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Abstrakt

Palmarni-plantarni  erythrodysesthesie (PPE) je nezddouci ucinek
doprovazejici antineoplastickou terapii pti podavani 5-fluorouracilu formou
kontinudlni infuse, pripadné pti dlouhodobé terapii kapecitabinem
(proléCivo 5-FU). V nejzdvaznéjsich pripadech PPE znemoznuje dalsi
pokracovani v potfebné terapii. V IéCbé a prevenci tohoto nezadouciho
ucinku je pouzivana lokdlni aplikace uridinu ve formé 10 % masti, nicméné
tento postup nebyl dosud ovéfen randomizovanymi studiemi a neni
vSeobecné pfijiman. PPE je zplUsobena s nejvétsi pravdépodobnosti pfimym
vlivem cytostatika na k(zi dlani a plosek nohou. Toxicita 5-FU je
zprostifedkovana predevsim jeho inkorporaci do RNA a inhibici thymidylat
synthasy (TS), ktera vyusti v poruchu synthesy DNA. U odlisnych typl bunék
maji tyto mechanismy pro rozvoj toxicity 5-FU rlizny vyznam. Pfi hledani
specifického antidota v terapii PPE je proto nezbytné zjistit jaky molekularni
mechanismus toxicity 5-FU se uplatiiuje u keratinocyt(.

Jako nejvhodnéjsi latky pro pouziti v lokalni terapii PPE jsme vybrali
pyrimidinové nukleosidy, predevsim uridin, ktery je ve formé 10 % uridinové
masti v této indikaci vyuzivan v nékolika onkologickych centrech ve Stredni
Evropé. Jako prostiedek pro zjisténi mechanismu plsobeni 5-FU jsme dale
testovali ucinek kalciumfolinatu (CF), ktery zesiluje inhibici thymidylat
synthasy 5-fluorouracilem. Jako dalsi potencidlni antidota jsme studovali
uracil a pyridoxin. Pro ovéfeni potencialu jednotlivych latek antagonisovat
toxické ucinky 5-FU jsme provedli in vitro testy na bunécné linii spontanné
imortalisovanych lidskych keratinocytd HaCaT. Neékteré testy jsme
zopakovali rovnéz na primarnich keratinocytech. PouZili jsme 3 rozdilné a
vzajemné se dopliujici metody testovani viability bunék: mikroskopické
hodnoceni vyvoje morfologickych zmén dokumentovanych
mikrofotografiemi, hodnoceni metabolické aktivity pomoci MTT testu a
hodnoceni casového vyvoje adherence bunék k podkladu pomoci RTCA
testu.

Uridin vyznamné prodluZoval preZiti bunék v pritomnosti 5-FU. Uridin

zabranuje inkorporaci 5-FU do RNA a Ize tedy dovozovat, Ze tento
mechanismus ucinku 5-FU je pro HaCaT keratinocyty zasadni. Pokud jsme k
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uridinu ptidali thymidin, doslo k dalSimu narQstu metabolické aktivity a
prodlouZeni preziti bunék. Tento efekt byl spiSe synergicky nez aditivni.
Samotny thymidin pfezivani bunék neprodluzoval. Lze tedy dovozovat, Ze
thymidin, ktery sniZzuje vyznam inhibice TS 5-fluorouracilem, prodluZuje
preziti bunék aZ v pfipadé, Ze je zablokovdna inkorporace 5-FU do RNA. Tuto
hypotesu jsme potvrdili rovnéz pomoci CF, ktery toxicitu 5-FU zvySoval
pouze v ptipadé, Ze jsme zablokovali inkorporaci 5-FU do RNA uridinem.
Pokud na buriky pUsobil samotny 5-FU, nebyla toxicita pridanim CF zvySena.
Uridin tedy ,prepind” mechanismus toxicity z RNA inkorporace na inhibici
TS, kterd miZe byt dale zesilena CF. V pfipadé, Ze v médiu bunék byl
pfitomen 5-FU, uridin i thymidin, nebyla toxicita 5-FU dale zvySovana pfi
pfidani CF, coz potvrzuje, Ze se inhibice TS 5-fluorouracilem v pfitomnosti
thymidinu vyznamné neuplatfiuje. Zaroven jsme potvrdili, Ze stejnym
zplUsobem jako uridin snizuje toxicitu 5-FU také cytidin, pravdépodobné
poté, co je metabolisovan na uridin. Uracil vykazoval vyznamné nizsi efekt
nez uridin. Deoxyuridin a pyridoxin neovliviiovaly toxicitu 5-FU vlbec.

Potvrdili jsme, terapie a prevence PPE 10 % uridinovou masti Ize podpofit in
vitro dikazy o Ucinku uridinu jako antidota 5-FU u HaCaT keratinocytd.
Tento ucCinek jsme navic potvrdili rovnéz nékolika pokusy na primdrnich
keratinocytech. Teoreticky je moZné stejnym zplisobem pouZit i cytidin,
nicméné jeho nizsi stabilita (nutnost skladovat v chladu) komplikuje klinické
pouziti. Zaroven lze doporucit uvazit pro pripadné dalsi klinické testovani
kombinaci uridinu a thymidinu za ucelem zvyseni efektu v terapii PPE.



Abstract

Palmar-plantar erythrodysesthesia (PPE) frequently accompanies the
therapy with a continuous 5-FU infusion or peroral capecitabine (5-FU
prodrug). In the most severe cases this adverse effect leads to
discontinuation of a needful therapy. Local 10 % uridine ointment is used to
prevent and treat the said adverse event. Nevertheless, this method is not
generally accepted as an effective one because it has never been proved in a
randomized controlled clinical trial. Most probably, a direct effect of a
cytostatic compound on the skin of hands and foots causes PPE. The toxicity
of 5-FU is mediated primarily by its incorporation into RNA and by
thymidylate synthase (TS) inhibition and subsequent DNA synthesis
disruption. The importance of particular 5-FU toxicity mechanisms varies in
different cell types. For choosing the best PPE local antidote it is necessary
to find out which molecular mechanism applies in keratinocytes.

We have chosen pyrimidine nucleosides as the most suitable compounds for
the local PPE therapy because the uridine ointment is already being used in
several oncology centers in the Central Europe. In order to find out the 5-FU
toxicity mechanism, we further tested the effect of calciumfolinate (CF)
which strengthens the TS inhibition by 5-FU. We studied also uracil and
pyridoxine as potential 5-FU antidotes. We tested in vitro the individual
compound potential to prevent toxic 5-FU effects on the HaCaT cell line of
spontaneously immortalized human keratinocytes. We used three different
and complementary methods of cellular viability testing: microscopical
assessment of the evolution of morphological changes documented in
microphotographs, metabolic activity assessment by means of the MTT test
and measuring the cellular adherence within time by the RTCA test.

We confirmed that uridine significantly prolongs the cellular survival in the
5-FU presence. We also confirmed that cytidine protects the cells to the
same extent. Uridine prevents 5-FU incorporation into RNA and thus we
confirmed that this mechanism is crucial for the 5-FU toxicity in the HaCaT
keratinocytes. When we added thymidine to uridine, further increase in
metabolic activity and prolongation of cellular survival occurred. This effect
was rather synergic than additive as thymidine solely did not prolong the
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cellular survival at all. This means that thymidine prolongs cellular survival
by abrogating TS inhibition only when the 5-FU incorporation into RNA is
blocked by uridine. We confirmed this hypothesis also by experiments with
calciumfolinate (CF). CF increased the 5-FU toxicity only when the 5-FU
incorporation into RNA was blocked by uridine. CF did not increase the 5-FU
toxicity when no protective compound was added. Therefore uridine
“switches” the 5-FU toxicity mechanism from RNA incorporation to TS
inhibition which can further be strengthened by CF. When 5-FU, uridine and
thymidine were present in the cell culture medium, the 5-FU toxicity was
not increased by CF. This confirms the fact that TS inhibition by 5-FU is
abrogated by thymidine and therefore CF cannot be effective as a 5-FU
toxicity booster. Cytidine showed the same protective effect as uridine
probably after its metabolisation to uridine. Uracil showed only a
significantly lower protective effect in comparison with uridine.
Deoxycytidine and pyridoxine did not prevent the 5-FU toxicity at all.

We confirmed that the 10 % uridine ointment application in PPE treatment
and prevention can be supported by in vitro results of the uridine 5-FU
antidotal effect in the HaCaT cells. This effect was further confirmed by
several experiments on primary keratinocytes. From the theoretical point of
view, cytidine would be similarly effective as uridine when placed into the
ointment but the lower stability of this nucleoside (cold storing
requirement) makes its clinical employment difficult. The combination of
uridine with thymidine for further clinical testing is advisable so that the
protective ointment efficacy could be increased.



1. Uvod

Kontinualni podani 5-FU je provazeno vyskytem palmarni a plantarni
erythrodysesthesie (PPE) (Lokich et al. 1989; Wolpin and Mayer 2008).
Tento nezadouci Ucinek je pomérné Casty také v pripadé dlouhodobé terapie
kapecitabinem (Biganzoli et al. 2002; Leonard et al. 2011; Yun et al. 2010),
pti které se vyskytuje v zavislosti na davce v cca 30-60 % pfipadd (Hofheinz
et al. 2012; Leonard et al. 2011). PPE mUZe vyznamné snizit kvalitu Zivota
pacientl a v nékterych pfipadech vede k nutnosti snizeni davky, pfipadné
k ukonceni jinak ucinné antineoplastické terapie (Leonard et al. 2011;
SPC_Xeloda 2006; von Moos et al. 2008; Yun et al. 2010). Histologicky obraz
PPE je popisovan jako nespecifickd reakce keratinocytd na pritomnost
cytotoxické latky v kdZi (Janusch et al. 2006), cilem lokalni terapie by tedy
mélo byt antagonisovani u¢inku 5-FU.

Metodou volby pti terapii PPE zplsobené |éCbou capecitabinem je snizeni
davky (SPC_Xeloda 2006). V pripadech, kdy samotné snizeni davky pro
snizeni toxickych projevl nestaci, by bylo vyhodné lokalni, nebo systémové
pouziti antidota, které ochranuje zdravé bunky a nesniZuje protinadorovou
ucinnost fluoropyrimidinG. V soucasné dobé vsak neexistuje takovato
universalné doporucena terapie, i kdyZ napf. uridin tyto poZzadavky pomérné
dobre splfiuje (van Groeningen et al. 1992). Empiricky je za timto ucelem
v nékterych centrech ve Stfedni Evropé pouZivana aplikace 10 % uridinové
masti (Juergen 2004; Netikova et al. 2009).

Uvahy o pouziti lokdlnich antidot pfi 1é¢bé 5-FU vychazeji z moiné
interference s molekularni podstatou plsobeni 5-FU v burkach, ktera
spociva predevsim v nasledujicich dvou hlavnich mechanismech:

1. Inhibice thymidylat synthasy (TS) metabolitem
fluorodeoxyuridinmonofosfatem (FAUMP). FAUMP se vaze na aktivni
misto TS a zabranuje tak vazbé deoxyuridinmonofosfatu (dUMP) a
syntéze thymidylatu (dTMP). Komplex FATMP sTS je stabilisovan
redukovanou kyselinou listovou, kterd za normalnich okolnosti funguje
jako donor methylové skupiny pro pfeménu uracilu na thymin. Proto
dochazi kposileni acinku 5-FU  pfi  pfidani  kalciumfolinatu
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(Advanced_Colorectal_Cancer_Meta-Analysis_Project 1992). Nasledné
dochazi k dysbalanci mezi koncentracemi jednotlivych nukleotidi a
vznikd velké mnozstvi dUTP, ktery se spolu s FAUTP inkorporuje do DNA
a zpUsobuje poruseni jeji funkce (Longley et al. 2003; Martin et al.
1980). Inhibici TS je mozZné obejit suplementaci thymidinu, ktery je
nasledné metabolisovan na thymidylat thymidinkinasou (Umeda and
Heidelberger 1968). Thymidinkinasa ovSem také aktivuje 5-
fluorodeoxyuridin (FdU) na FAUMP a zprostredkovava tak opét inhibici
TS.

2. Inkorporaci fluorouridintrifosfatu (FUTP) do RNA. Inkorporace FUTP do
RNA vede k poruse jeji funkce (Longley et al. 2003; Martin et al. 1980) a
je moziné ji predejit aplikaci uridinu (Codacci-Pisanelli et al. 2008;
Sawyer et al. 1984). V klinicky vyuZitelnych davkach je dosahovano pfi
eskalaci davek vyznamnéjsi inkorporace 5-FU to RNA (Nord et al. 1992).

RlGzné typy bunék mohou metabolisovat 5-FU na odlisné produkty, takze se
u nich mohou rozvijet rlizné mechanismy toxicity 5-FU, pripadné rGzné
mechanismy resistence podle konkrétniho enzymatického vybaveni (Umeda
and Heidelberger 1968; van Groeningen et al. 1992).

Vysoka exprese TS koreluje s vyskytem resistence nador( na terapii 5-FU
(Kamoshida et al. 2004; Longley et al. 2003). Naproti tomu u nenadorovych
stfevnich bunék ukazaly pokusy na mysich, Ze predominantni toxicita 5-FU
neni spojena s inhibici TS, nebot suplementace thymidinem nevedla k jejimu
snizeni. Autofi zaroven potvrdili, Ze je mozné snizit toxicitu 5-FU soucasnym
podanim uridinu, ktery zabranuje inkorporaci FUTP do RNA (Pritchard et al.
1997). Na zakladé skutecnosti, Ze zdravé bunky se déli pomaleji, nez buriky
nadoru a synthetisuji tedy méné DNA Ize predpokladat, Ze budou citlivéjsi na
inkorporaci 5-FU do RNA, nez na inhibici TS, ktera vede k poskozeni DNA.

Kalciumfolinat (CF, syn. leukovorin) bézné v klinické praxi aplikovany spolu
s5-FU, nebot vyznamné zvySuje poclet odpovédi na lé¢bu i kdyz
neprodluzuje pramérné celkové prezivani pacient(
(Advanced_Colorectal_Cancer_Meta-Analysis_Project 1992). Mechanismus
ucinku je zprostiedkovan zesilenim vazby FAUMP na TS v pfitomnosti
tetrahydrofolatu (Longley et al. 2003). V pripadé studii na bunécénych liniich



Ize odhadnout vyznam inhibice TS pro ucinek 5-FU pomoci pridani
kalciumfolinatu. Pokud toxicita neni zvySena, je mechanismem rozvoje
toxicity pravdépodobné predevsim inkorporace 5-FU do RNA. (Codacci-
Pisanelli et al. 2008).

Mezi latky, které snizuji toxicitu 5-FU fadime na toto misto predevsim
nékteré pyrimidinové nukleosidy, které jsme zkoumali v ramci nasi prace.
Codacci-Pisanelli et al. prokazali na nékolika bunécnych liniich karcinomu
tracniku, Ze uridin zabranuje inkorporaci 5-FU do RNA a snizuje tak u
nékterych bunék jeho toxicitu. Po pfidani uridinu doslo u téchto bunécnych
linii k obnové proliferaéni aktivity a tento Ucinek byl v nékterych pfipadech
snizen po pridani kalciumfolinatu, ktery opétovné zvySoval toxicitu 5-FU a to
i vpfitomnosti uridinu. Na zakladé této studie Ize rozdélit bunécné linie
podle efektu CF a uridinu na 3 skupiny (viz graf 1):

e Skupinu bunéénych linii podobnych C26-10 (mysi karcinom
tracniku), které reaguji na CF zvySenim toxicity jak v pfitomnosti
uridinu, tak bez uridinu. Bez pfitomnosti uridinu jsou projevy
toxicity 5-FU vyraznéjsi (graf 1A).

e  Skupinu podobnou SW984 (lidsky karcinom trac¢niku), ve které
bunky reaguji zvySenou toxicitou 5-FU v pfitomnosti CF pouze
pokud je v médiu také uridin. Zdad se, Ze u téchto bunék dojde
ke zvySeni vyznamu inhibice TS po ptidani uridinu (graf 1B).

e Skupinu bunécnych linii podobnou WiDr (lidsky karcinom tracniku),
coz jsou bunky, které nereaguji na pridani CF ani bez uridinu, ani
v pfitomnosti uridinu a inhibice TS tedy u téchto bunék nehraje
Zadnou roli (graf 1C).
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Graf 1 — ucinek 5-FU (5-FU), 5-FU + CF (5-FU/LV), 5-FU + uridin (5-FU/Urd) a
5-FU + CF + uridin (5-FU/LV/Urd) na 3 ruzné bunécné linie. Méreno jako mira
inhibice ristu oproti kontrolnim bunkdm. V pfipadé linie C26-10 byla pouZita
koncentrace 1 uM 5-FU a v pripadé linii SW948 a WiDr byla pouZita
koncentrace 5 uM 5-FU. Prevzato z (Codacci-Pisanelli et al. 2008).

Z popsanych mechanismi ucinku 5-FU vyplyva, Ze pfinejmensim u nékterych
typU bunék s toxicitou predominantné zplsobovanou inhibici TS by mélo byt
mozné snizit toxicitu 5-FU podanim thymidinu. Studie na nékterych
bunéénych liniich (Umeda and Heidelberger 1968), krysach a mysich
(Hartmann and Bollag 1986) toto potvrzuji a bylo také potvrzeno, Ze
thymidin zabrafuje toxickému ucinku selektivniho inhibitoru TS tomudexu
na mysi intestindlni bunky in vivo (Pritchard et al. 1997).

Vliv cytidinu na toxicitu 5-FU je malo prostudovany. Je popsana studie na
bunécénych liniich cinského krecka, ktera potvrzuje, Ze vyssi hladiny
cytidintrifosfatu (CTP) jsou spojeny s resistenci na 5-FU (Kaufman 1984).
Naopak pfidani cytidinu, nebo guanosinu k 5-FU zvySovalo uUcinnost 1écby
sarkomu u mysi (Osswald and Youssef 1979). Na bunécné linii kolorektéiniho
karcinomu (WiDr) nezabranil kratkodobé aplikovany cytidin inkorporaci 5-FU
do RNA (na rozdil od uridinu) (van Groeningen et al. 1992). Udaje o
pfipadném podavani deoxycytidinu (obr. 9) za uacelem protektivniho
plUsobeni pfi exposici 5-FU v literature chybi. Samotny deoxycytidin neni pro
burky toxicky (Akman et al. 1981).

Pro raciondlni vyvoj lokalnich antidot pfi terapii PPE zpUsobené
fluorochinolony je tfeba znat mechanismus ucinku, kterym 5-FU ucinkuje na
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keratinocyty. Mechanismus ucinku 5-FU u konkrétni bunécné linie Ize
odvodit z ucinku uridinu, thymidinu a kalciumfolinatu (Codacci-Pisanelli et
al. 2008).

2. Cile prdce, stanovené hypotesy

Cilem prace bylo in vitro stanovit citlivost keratinocytd k 5-FU a vliv uridinu,
dalsich pyrimidinovych nukleosid a kalciumfolindtu na toxicitu 5-FU.
Okrajové byly téZ zkoumany dalsi latky vyuZivané k terapii PPE (uracil a
pyridoxin). Vysledky maji potvrdit, nebo vyvratit opravnénost klinického
pouziti 10 % uridinové masti (Juergen 2004; Netikova et al. 2009), nebot
v soucasné dobé nelze vyloucit pfi absenci randomisovanych klinickych
studii, Ze za pfipadnym positivnim ucinkem stoji placebo efekt, pfipadné
efekt mastového zékladu. Pro doplnéni preklinickych informaci k tomuto
zpUsobu lécby jsme testovali lidské keratinocyty bunécné linie HaCaT a
primarni keratinocyty na citlivost k 5-FU a protektivni U¢inek vySe zminénych
latek.

Vzhledem k variabilité v molekularnim mechanismu toxického plsobeni 5-
FU u rlznych typl bunék (Codacci-Pisanelli et al. 2008; Umeda and
Heidelberger 1968; van Groeningen et al. 1992) bylo dalsim cilem zjisténi
mechanismu ucinku 5-FU u lidskych keratinocytll za ucelem pfipadného
racionalniho zdokonaleni formulace masti pro terapii a prevenci PPE.

2.1. Stanovené hypotesy

1. hypotesa: uridin snizuje in vitro toxicitu 5-FU, coZ potvrzuje potencial
uridinové masti v prevenci a |écbé PPE. Zaroven by v takovém pfipadé
byl potvrzen vyznamny vliv inkorporace 5-FU do RNA, ktera je uridinem
antagonisovana.

2. hypotesa: pokud kalciumfolinat zvySuje toxicitu 5-FU, hraje vyznamnou
roli v molekuldrnim mechanismu pulsobeni 5-FU inhibice TS.

3. hypotesa: ptipadné snizeni toxicity 5-FU po pfidani thymidinu svédci
rovnéz pro vyznamnou roli inhibice TS v rozvoji toxicity 5-FU.
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4. hypotesa: pokud uridin prodlouzi prezivani bunék a zvysi citlivost
bunék na kalciumfolinat dochazi zde ke zméné mechanismu toxicity 5-
FU zinkorporace do RNA na inhibici TS. Efekt kalciumfolindtu by
v takovém pfipadé mél zmizet po pfidani thymidinu do média. Buriky
by pak reagovaly podobné jako buriky lidského karcinomu tracniku
SW948 ve studii Codacci-Pisanelliho et al (Codacci-Pisanelli et al. 2008).

5. hypotesa: uracil sniZuje toxicitu 5-FU, nebot jako inhibitor DPD
snizoval podle literarnich udaji vyskyt PPE po prolécivu 5-FU (Kroep et
al. 2015).

6. hypotesa: pyridoxin in vitro nesnizuje ucinnost 5-FU, coZ potvrzuje
predchozi klinické vysledky (Kang et al. 2010; Ota et al. 2014).

3. Material a metodika

Ke studiu toxického plsobeni 5-FU a protektivniho plsobeni potencialnich
antidot v |écbé PPE byla zvolena bunécna linie HaCaT. Jedna se o spontanné
imortalisované lidské keratinocyty se zachovalou plnou diferenciacni
kapacitou (Boukamp et al. 1988). Zaroven byly pro potvrzeni 1. hypotesy o
ucinnosti uridinu pouzity prinarni keratinocyty.

3.1. Kultivace bunék

Buniky HaCaT byly laskavé poskytnuty profesorem Dr. J. Bereiter-Hahnem
(Kinematic Cell Research Group, Institute for Cell Biology and
Neurosciences, Goethe University Frankfurt am Main, Germany). Bunky byly
kultivovany v médiu H-MEM (Eaglovo minimalni médium v Hanksové pufru)
doplnéném o neesencialni aminokyseliny, 0,12 g/L pyruvatu sodného, 1 g/L
NaHCO;, 10 % bovinni sérum, 2 % fetalni bovinni sérum a antibiotika (200
U/mL G-penicilin and 100 pg/mL streptomycin). Buriky byly kultivovany
v inkubatoru ve vlhké atmosfére pfi 37°Ca 3,5 % CO.,.

Primarni keratinocyty byly kultivovany na pomocné vrstvé (feeder-layer) 373
mygich fibroblastd hustoté 25 000 bunék/cm’® ozéfenych letalni dévkou
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roentgenového zareni (100Gy, Gammacel 220). Bylo pouzito kultivacni
médium vyuzivané pro kultivaci fibroblastl 3T3, které sestavalo z média H-
MEM (Eaglovo minimdlni médium v Hanksové pufru) doplnéného o
neesencialni aminokyseliny, 0,12 g/L pyruvatu sodného, 1 g/L NaHCO3, 10 %
bovinni sérum, 2 % fetalni bovinni sérum a antibiotika (penicilin 200 U/mL a
streptomycin 100 pg/mL). Dale byl doplnén hydrokortizon 0,5 pug/mL, insulin
5 pg/mL (Actrapid, NovoNordisk), choleratoxin 10-10 M (Sigma Aldrich) a
epidermalni rdstovy faktor EGF 5 ng/mL (Sigma Aldrich). Bunky byly
kultivovany v inkubatoru ve vlhké atmosfére pfi 37°Ca 3,5 % CO,.

3.2. Méreni viability bunék
3.2.1. RTCA test (Real Time Cell Analyser)

Jedna se o plato s 96 jamkami, na jejichz dné jsou 2 zlaté elektrody (Real
Time Cell Analyser, xCELLigence®, Roche Applied Sciences). V pfipadé déleni
a narGstu bunék se zvysi impedance mezi elektrodami, coZ je
zaznamenavano jako hodnota tzv. cell indexu. Kromé rlstu ovliviuji
mérenou hodnotu cell indexu i povrchové zmény apod., coi Cini
jednoznacnou interpretaci vysledkl ponékud sloZitéjsi, nicméné ve vétsiné
pfipadd Ize cell index povaZovat za indikator bunécné viability (Atienzar et
al. 2011). Pro kazdy pokus byly nasazeny burky v poctu 14 000 ve 100 puL
média do vSech jamek plata. Po nastoupeni exponencialni faze rlstu cell
indexu byly pfidavany do jamek s bufikami testované latky ve 100 uL média.
Cell index byl odecitan kazdych 15 min po celou dobu trvani pokusu.

3.2.2. MTT test

MTT test spocivda vpfidani MTT  (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyltetrazolium bromid) do média zkoumanych bunék. Pomoci
konstitutivnich enzym( dychaciho fetézce dochazi k redukci MTT na tmavy,
krystalicky formazan. MnoZstvi formazanu vzniklého za urcity ¢asovy Usek (6
hodin) se odecitd po rozpusténi vroztoku laurylsulfatu sodného (SDS)
spektrofotometricky a je pfimo umérné viabilité bunék, ktera je mérena jako
jejich metabolickd aktivita (Mosmann 1983). Inokulace cinila 14 000 bunék
na kazdou jamku ve 100 puL média bez fenolové cervené. V okamziku, kdy
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mikroskopické zhodnoceni ukdazalo lehce subkonfluentni bunécné vrstvy,
byly pfidany testované latky ve 100 pL kultivatniho média. Pro zméreni
metabolické aktivity bylo do jamek bylo pfidano 10 uL MTT (5 mg/mL v PBS).
Po Sesti hodindach byla metabolisace ukonéena rozpusténim bunék i
vyprodukovaného formazanu pomoci 100 pL 10 % SDS v destilované vodé.
Po 24 hodinovém pusobeni SDS byl proveden odecet na spektrofotometru
(Tecan Sunrise™ microplate reader se software Magellan™) pfi vinové délce
570 nm spozadim 630 nm. Mira absorbance je indikatorem bunécné
viability.

3.2.3. NTCA (Nondestructive Test of Cellular Activity)

NTCA (Nondestructive Test of Cellular Activity) spociva v kultivaci bunék na
platech, resp. na Petriho miskdch a odecitani toxického ucinku podle barvy
média s obsahem fenolové cervené, pripadné hodnoceni morfologie na
mikrofotografiich. Odecitani barvy media nebylo moZno v nasich pokusech
vyuzit, nebot uridin ve wvy$Sich koncentracich snizoval pH a zabarvoval
medium do Zluta. Mikrofotografie byly pofizeny po obarveni bunék dle May-
Griinwalda a Giemsy-Romanowského (Netikova et al. 2007). Bunky byly
nasazovany v rGzném mnozZstvi podle velikosti kultivacni plochy (napf.
100 000 bunék na Petriho misku o priméru 35 mm). Ve chvili, kdy byly
bunky lehce subkonfluentni bylo kultivaéni médium odsdato a rychle pfidano
Cerstvé médium s rozpusténymi testovanymi latkami. Po nékolika dnech byl
pokus ukoncen a buriky zabarveny.

4. Vysledky

4.1. Toxicita 5-FU, uridinu a thymidinu

Tremi riznymi metodami bylo zjisténo, Ze 5-FU je pro HaCaT keratinocyty
vysoce toxicky. Toxickd koncentrace v NTCA testu byla 0,6 pg/mL (5 uM), v
MTT testu 4,8 pg/mL (37 uM) a v RTCA testu 1,9 pg/mL (15 pM)). Toxicita
uridinu a thymidinu byla radové nizsi, neZ toxicita 5-FU. Uridin byl toxicky od
koncentrace 35 mg/mL (143,3 mM), thymidin od koncentrace 17,2 mg/mL
(70,8 mM).
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4.2. Protektivni efekt pyrimidinovych nukleosidii

Ve vsech trech metoddch bylo potvrzeno, Ze uridin ucinné zabrariuje
toxickym projevim 5-FU. Pokud nabyvd pomér 5-FU/uridin hodnot kolem
0,5, bunky dale neproliferuji, ani nezvysuji metabolickou aktivitu, nicméné
preZivaji cca o 2 dny déle, neZ buriky, na které plsobi 5-FU bez pfidaného
uridinu. Pokud je pomér 5-FU/uridin 0,02-0,08 zaznamenali jsme prvnich 5
dnd narlst metabolické aktivity. Cytidin prokdzal identicky protektivni efekt
s uridinem.

Thymidin prokdzal v NTCA testu protektivni efekt na toxicitu 5-FU aZ
v koncentracich 60 x vyssich, neZ uridin (3 mg/mL oproti 50 ug/mL).
V koncentraci 50-100 pg/mL, kdy uridin prodluZoval preZiti bunék
v pfitomnosti 7,5 pg/mL 5-FU o cca 2 dny nepusobil thymidin protektivné
vibec.

Deoxycytidin neprokdzal Zadny efekt na toxicitu 5-FU.

Kromé jednotlivych nukleosidl byly testovany rovnéz jejich kombinace.
Vysledky RTCA testu jsou shrnuty v tabulce 1. Vysledky MTT testu jsou
shrnuty v tabulce 2. Tu¢nou kursivou jsou vyznaceny nejucinnéjsi kombinace
nukleosidd.

Nejefektivnéjsi protektivni efekt vykazovaly kombinace uridinu s thymidinem
a cytidinu s thymidinem. V téchto kombinacich dosahovaly buriky nejvyssi
metabolické aktivity v MTT testech a nejdelSiho preZiti (doba do poklesu cell
indexu) v RTCA testech. Efekt byl synergicky, nikoliv aditivni. Aditivni efekt
byl prokazan vkombinaci uridinu s cytidinem, nebot 50 pg/mL cytidinu
v kombinaci s 50 ug/mL uridinu bylo cca stejné acinné, jako 100 pg/mL
uridinu, nebo cytidinu.

16



Tabulka 1 — vysledky RTCA testu (Hartinger et al. 2015). Srovnani.
protektivniho tcinku pyrimidinovych nukleosidu a jejich kombinaci v

pritomnosti 7,5 ug/mL 5-FU.

Max. Cas do Cas do
hodnota dosazeni odumfeni
cell max. b. (cell
indexu®  hodnoty  index =
cell 5)(h)
indexu(h)
Kontrolni bunky 10,4 £ 0.3 200 -
5-FU” 11,6 + 0.6 30 53
5-FU+U(100 pg/mL) 12,8+ 0.4 43 105
5-FU+C(100 pg/mL) 12,7+ 0.5 43 117
5-FU+T(100 pg/mL) 9,6+£0.2 37 55
5-FU+dC(100 pg/mL) 12,4 £0.8 25 56
5-FU+U(50 ug/mL)+T(50 ug/mL) 9304 139 273
5-FU+U(50 pug/mL)+C(50 ug/mL) 11,6 £0.3 42 97
5-FU+U(50 pg/mL)+dC(50 pg/mL) 12,8 £0.8 32 81
5-FU+C(50 ug/mL)+T(50 ug/mL) 8,7+0.4 132 271
5-FU+C(50 pg/mL)+dC(50 pg/mL) 10,8+ 1.7 29 84
5-FU+dC(50 pug/mL)+T(50 pg/mL) 6,9+0.8 22 54

¥ Cell index je hodnota znézorfiujici bunécnou viabiltu v RTCA testu.
®) Testovana koncentrace 5-FU byla vZdy 7,5 ug/mL
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Tabulka 2 — vysledky MTT testu (Hartinger et al. 2015). Srovnani.
protektivniho ucinku pyrimidinovych nukleosidt a jejich kombinaci v

pritomnosti 7,5 ug/mL 5-FU.

absorbance® % of control
Kontrolni buriky 1.22 +0.03 100.0 + 2.5
5-FU® 0.09 + 0.01 7.1+0.5
5-FU+U(100ug/mL) 0.30 + 0.03 245+ 2.0
5-FU+C(100ug/mL) 0.30 + 0.04 245+ 3.0
5-FU+T(100ug/mL) 0.05 + 0.01 42+05
5-FU+dC(100ug/mL) 0.04 + 0.01 33+0.7
5-FU+U(50ug/mL)+T(50ug/mL) 1.05 + 0.03 85.6%2.6
5-FU+U(50ug/mL)+C(50ug/mL) 0.41 +0.03 33.2+2.0
5-FU+U(50ug/mL)+dC(50ug/mL)  0.15 + 0.04 126+ 3.0
5-FU+C(50ug/mL)+T(50ug/mL) 0.93 +0.10 76.0 + 8.2
5-FU+C(50ug/mL)+dC(50ug/mL)  0.17 + 0.02 13.7+1.8
5-FU+dC(50ug/mL)+T(50ug/mL) 0,16 + 0,12 13,3+ 9.8

¥ Absorbance je pfimo (mérna metabolické aktivité bunék.

3 Testovana koncentrace 5-FU byla vzdy 7,5 ug/mL

4.3. Efekt kalciumfolindtu (CF)

V MTT testu i v RTCA testu bylo prokazano, ze CF nezvysuje toxicitu 5-FU
(graf 2). Pokud byl pfidan do média bunék uridin, doslo ke zvyseni toxicity 5-
FU (graf 3) — metabolicka aktivita bunék byla sice zvySena vlivem uridinu,
nicméné v jamkach s CF byla nizsi.
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A Day 2: 5-FU only and 5-FU + CF
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Day 4: 5-FU only and 5-FU + CF
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Graf 2. MTT test, keratinocyty bunééné linie HaCaT. Buiiky v piitomnosti
riznych koncentraci 5-FU. Cerné sloupce znazornuji metabolickou aktivitu
bunék bez CF, bilé sloupce bunky s 20 ug/mL (42,2 uM) CF (nepublikovana
data).
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A Day 2: Uridine protective effect against 5-FU
toxicity is lowered by CF addition
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B Day 4: Uridine protective effect against 5-FU
toxicity is lowered by CF addition
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Graf 3. MTT test, keratinocyty bunécéné linie HaCaT. Buiiky v piitomnosti
riiznych koncentraci 5-FU a 50 ug/mL (204,8 uM) uridinu. Cerné sloupce
zndzornuji metabolickou aktivitu bunék bez CF, bilé sloupce burnky s 20
ug/mL (42,2 uM) CF (nepublikovnd data).
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V pritomnosti uridinu i thymidinu doslo nejen ke ztraté ucinku CF, ale rovnéz
k vyraznému prodlouzeni preziti bunék. Zatimco v pfipadé samotného 5-FU
(graf 2) a 5-FU suridinem (graf 3) bunky nepreZily do 7. dne, v pfipadé
kobinace 5-FU suridinem a thymidinem prezily bunky v nizSich
koncentracich 5-FU do 7. dne (graf 4C).

Day 2: Uridine and thymidine protective effect is

not lowered by CF addition
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C Day 7: Uridine and thymidine protective effect is
not lowered by CF addition
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Graf 4. MTT test, keratinocyty bunécéné linie HaCaT. Buiiky v piitomnosti
riiznych koncentraci 5-FU, 50 ug/mL (204,8 uM) uridinu a 25 ug/mL (103,2
uM) thymidinu. Cerné sloupce zndzoriuji metabolickou aktivitu bunék bez
CF, bilé sloupce buriky s 20 ug/mL (42,2 uM) CF (nepublikovna data).

4.4. Dalsi potencidlni antidota

Uracil prokdzal pouze minimdlini protektivni efekt ve srovndni s uridinem.
Pyridixin nemél Zadny vliv na toxicitu 5-FU.

4.5. Vysledky s primdrnimi keratinocyty

Pro testy toxicity 5-FU a protektivniho ucinku uridinu se podafilo
vykultivovat primarni keratinocyty se kterymi byly provedeny NTCA testy
v pfitomnosti 5-FU a v pfitomnosti 5-FU a uridinu. 2. den nebyly na
mikrofotografiich patrny rozdily mezi bunkami oSetfenymi pouze 5-FU a
burikami, které mély kromé 5-FU v mediu také uridin. Toxicky efekt na
bunky kultivované 5 dni v pfitomnosti 5-FU byl patrny od koncentrace
31,25 pg/ml (240 uM) 5-FU. Tato koncentrace je vyrazné vyssi, nez v pripadé
HaCaT bunééné linie, kde jiz v koncentraci 7,5 ug/mL (57,7 uM) doslo
k dplnému odumreni bunék 5. den. Na burikach v jejichz médiu bylo zaroven
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10 mg/mL (41,2 mM) uridinu se projevuje vyraznad toxicita 5-FU aZ pfi
koncentraci 125 pg/mL (511,9 uM). Primdrni keratinocyty jsou tedy vyrazné
odolnéjsi k plsobeni 5-FU, neZ keratinocyty bunécné linie HaCaT. Prokdzali
jsme, Ze stejné jako u keratinocyti bunécné linie HaCaT dochdzi u primdrnich
keratinocytt ke sniZeni toxicity 5-FU v pfitomnosti uridinu.

5. Diskuse

Pfi hledani vhodného antidota pro terapii fluoropyrimidiny vyvolané PPE,
které by bylo moZno aplikovat lokalné ve formé masti, jsme vychazeli
z predpokladu, Ze PPE je vyvolavana toxickym plsobenim 5-FU v oblasti
dlani a plosek nohou (Janusch et al. 2006). Zaméfili jsme se tedy predevsim
na zkoumani pyrimidinovych nukleosidli, které mohou antagonisovat hlavni
mechanismy ucinku 5-FU (Codacci-Pisanelli et al. 2008). Pro zpresnéni
pfedstavy o mechanismu Gc¢inku 5-FU byl rovnéz zkouman vliv CF, ktery
zvySuje toxicitu pouze v ptipadé, Ze klicovym mechanismem plsobeni 5-FU
je inhibice TS (Longley et al. 2003). Vzhledem k tomu, Ze v pfipadé PPE
dochazi k poskozovani keratincytli, zvolili jsme jako modelovou bunéénou
linii lidské keratinocyty HaCaT (Boukamp et al. 1988). Pfi studiu viability
bunék jsme zvolili 3 rizné metody testovani, které se navzajem doplnuji a
poskytuji celistvy obraz o rozvoji toxicity 5-FU.

LetdIni ucinek 5-FU na HaCaT keratinocyty je zjistitelny jiz ve velice malych
koncentracich od 0,6 mg/mL (5 uM), které odpovidaji dosazZitelnym
plasmatickym koncentracim pri aplikaci 5-FU v kontinudlni infusi (Blaschke et
al. 2012). K nevratnym zméndm dochdazi jiz pfi 48 hodinové exposici. \V této
dobé vsak ve vétsSiné testl jesté nejsou zmény meéfitelné, coz dokazuje
vyznam ve vétsiné publikovanych studii opomijeného méreni viability v Case.
Vzhledem k tomu, Ze PPE se vyviji pravé pfi dlouhodobé exposici nizkym
koncentracim 5-FU povaZzujeme méreni viability v ¢ase za adekvatni model
pro testovani potencidlnich antidot.

Efekt uridinu na toxicitu 5-FU byl detailné byl popsan in vitro (Codacci-

Pisanelli et al. 2008) a na zvifecich modelech (Codacci-Pisanelli et al. 1997;
Hartmann and Bollag 1986; Martin et al. 1982; Nord et al. 1992), nicméné
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nikoliv na lidskych keratinocytech. Toxicka koncentrace uridinu, jako
endogenni substance, je pfirozené o nékolik Fadd vyssi, neZ toxicita 5-FU,
coz jsme potvrdili v nasich pokusech. Jiz v pfitomnosti nizkych koncentraci
uridinu se vSak vyznamné sniZuje toxicita 5-FU. Vysledky autorl Codacci-
Pisanelli et al. popisuji toxicitu 5-FU jiz pfi poméru molarnich koncentraci 5-
FU/uridin 0,05, pfi kterém dochazelo k zastavé proliferace (Codacci-Pisanelli
et al. 2008). V nasem pripadé pfi poméru koncentraci 5-FU/uridin 0,5
dochazelo k zastavé rlistu metabolické aktivity a prodlouzeni preziti bunék,
pokud byl tento pomér 0,02-0,08, byl prvnich 5 dnl zaznamenan narlst
metabolické aktivity (a vs i mirna proliferace bunék). Tento efekt byl
vyraznéjsi, pokud byl k uridinu pfidan thymidin (grafy 18, 19).

V dalSich experimentech na bunécné linii HaCaT byl porovnavan protektivni
efekt thymidinu pfimym srovnadnim suridinem ve stejné koncentraci
(100 pg/mL, 0,41 mM). Thymidin na rozdil od uridinu nevykazoval vyrazny
protektivni efekt (viz tabulky 1 a 2).

Mechanismus Ucinku 5-FU se u rlznych bunécnych linii lisi (Umeda and
Heidelberger 1968; van Groeningen et al. 1992). Podle dfive publikovanych
studii vede pfidani uridinu k bufikdm stresovanym 5-FU k zabrdnéni jeho
inkorporace do RNA (Codacci-Pisanelli et al. 2008; Sawyer et al. 1984).
Naopak podanim thymidinu je moZno obejit inhibici TS 5-fluorouracilem
(Umeda and Heidelberger 1968). U¢inek téchto nukleosid(i v pfitomnosti 5-
FU tedy u konkrétni bunécné linie objasnuje, jakym mechanismem 5-FU
ucinkuje. Dle nasich vysledkii mechanismus toxicity 5-FU u lidskych
keratinocyt spocivd predevsim v inkorporaci 5-FU do RNA, nebot uridin
sniZuje toxické projevy 5-FU, na rozdil od thymidinu, ktery toxicitu 5-FU
vyznamnéji neovlivriuje.

V nasich pokusech kombinace thymidinu a uridinu vyrazné prodluZovala
prezivani bunék v pfitomnosti 5-FU a udrzZovala jejich vyssi metabolickou
aktivitu (tabulky 1 a 2 a grafy 2-4). Tento Ucinek byl vyraznéjsi v ptipadé
kombinace uridinu a thymidinu, neZ u kazdého z téchto nukleosid(i zvlast.
Vzhledem k tomu, Ze thymidin samotny neni efektivni jako antidotum proti
toxickym projeviim 5-FU u HaCaT keratinocytd, Ize uzavrit, Ze inhibice TS se
neuplatriuje jako mechanismus toxicity u téchto bunék. Pokud vsak je priddn

24



do média uridin zdroven s thymidinem, dochdzi k vyraznému prodlouZeni
prezivani bunék a zvyseni jejich metabolické aktivity oproti burikam
suridinem samotnym. Ztoho Ize vyvodit, Ze v pfipadé, Ze dojde
k zablokovani primdrniho mechanismu ucinku (inkorporace 5-FU do RNA)
uridinem, zacne se uplatfiovat jako hlavni mechanismus toxicity inhibice TS.
Pokud je ndsledné snizen vyznam inhibice TS prfiddnim thymidinu, dochdzi
k vyraznému prodlouZeni preZiti. Pro ovéreni této hypotesy byly provedeny
pokusy s kalciumfolinatem (CF).

Pripadny efekt CF umozni urcit presnéji mechanismus ucéinku 5-FU
u konkrétni bunécné linie, nebot ke zvy3eni toxicity 5-FU muze dojit pouze,
pokud vyznamnym mechanismem UGcinku 5-FU je inhibice TS, ktera je
v pfitomnosti CF posilena (Codacci-Pisanelli et al. 2008; Longley et al. 2003).
Zatimco Codacci-Pisanelli et al popisuji u bunék mysiho nadoru tlustého
stfeva (C26-10) zvySenou toxicitu 5-FU v pritomnosti CF a pouze parcidlni
uridinovou rescue v pfipadé kombinace 5-FU a CF (Codacci-Pisanelli et al.
2008), v nasSich experimentech jsme neprokazali vliv CF na toxicitu
samotného 5-FU (graf 2). Toto zjisténi potvrzuje, Ze primdrni mechanismus
toxicity 5-FU v nepfitomnosti uridinu neni inhibice TS.

Pokud byl do média pfiddn CF soucasné s uridinem zaznamenali jsme vy3si
toxicitu 5-FU. Toto zjisténi potvrzuje, Ze v pfitomnosti uridinu inhibice TS
nabyva na vyznamu (graf 3). Pokud bychom chtéli zaradit HaCaT
keratinocyty do skupin podle citlivosti na 5-FU v pritomnosti CF a uridinu, lIze
konstatovat, Ze jsou podobné bunécné linii SW948 (graf 1B — buriky lidského
karcinomu tracniku).

Pokud byl bunkam suridinem a CF dodan rovnéz thymidin, doslo
k opétovnému vymizeni efektu CF, nebot inhibice TS ztraci vyznam
v nadbytku thymidinu. Zaroven bunky preZivaly vyrazné déle a vykazovaly
vy$si metabolickou aktivitu, nebot doslo k zablokovani dvou rlznych
mechanismu Ucéinku 5-FU (graf 4). Codacci-Pisanelli sice uvadéji, Ze pfidanim
CF je mozno ,prepnout” ucinek 5-FU na TS inhibici (Codacci-Pisanelli et al.
2008), to jsme ale vnaSich experimentech neprokdzali. Naopak jsme
prokazali, Ze k tomuto ,prepnuti“ se hodi uridin, ktery zablokuje druhy
hlavni mechanismus ucinku 5-FU, tedy inkorporaci 5-FU do RNA.
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Pomérné prekvapivé bylo zjisténi, Ze uridin je moiné beze zmény
protektivniho Gc¢inku nahradit stejnou koncentraci cytidinu (tabulky 1 a 2).
Protektivni efekt cytidinu lze wvysvétlit jeho konversi na uridin
cytidintrifosfatsynthetasou 2  (CTPS2). CTPS2 metabolisuje preménu
uridintrifosfatu (UTP) na cytidintrifosfat (CTP) a zpét. linhibice tohoto
enzymu ma podobny protektivni efekt na xenografty a bunky in vitro
péstované v pritomnosti 5-FU, jako ptidani uridinu. MdzZe to byt zplsobeno
akumulaci UTP pfi inhibici CTPS2 a naslednou kompetici s FAUTP o
zabudovani do RNA (Tan et al. 2011).

Pfi srovndvani efektu vsech ¢ty pyrimidinovych nukleosidl (uridin,
thymidin, cytidin a deoxycytidin) prokazaly cytidin a uridin vy3si Ucinnost,
nez thymidin a deoxycytidin. Deoxycytidin neprojevil Zadny protektivni efekt
a na rozdil od thymidinu ani nesniZoval pocatecni narust cell indexu v RTCA
testu. Krivka bunék s deoxycytidinem tak vérné kopirovala kfivku bunék se
samotnym 5-FU. Kombinace cytidinu sthymidinem prodluzuje viabilitu
bunék stejné jako kombinace uridinu sthymidinem. Tento efekt je
synergicky, na rozdil od aditivniho efektu, kterého je dosazeno kombinaci
cytidinu s uridinem (tabulky 1 a 2) (Hartinger et al. 2015).

Positivni vliv cytidinu na toxicitu 5-FU u HaCaT keratinocytl je zcela
v rozporu s vysledky pokust na burkach lidského kolorektalniho karcinomu
WiDr, u kterych nezabranil kratkodobé aplikovany cytidin na rozdil od
uridinu inkorporaci 5-FU do RNA (van Groeningen et al. 1992). PfestoZe
v nasich pokusech vysel cytidin jako ekvivalentné ucinné antidotum pfi
terapii 5-FU, neni tento nukleosid vhodnou nahradou za uridin pfi lokdlni
terapii PPE z praktickych divodd, nebot ma nizsi stabilitu, nez uridin a je
tfeba jej uchovavat vchladu, coz Ccini opakovanou aplikaci masti
komplikovanéjsi a pravdépodobné by tato nutnost vedla k nizsi compliance
pacient(.

Vzhledem ktomu, Ze deoxycytidin nezvySuje vyznamné metabolickou
aktivitu bunék v pfitomnosti thymidinu a 5-FU, neni pravdépodobné
dlvodem kratkého preZivani bunék v pfitomnosti 5-FU a thymidinu vlastni
toxicita thymidinu, kterd je zplsobena inhibici ribonukleotid reduktasy, vede
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k depleci deoxycytidinu a je reversibilni.

Jako potencialni antidotum byl zkouSen také uracil, ktery inhibuje enzym
odbouravajici 5-FU dihydropyridin dehydrogenasu (DPD) (Longley et al.
2003; Yen-Revollo et al. 2008). Nase vysledky potvrzuji maly protektivni
efekt, ktery je vyrazné méné vyjadren, nez v pfipadé uridinu. Tento efekt
muze byt spojen bud's inhibici DPD a naslednou nizsi produkci degradacnich
produktl 5-FU, které podle nékterych autori mohou stat za projevem
toxicity 5-FU (Yen-Revollo et al. 2008; Zhang et al. 2012), nebo s vyuZitim
uracilu pro syntézu uridinu pomoci salvage pathway. Vzhledem k nizké
uginnosti  in  vitro predpokladdme také, Ze v probihajici studii
(ClinicalTrials.gov identifikace: NCT01100463) s0,1 % uracilovou masti
v |écbé PPE nebude dosaZzeno vyznamnych Uspéchl (1 % uracilova mast je
registrovana jako patent US 20050215514 Al).

Vzhledem k tomu, Ze nékteré studie se zabyvaly také moZznym protektivnim
efektem pyridoxinu v [éCbé PPE (Kang et al. 2010; Ota et al. 2014), testovali
jsme rovnéZ jeho protektivni efekt na toxicitu 5-FU u HaCaT keratinocyt(
v pfitomnosti 7,5 ug/mL (57,7 uM) 5-FU. V souhlasu s klinickymi studiemi
(Kang et al. 2010; Ota et al. 2014) jsme nezaznamenali v in vitro RTCA testu
zadny protektivni efekt pyridoxinu.

Byly rovnéz testovany primarni keratinocyty, které na rozdil od bunék linie
HaCaT prezily az do 7. dne v koncentraci 15,6 mg/mL 5-FU (120 uM). Pro
tyto bunky byl rovnéz prokazan protektivni efekt uridinu v pfitomnosti 5-FU.
Nase vysledky tedy ukazuji, Ze primdrni keratinocyty jsou méné citlivé na 5-
FU, neZ keratinocyty linie HaCaT a Ze u téchto bunék se projevuje protektivni
efekt uridinu.
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6. Zaveéry

PPE je vsoucasné dobé jednim z nejvyznamnéjSich nezddoucich ucinkd
terapie fluoropyrimidiny (Lokich et al. 1989; Wolpin and Mayer 2008).
Metodou volby vIécbé tohoto nezadouciho ucinku je snizeni davky
vyvoldvajiciho cytostatika (SPC_Xeloda 2006), nicméné v nékterych
pfipadech je nutné terapii pro zavaznost PPE prerusit, ¢imZ muzZe dojit ke
ztraté ucinné lé¢ebné modality. Na Onkologické klinice VSeobecné fakultni
nemocnice v Praze se od roku 2007 pouZiva 10 % uridinova mast s klinickymi
Uspéchy. Dle subjektivniho hodnoceni pacientll dochazi ke zmirnéni az
odeznéni projevi PPE u 2/3 pacientd (Netikova et al. 2009). Vzhledem
ktomu, Ze efektivita této IéCby neni v literatufe spolehlivé doloZena
objektivnimi metodami, nelze vyloucit vliv placebo efektu. Dale nelze
vyloudit terapeuticky efekt samotného mastového zékladu. Z tohoto divodu
jsme si kladli za cil ovéfit in vitro efekt uridinu pfi aplikaci 5-FU na lidské
keratinocyty. Zaroven jsme si kladli za cil odhalit molekuldrni podstatu
toxicity 5-FU na lidské keratinocyty, aby bylo mozné na zdakladé téchto
informaci cilené vyvinout co nejefektivnéjsi prostiedek k lokalni terapii PPE.
Mérili jsme toxicitu 5-FU v pfitomnosti rGznych moduldtord jeho ucinku
predevsim uridinu, thymidinu a kalciumfolinatu. Za timto udcelem jsme
pouzili 3 rlzné testy viability bunék: RTCA test umoznujici prabézné méreni
adherence bunék k podkladu (Bonifas et al. 2010), MTT test umoziujici
mérit metabolickou aktivitu bunék (Mosmann 1983) a NTCA test umoZniujici
zjistovat morfologické odchylky pfi plisobeni cytotoxickych latek (Netikova
et al. 2007).

V nasich testech bylo potvrzeno, Ze uridin vyznamné prodluZuje preziti
bunék v pritomnosti 5-FU a antagonisuje jeden z hlavnich mechanism
plsobeni 5-FU, tedy jeho inkorporaci do RNA (Codacci-Pisanelli et al. 2008;
Hartinger et al. 2012; Hartinger et al. 2015; Sawyer et al. 1984). Tyto
vysledky svéd¢i pro to, Ze inkorporace 5-FU do RNA je zdkladnim
mechanismem toxicity 5-FU. Za velice cenné povaZzujeme potvrzeni téchto
vysledkd rovnéZz na primarnich keratinocytech. Pokud nebyl v médiu
testovanych bunék uridin, inhibice TS se v rozvoji toxicity 5-FU u HaCaT
keratinocyt neuplatriovala, nebot pfidani thymidinu k burikdm nesniZovalo
toxicitu 5-FU a pridani CF toxicitu 5-FU nezvySovalo. Modulaéni aktivita
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thymidinu a CF se vSak u nékterych bunécnych linii vyznamné meéni
v pfitomnosti uridinu, nebot zde dochazi ke zméné mechanismu toxického
plUsobeni 5-FU z inkorporace do RNA na inhibici TS (Codacci-Pisanelli et al.
2008). Zjistili jsme, Ze ktomuto efektu dochazi rovnéZz u lidskych
keratinocytl bunécné linie HaCaT. V pfitomnosti uridinu byla toxicita 5-FU
zesilovana pfidanim CF a bylo moiné ji vyrazné snizit pfidanim thymidinu
(Hartinger et al. 2012). Primdarni mechanismus toxicity 5-FU u HaCaT
keratinocyt(l je tedy inkorporace do RNA. Tento mechanismus mUze byt
,prepnut” pfidanim uridinu na inhibici TS. Protektivni efekt je vyrazné vice
vyjadren, pokud jsou antagonisovany oba dva hlavni mechanismy ucinku 5-
FU (RNA inkorporace a inhibice TS) pfi aplikaci uridinu a thymidinu zaroven.

Pfekvapenim byla uc¢innost cytidinu, ktery byl v literatufe popsan v prevenci
inkorporace 5-FU do RNA jako neudcinny (van Groeningen et al. 1992).
V nasich pokusech vsak prokazal cytidin stejny protektivni efekt, jako uridin.
Deoxycytidin neprokazal zadny protektivni efekt, ani nezvysoval protektivni
ucinek  thymidinu. Toto zjisténi svéd¢i pro to, Ze inhibice
ribonukleotidreduktasy nadmérnym mnozZstvim thymidinu a nasledna
deplece ostatnich pyrmidinovych nukleosidi se v ptipadé HaCaT
keratinocytl neuplatriuje (Hartinger et al. 2015). Déle jsme testovali uracil a
pyridoxin. Uracil prokazal pouze velice maly protektivni efekt. Pyridoxin
neprokazal zadny efekt, ¢cimz se potvrdily i vysledky starsich klinickych studii
(Kang et al. 2010; Ota et al. 2014).

Jako prakticky vysledek nasich testl navrhuji pro design pfipadnych
klinickych studii za ucelem zvyseni efektivity terapie pfidat do ochranné
masti pro terapii PPE thymidin v koncentraci stejné, nebo polovi¢ni oproti
koncentraci uridinu. Dojde tak k antagonisovani obou hlavnich mechanism(
ucinku 5-FU a lze tedy ocekdvat vétsi terapeutickou uUcinnost. Zaména
uridinu za cytidin by pravdépodobné vedla ke stejné terapeutické Gcinnosti,
nicméné manipulace s vyslednym pripravkem by byla sloZitéjsi pro nizsi
stabilitu cytidinu (nutnost uchovdvat v chladu), ¢imz by se pravdépodobné
sniZzovala compliance pacientd.
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