] na ¢ase [hod].
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Obr.10 Ucinek paklitaxelu a jeho derivatii v ¢ase na bunécnou linii MDA-MB-231.

Z grafu je patrnd nejvysSsi ucinnost u paklitaxelu 4 — 8 hodin po aplikaci,
u derivatu MP264 8 — 16 hodin po aplikaci a u derivatu MP 265 12 — 24 hodin
po aplikaci.

Kontinudlni monitorovani zivotnosti bunck ukazalo, ze vSechny testované latky

maji v nizké koncentraci vyrazny cytotoxicky ucinek.
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5.2.2. Testovani stability konjugati paklitaxelu

Testy stability byly provedeny UEB AV CR. Pro uréeni koncentrace jednotlivych
slozek byla pouzita HPLC. Mnozstvi paklitaxelu uvolnéného z jeho derivati je

vyjadiena jako graf zavislosti % mnozstvi uvolnéného paklitaxelu na case [hod].
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Obr.11 Graf zavislosti mnozstvi uvolneného paklitaxelu z jednotlivych derivatii na case

[hod].

Graf ukazuje vysokou nestabilitu derivatu MP265 v roztoku.
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5.2.3. Primarni kultura potkanich hepatocyti
Testy cytotoxicity byly provedeny na primdrni kultufe potkanich hepatocyti.

Testované latky byly nandseny v koncentraci 0,5 — 10 pM.
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Obr. 12 Porovnani cytotoxického ucinku paklitaxelu a jeho derivatu MP264 na primarni

kulturu potkanich hepatocytii. Pokus byl hodnocen po 24 hodinach MTT testem.

Z grafu je patrny nizsi cytotoxicky uc€inek derivatu MP 264 na primérni kulturu
potkanich hepatocytd.
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5.2.4. Bunééna linie CaCo-2

Pti testech byl porovnavan antiproliferacni ti€inek paklitaxelu a derivatu MP 264
na bunécnou linii CaCo-2. Pokus byl hodnocen NRU testem po 48 hodinové expozici.

Latky byly nanéaseny ve vysledné koncentraci 0,5 — 100 nM.

5.2.4.1. U&inek na délici se buiiky
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Obr. 13 Porovnani antiproliferativniho ucinku paklitaxelu a derivatu MP 264 na delicich

se bunkach linie CaCo-2. Pokus byl hodnocen NRU testem po 48 hodinové expozici.

Graf ukazuje silngjsi antiproliferacni ucinek paklitaxelu s nastupem pfi
koncentraci 10 nM. Derivat MP 264 vykazuje urcity antiproliferacni ucinek az pii

koncentraci 50nM a vyssi.
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5.2.4.2. Utinek na nedélici se buiiky

Pro porovnani byly buiiky linie CaCo-2 nasazeny mikrotitra¢ni desticky a 14 dni

inkubovany v termostatu pti vyméné kultivaéniho média vzdy 2x tydné.
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Obr. 14 Cytotoxicky ucinek paklitaxelu a derivatu MP 264 na nedélici se bunky linie
CaCo-2. Hodnoceno NRU testem po 48 hodinové expozici.

Z grafu je patrné neovlivnéni bun€k paklitaxelem ani jeho derivatem MP 264.
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5.3. Konjugat MP394

Konjugat MP394 byl testovan dodatecné pouze na linii MDA-MB-231 z divodu
nizkého ucinku dalSich dvou derivati. Jeho podrobnéjsi studium bude pfedmétem jiné
prace.

Pti testech antiprolifera¢niho G¢inku bylo méfeno mnozstvi bun¢k bunécné linie
MDA-MB-231 po 48 hodinové inkubaci bunék s PTX a derivaitem MP394.
K hodnoceni byl pouzit NRU a MTT test. Testované latky byly pfidavany v koncentraci
0,5 - 250 nM. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v grafu jako zévislost viability bunék
[% kontroly] na koncentraci latek [nM]. Testované buniky nemély vysycené receptory

pro Gn-RH.
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Obr. 15 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a derivatu MP394 na bunécnou
linii MDA-MB-231 s nevysycenymi receptory pro Gn-RH, hodnoceno po 48 hodindch
MTT testem.
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Obr. 16 Porovnani antiproliferacniho ucinku paklitaxelu a derivatu MP394 na bunécnou
linii MDA-MB-231 s nevysycenymi receptory pro Gn-RH, hodnoceno po 48 hodindch
NRU testem.

Grafy hodnocené MTT i NRU testy ukazuji srovnatelny antiprolifera¢ni ti¢inek

PTX a derivatu MP394.
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6. Diskuze

Chemoterapie je nedilnou soucasti 1é€by nddorovych onemocnéni. Jejim
limitujicim faktorem je vyskyt nezddoucich u¢inkdi a neselektivni pasobeni pfi
systétmovém podani. Snaha o vys$i specificitu piisobeni vedla k ptipravé fady raznych
cilenych derivati 1€¢iv. V nich je 1é¢ivo navazano na monoklonalni protilatku, protein,
¢1 hormon, jejichz schopnost vazat se na cilovou molekulu vyskytujici se pouze (nebo
ve zvySené miie) v nadorové buiice by méla zabezpecit selektivni vstup cytostatika
do nadorové tkan¢ (Nagy a kol. 1996).

Nadéjnym nosi¢em pro cileny transport cytostatik by mohl byt Gn-RH.
Paradoxni suprese sekrece FSH a LH pfi dlouhodobé zvySené hladiné Gn-RH vede
k cilené odpoveédi u hormondlné dependentnich nadort. Diky expresi receptoru
pro Gn-RH nékterymi nadory prsu a vajecnikll se jevi racionalni jeho vyuziti v cilené
terapii. (Sealfon a kol. 2010)

V laboratofich UEB AV CR bylo pfipraveno nékolik konjugitii paklitaxelu
s analogy Gn-RH. Ptedloni byl na Katedfe biochemickych véd FaF UK testovan
antiproliferac¢ni uc¢inek konjugati MP 264 a MP 265 na bunécéné liniit MCF 7. Tato linie
byla odvozena od adenokarcinomu prsu a exprimuje receptory pro Gn-RH. Konjugat
MP 264 jevil v této linii antiproliferacni ucinek srovnatelny s PTX, konjugat MP 265
vykazoval vyssi antiproliferacni G¢inek nez PTX (Ptibylova a kol. 2011)

Prvnim cilem této diplomové prace bylo testovat antiproliferatni ucinek
na buiikach prsniho adenokarcinomu linie MDA-MB-231, ktery exprimuje receptory
pro Gn-RH a bunkéch kolorektalniho adenokarcinomu linie CaCo-2, ktery receptory pro
Gn-RH neexprimuje.

Antiproliferaéni ucinek derivatt MP 264 a MP 265 byl hodnocen v linii
MDA-MB-231 dvéma riznymi testy zivotnosti NRU, MTT a monitorovan pomoci
syst¢ému x-CELLigence. Pomoci testt NRU a MTT bylo ur€eno mnozstvi bunék
po ukonéeni experimentu (48 hod.), syst¢ém x-CELLigence umoznil kontinudlni
sledovani poc¢tu bun€k po celou dobu experimentu (24 hod.).

V linii MDA-MB-231 vykazoval derivat MP265 srovnatelny antiproliferacni

ucinek jako PTX. Derivat MP264 vykazoval niZsi antiproliferacni ucinek ve srovnani
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s PTX. Vysledky ziskané NRU a MTT testy se 1i§i, coz mize byt zpisobeno odlisSnym
principem pouzitych metod. Hodnoceni NRU testem se pro bunécné linie zda byt
vyhodné;jsi nez hodnoceni MTT testem.

Pro prokézani vstupu testovanych konjugatii do bun¢k pomoci Gn-RH receptort
byl porovnavan ucinek samotnych konjugati s ucinkem konjugati s ptridavkem
gonadoliberinu. Vysyceni receptori pro Gn-RH gonadoliberinem neovlivnilo
antiproliferacni uCinek derivatu MP265, u derivatu MP264 doslo k mirnému poklesu
antiproliferacniho G¢inku pfi vyhodnoceni MTT testem. To naznacuje, Ze do bunék linie
MDA-MB-231 konjugat MP265 neni transportovan pomoci vazby na Gn-Rh receptor.
U konjugatu MP264 je mozné pouze Castecny prinik pomoci receptoru pro Gn-RH. Je
zajimavé, ze v linii MCF7 byl pozorovan vyrazny vliv vysyceni receptort
gonadoliberinem na Uc¢inek obou derivath (Ptibylova a kol. 2011). Tento rozdil
naznacuje rozdilné vlastnosti (struktura, mira exprese, afinita) Gn-RH receptorti v obou
prsnich nddorovych liniich.

Systémem x-CELLigence byl monitorovan uUc¢inek PTX a derivaity MP264 a
MP265 v linii MDA-MB-231. Vysledky ukazaly rychly cytotoxicky ucinek PTX,
s maximem kolem 8. hodiny po aplikaci, trvajicim do 12. hodiny, poté dochdzi k rychlé
proliferaci bun¢k. U derivatu MP264 doSlo k maximu cytotoxicity okolo 12. hodiny po
aplikaci, riist bun¢k byl béhem 24 hodin zpomaleny. U derivatu MP265 se maximum
cytotoxického ucinku nachazi mezi 12. a 20. hodinou po aplikaci.

Na zaklad¢ dosazenych vysledkd, jsme se zacali obavat nizké stability konjugatt
MP264 a MP265 v kultivatnim médiu pro bunky linie MDA-MB-231. Stabilita
konjugati byla nasledné¢ testovana pomoci HPLC a vysledky castecné potvrdily nase
obavy. Konjugat MP265 je za kultiva¢nich podminek nestabilni a rozpada se na volny
PTX (ze 42% za 24 hod., ze 72% za 48hod.). Stabilita derivatu MP264 je vyrazné vyssi,
podil uvolnéného PTX cinil 15% po 24 hod. a necelych 30% po 48hod. Z divodu
vysoké nestability MP265 byly dalsi testy provadény pouze s derivatem MP264.

Cilem dalSich experimentd bylo stanovit cytotoxicky ucinek konjugatu MP264
na kulturu primarnich potkanich hepatocytl, u kterych nedochazi k expresi receptort
pro Gn-RH.

Pro testy cytotoxicity na hepatocytech byl pouzit pouze MTT test, protoze pii

testu NRU by mohlo dojit, z divodu velkého mnoZstvi oplachovacich roztokd,
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ke zménam mnozstvi nepfili§ adherentnich hepatocytd. Na kultufe primarnich
hepatocytli vykazoval derivat MP264 cytotoxické ucinky az pii koncentraci 10 uM,
zatimco PTX vykazoval cytotoxické ucCinky uz pri koncentraci 1 uM. Pii vysSich
koncentracich nez 10 uM vykazovaly oba derivaty nestabilitu v roztoku.

Dale byl antiproliferacni u¢inek MP264 hodnocen na bunécné linii CaCo-2,
u které by také nemélo dochazet k expresi receptori pro Gn-RH. K hodnoceni byly
pouzity testy MTT a NRU. V linii CaCo-2 na dé¢licich se bunkach vykazoval derivat
MP264 nizsi antiprolifera¢ni G€inek nez PTX. Na nedélicich se buiikdch nevykazoval
ucinek PTX ani derivat MP264.

Pii porovnani vysledkti v bunkdch MDA-MB-231 (s Gn-RHr) a bunkach
CaCo-2 (bez Gn-RHr) je ziejmé, ze antiproliferacni Gcinek derivatu MP264 je v obou
liniich srovnatelny, navzdory ptfedpokladu jeho vys$siho G€inku na liniit MDA-MB-231
exprimujici receptory pro Gn-RH. Ani tento derivat tedy nesplnil nase ocekavani.

Z tohoto divodu byl pfipraven derivat MP394, ktery se od derivati MP264 a
MP265 1isi pouzitym spojovacim c¢lankem mezi PTX a analogem Gn-RH. Jako
spojovaci ¢lanek byla u derivatu MP394 zvolena kyselina 3,6,9-trioxadekaendiova.

Béhem prvnich testl se jevil konjugat MP394 nadéjn€, protoze v testech na linii
MDA-MB-231 vykazoval srovnatelny antiproliferacni u¢inek jako PTX. Teprve dalsi

testy s timto derivatem ukazi, zda se jedna o latku vhodnou pro cilenou 1écbu.
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7. Zavéry

Derivat MP265 vykazuje na linii MDA-MB-231 porovnatelny antiprolifera¢ni
ucinek jako PTX. Stabilitni studie vSak ukézala jeho rychlou degradaci v roztoku, proto

nebyl v dalSich testech hodnocen.

Derivat MP 264 vykazuje v linii MDA-MB-231 slabsi antiproliferacni G¢inek
nez PTX. Jeho stabilita v roztoku je relativné dobra. V linii CaCo-2 vykazuje tento
konjugat slabsi antiproliferacni G¢inek nez PTX, srovnatelny s jeho U¢inkem v linii
MDA-MB-231. Z tohoto divodu pravdépodobné pronikd do bunék jinym
mechanismem neZz pomoci receptori pro Gn-RH. Cytotoxicky ucinek MP264

na potkani hepatocyty byl mirné nizsi nez t¢inek PTX.

Derivat MP 394 vykazuje na linii MDA-MB-231 podobny antiproliferacni

ucinek jako PTX. Jeho hodnoceni vyzaduje dal$i experimenty.
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Seznam zKratek

ATCC — American Tissue Cell Collection — Americka sbirka tkanovych kultur
CYP — cytochrom P450

DMEM - Dulbecco’s Modifated Eagle Medium

DMSO - dimethylsulfoxid

EMEM - Eagle's Minimum Essential Medium

FBS — Fetalni hovézi sérum

FNHK - Fakultni nemocnice Hradci Kralové

FSH — folikuly stimulujici hormon

Gn-RH — gonadoliberin

Gn-RHr — receptor pro gonadoliberin

HEPES — kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
ISOM — sm¢s tvorend médii HAM F12 a Williams v poméru 1:1
LH — luteiniza¢ni hormon

MTT — 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NEAA — roztok neesencidlnich aminokyselin

NRU - test neutrdlni ¢ervéni

PBS — fosfatovy pufr

pen — penicilin

PTX — paklitaxel

strep — streptomycin

T-E — trypsin s kyselinou ethylendianimotetraoctovou

TNF o — tumor nekrotizujici faktor o

UEB AV CR — Ustav experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky
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