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1. Uvod a piehled literatury

Néadorovému bujeni, které je jednim z nejvéSich problémi lidského zdravi, byla v poslednich
desetiletich vénovana z hlediska biologie i mediciny vyznamnd pozornost. Dnes je u lidi zndmo
asi 100 riiznych typi nidorovych onemocnéni ™%, Podafilo se vyvinout diagnostické i 1é&ebné
metody rakovinného onemocnéni a také epidemologie této choroby byla charakterizovéna.
Vyzkumem bylo ziskdno mnoho poznatki o malignim bujeni, které pfispély k pochopeni
zdkladnich mechanizmi vzniku nddorové buriky.

1.1. Etiologie a patogenese nidorového procesu

Pro vznik normélné fungujictho organismu je nutné, aby se buiiky béhem embryogeneze
diferencovaly, proliferovaly a dokonce i zanikaly podle pfesného prostorového a &asového fadu.
Regulace genové exprese se realizuje na tirovni transkripce, posttranskripénich tprav, translace a
posttranslagnich tiprav'®.,

Na regulaénich procesech se podili celd Fada proteini °':
e Signalni molekuly (hormony, ristové faktory, neurotransmitery)
e Specifické receptory signdlnich molekul
e Receptorové ¢i nereceptorové proteinkinasy
e Transkrip¢ni faktory
e Cykliny (cyklin-dependentni kinasy)

Néadorové buriky se od téchto ,zdravych* buné¢k v mnohém odliSuji. Nejzfetelnéj$im a
nejndpadnéj$im znakem nddorovych bunék je jejich neregulovatelnd proliferace. KdyZ buriky
ztrati regulatni mechanismy vyvoje, zatnou nadmémé proliferovat a timto procesem tak
vzniknou dva typy nadori.

Benigni (nezhoubné) nddory — naptf. bradavice, matefskd znaménka. Mélokdy ohrozi Zivot
jedince, nebezpeéné jsou pouze v ptipadé€, kdy se nachdzeji v uzavieném prostoru (mozek), nebo
kdy? produkuiji velké mnoZstvi hormon -6,

Maligni (zhoubné) nddory rostou invazivnim zpisobem a roztrufuji své buriky, které se pak
v procesu zvaném metastase usidluji v jinych ¢astech t&la. Viechny ohroZuji postiZzeného jedince

na Zivotg 6668,



Metastasa je sekunddmi maligni tumor vznikajici v dusledku Sifeni niddorovych bun¢k
z primarniho loZiska (napf.: metastasy v jitrech mohou byt diisledkem Sifeni nddoru vzniklého
piivodné v traéniku apod.). Timto pojmem miiZe byt téZ oznaden vlastni proces $ifeni nddoru.
Stupefi malignity tumoru zévisi do jisté miry i na jeho schopnosti pronikat okolni normélni tkdn{

a vysilat metastasy do jinych &sti organismu ™% %),

Charakteristickym rysem nidorovych bunék je jejich ,,nesmrtelnost” (pocet jejich déleni neni
nijak omezen). Normélni zdravé buiiky tk4dn€ se nemohou délit neomezené - kapacita jejich
reprodukce je omezena jednak tzv. procesem kontaktni inhibice (mezibunétné kontakty), ale
navic i typem a st4fim buitky [*®!, Buiiky se v kultufe dok4i rozdélit dvacetkrat a¥ Sedes4tkrit,
poté vidy nastane féze jejich stdmuti a nésledn4 smrt "'*® Takto se jiz védcim podafilo n&které
linie nddorovych bunék udrZet v kultufe pfi Zivot¢ n€kolik desetileti (mnohatisicové bun&tné
déleni). Je ale nutné zdiraznit, Ze viechny ,,nesmrtelné” builky nemusi byt maligni (pouze
v pfipadé, kdyZ je tento d&j spojen s neregulovatelnym ristem a 3ifenim, se jedn4d o buiiky
nadorové) 1441,

1.2. Kancerogenese

Proces kancerogenese (zhoubné bujeni) miiZe byt rozdélen na tfi fize. Prvni fize je v podstaté
transformace nenddorové buiiky v buiiku tzv. iniciovanou. Za druhou fézi pak je povaZovédna
pfeména buiiky iniciované (tedy buiiky jeSt€ podléhajici ur€itym reguladnim mechanismtim)
v buriku nddorovou - tj. promoce, ktera pfechézi v zdvére¢nou fazi - v progresi nddorového ristu
(132 (Nékdy miZe byt promoéni fize tplné vynechdna). Schematické zndzornéni procesu
kancerogenese ukazuje Obrdzek 1.
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Obrdzek 1

Schéma vicestupiiového procesu kancerogenese (Pfevzato z %)

Iniciovand butlka je bufika, ve které doSlo k mutaci DNA vedouci k aktivaci onkogend a
deaktivaci tumor supresorovych gentl, a toto poSkozeni DNA nebylo opraveno repara¢nimi
enzymy [95.132.3.66.%8) pokud takovéto butika neni zlikvidovdna imunitnim systémem, pretrviva
vorganismu do doby, neZ se vdisledku exposice faktorlim s promo¢nim a progresivnim
ucinkem je$t€ vice zméni jeji genetickd informace a dojde k proliferaci bun¢k s poruSenou

diferenciaci a mezibun&nou komunikaci > 3% 3.66.68]

Iniciace zahmuje procesy vedouci ke zméné genomu, ale které samy o sob& nevedou k maligni

transformaci 2.

Po iniciaci nésleduji promo¢n{ reakce stimulujici zahdjeni bun&ného cyklu a vedouci k maligni
transformaci, kter4 je finalizovéna aZ v progresni fizi. ZvySen4 proliferace pozménénych bun¢k
pfi promo¢ni fédzi zdvisi na aktivit€ a regulaci proteinkinas a fosfatas, ovlivituji ji produkty
onkogent. Promoni fize produkuje buiiky benigniho tumoru 2,

V disledku piisobeni progresoru se tento zatim &4ste¢né kontrolovatelny bunény nist zméni
v nekontrolovatelny a tim vznikA nddor maligni, ktery je charakteristicky svym zhoubnym
plisobenim na sousedni tk4ng, do nich infiltruje *%, Buitky odst&pené z maligniho nidoru se
mohou dostat krevnimi nebo miznimi cestami do jinych tkani nebo organi, kde se mohou usadit
a vytvéfet metastasy (tzv dcefinné n4dory) ™% %! o kterych jiZ bylo pojednéno dfive.

Vyznam mutagenese pro indukci nddorového bujeni 1ze ukédzat na chorob& zvané Xeroderma
pigmentosum. Jednd se o vzicné onemocnéni vyvolané defektem genu kédujictho DNA -
reparujici enzym UV- specifickou endonukleasu ® 2. Lid¢ trpici touto chorobou nemaj
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schopnost opravovat mutace DNA (thyminové dimery) vyvolané UV zéfenim, a proto se u nich

velmi progresivné rozviji nddorové onemocnéni kize 2%,

Podle pusobeni exogennich (i endogennich) faktori lze kancerogenesi rozdélit na tfi skupiny.
Kancerogenesi chemickou, fyzik4lni a virovou (popt. biologickou - endogenni faktory) *2,

Podle mechanismu piisobeni kancerogeny délime na kancerogeny genotoxické (tvoii
kovalentni adukty s DNA ¢i ji jinym zpiisobem kovalentné modifikuji) — vétSinou maji charakter
prokarcinogentl, kancerogeny epigenetické (pisobi na molekuly DNA nekovalentnimi
interakcemi - pf.: interkalitory). Do tFeti skupiny karcinogenid se fadi karcinogeny, které
zpusobuji zmény struktur molekul DNA jako jsou jedno a dvoufetézové zlomy (,,single - and
double — strand break*), ddle pak zmény vyvoldvané bifunkénimi &inidly zpisobujicimi tzv.
,cross-linking* (intra i intermolekuldmi) & ,[DNA- protein cross-linking "*2. Ruzné typy
poskozeni DNA ukazuje Obrdzek 2.

ALKYLACE BAZI
VYSTEPENI BAZE (ntkyingni Einidis)
(alkylaéni éinidia) 1

!

PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTN| ADUKT
(UV zasteni) (benzo{ajpyren)

! !

INTERMOLEKULARNI CROSS-
~LINKING {cis-piatins, paaralen)

! 1

JEDNORETEZCOVY ZLOM
{bleomycin, X-paprgky)
INTRAMOLEKULARN{ ADUKT FOTOPRODUKT
{cis~platina) (UV zareni)

Obrdzek 2
Ptiklady mechanismu poskozeni DNA riznymi vn&jsimi faktory (Pfevzato z ['*%)

Z 90% je proces karcinogenese vyvolan kovalentni vazbou karcinogent (nebo jejich metabolitt)
na béze & deoxyribosu DNA, méné Casto dochdzi k apurinaci ¢i apyrimidaci DNA, ,,cross-
linking“, vznik hydroxyderivati bazi (vyvolavaji je volné radikdly kysliku), vznik cyklickych
adukti, interkaldti nebo pyrimidinovych dimeri. Vé&Sina modifikaci DNA je eliminovéna
reparaénimi mechanismy, pfesto miZe dojit k vytvofeni perzistentnich adukti, které mohou
zpisobit permanentni mutace v regulaénich genech kontrolujicich rist, coZ vede v aberantni

bun&ny vyvoj a ke karcinogennim procesiim ">,
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Lze shmout, Ze pro iniciaci karcinogenese jsou esencidlni mutace vonkogenech a tumor
supresorovych genech (tj. antionkogenech). Modifikace DNA jsou kli¢ovym bodem celého
chorobného procesu, a proto neni divu, Ze jsou neustile hledany postupy, jak témto defektim
zabrénit, a jak je spolehlivé a rychle detekovat [,

1.3. Neuroblastom

Neuroblastom je embryondlni nador vychédzejici zbun€k primitivni neurdlni liSty
(sympatogonii), které v priib&hu embryogenese osidluji dfefi nadledvin, sympatick4 ganglia a
paraganglia %) P¥itina jeho vzniku neni zndma. Je to nejéast&jsi extrakrindlni nddor détského
véku s incidenci uddvanou v rozmezi 7-10% ", Pravdépodobnost vyskytu nddoru je 1:10 000
%ivé narozenych déti, primémy vék v dob& onemocnéni je 22 mésich . V patogenesi se
uvaZuje o vlivu chemickych faktori (souvislost s uZivanim hydantoin4ti, fenobarbitalu, alkoholu
v prib&hu gravidity) a faktorti genetickych (aZ u 80% vysoce rizikovych neuroblastomii byla
prokéz4na ztréta heterozygozity na 1. chromozomu) .

1.4. Leukemie

Leukémie je naddorové onemocnéni krvetvorby vyznacujici se zmnoZenim bilych krvinek, které
jsou nezralé a neplni svou normidlni funkci. Jednd se o maligni nidory odvozené od
hematopoetickych bunék. Leukemie a lymfomy tvofi heterogenni skupinu onemocnéni, kterd
maji  odli¥né epidemiologiéké, histologické, cytologické, imunologické a genetické
charakteristiky. Li3i se tedy jak svymi projevy, tak i stupném malignity a odpovédi na 1é¢bu.
Patologicky proces je zahdjen transformaci jedné, nejvySe n€kolika hemopoetickych kmenovych
bunék. V leukemickém organismu pak vedle sebe existuji dv& populace bunék. Jedna vychdzi
z normélni zdravé kmenové buiky, druh4 z leukemické ©,

V soudasné dob¢ se prakticky na celém svété pouZiva francouzsko-americko-britska klasifikace
(FAB) podle které se leukemie déli do n€kolika skupin. Podle nejjednodu$iiho rozdéleni je to
akutni lymfoblastick4 leukemie, akutni myeloidni leukemie a chronické leukemie.
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1.5. Nadory prsu

Karcinom prsu je nejéast&j$im nddorem u Zen. Incidence se kaZdoro¢né zvySuje v mnoha zemich
0 1-2%. Pfed dvacitym rokem Zivota je vyskyt karcinomu prsu vzicny, poté jeho incidence
naristd s vékem. Zdvojuje se kaZdych deset let aZ do menopausy a nésledn¢ se dramaticky
zvySuje. Nejprudsi vzestup je po padesatém roce veku -6,

Karcinom prsu patfi mezi hormonéln¢ zivislé nddory. Kancerogenni ucinky se pfisuzuji
pfedeviim estrogenim. Estrogeny indukuji zvySeni exprese nékterych nistovych faktori a
onkogent (napf. myc, ras, HER-2/neu atd.), jejichZ produkty vyznamné ovliviiuji prolifera¢ni
aktivitu bun€k. Za fyziologickych podminek jsou tyto i€inky vrovnovdze s riznymi
antiproliferatnimi pusobky (napf. TGF-B apod.). Rovnovdhu miiZe porusit dlouhotrvajici
estrogenni stimulace nebo ti¢inky dalich karcinogennich faktort !>,

Estrogeny se uplatiiuji nejen v patogenesi karcinomu, ale take hraji dileZitou roli v remodelaci
kosti. Stimuluji osteoblasty, indukuji jejich proliferaci, zvySuji absorbci kalcia ze stfeva a sekreci

kalcitoninu. Nedostatek estrogenti vede k apoptose osteoblastii a ke vzniku osteoporosy !>,

U 10-15% Zen vznik4 karcinom prsu jako disledek genetickych dédi¢nych zmén. Jedn4 se o tzv.
hereditdmi formy karcinomu (dédi se autosomélné dominantn€). Je pro né charakteristické, Ze se
objevuji v pomé&mé mladém véku a Casto postihuji oba prsy. Hereditdmi karcinom m4 ponékud
odli¥né diagnostické projevy. Zeny z téchto rodin maji aZ 80 % celoZivotni riziko vyvoje
rakoviny prsu. V rodinich s kumulaci nddorti prsu a ovaria byly objeveny a klonovany dva typy
genid- BRCA 1 a BRCA 2, jejichZ mutace je spojena s vysokym rizikem vyvoje karcinomu prsu
a ovaria ), Tyto geny patfi mezi antiproliferatni, nebo tzv. tumor-supresorové geny, které
vyZadujf ke své inaktivaci kompletni ztrdtu obou alel "), Klonovani gentt BRCA 1 a 2 potvrdilo
Knudsonovu teorii dvou zésahti (riznymi mutageny, kancerogeny, ionizujicim zifenim), které
vyfadi ob¢ alely, a tim tumor-supresorovou funkci genu. V soucasné dob€ byl jiZ identifikovén i
gen BRCA 3 a predpokl4ds se existence genu BRCA 4 ™, Tyto geny tedy kéduji piisluing
proteiny, které maji antiproliferaéni u¢inky a hraji dileZitou roli v procesu opravy poSkozené
DNA ® U muzd, ktelf jsou nositeli téchto genil je zvySené riziko karcinomu prostaty nebo

kolorekta [10, 33, 35, 86, 60, 65)

Na vzniku karcinomu prsu se velkou mérou podili kombinace faktori, mezi které patfi
pfedeviim dlouh4 expozice estrogenim, jind prodélanid onemocnéni prsu, u¢inky ionizujiciho
zéfeni, obezita, nedostatek fyzické aktivity, zvySeny pifjem tuki. Posledni tfi zminéné souvisi
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zfejmé s enzymem aromatasou (cytochrom P450 19, CYP19), ktery je ve zvy¥ené mife
produkovan v nddorové tkéni, a ktery je za normélnich okolnosti zodpovédny za pfeménu
nadledvinovych androgenti z tukové tk4ng na estrogeny !''* %! (kapitola 1.7.6).

1.6. Lé¢ebné principy niadorovych onemocnéni

LéEba naddorovych onemocnéni vyZaduje komplexni a individudlni pfistup k pacientovi, ktery
kombinuje zékladni terapeutické metody: chirurgickou 1€¢bu, radioterapii, chemoterapii (véetné
terapie hormonlnf), fototerapii, fotochemoterapii, termoterapii, ' v blizké budoucnosti snad i
genovou terapii %l Je to zejména postupnd aplikace chemogenomického pfistupu k 16¢be

n4dorovych onemocnéni, kterd se zd4 byt v soutasnosti velmi progresivni a slibnou metodou '**
65]

1.6.1. Protinidorova chemoterapie

Chemoterapie je 1€¢ebnd metoda, vyuZivajici schopnosti uritych chemickych litek omezit &i
tipln& zastavit rist a proliferaci nadorovych bungk !, Chemoterapie (af’ uZ jako z4kladni nebo
doplitkovd metoda) je v dne$ni dob& ve vétSin¢ pfipadi nezbytnou souddsti 1€Eby rakoviny.
Chirurgicka 1é€ba je schopna vylé€it pouze lokalizované nadorové procesy, navic jen do urcitého
stadia jejich vyvoje nebo velikosti ‘. V n&kterych ptipadech jako je nador kostni dfen& &
rozséhly nidor v bfi$ni dutin€ (ktery prorist4 dileZité orgdny) nebo nddorové mikrometastasy, se
nelze bez chemoterapie obejit '), U zv14$té senzitivnich onemocnéni je chemoterapeutick4 1étba
primamni (zdkladni 1é¢ebnd), n€kdy miZe mit charakter adjuvantni tedy dopliiovat zékladni
lé¢ebnou metodu chirurgickou ¢&i ozafovaci, popf. md charakter neoadjuvantni, tj. zlepSuje
operabilitu nddoru ¢&i se vyuZivéd jako dopliikovd, udrZujici terapie — tzv. paliativni charakter
chemoterapeutické 16&by ). Cytostatickd 1éba miiZe soudasn& omezit jinak nezbytny
chirurgicky zédkrok. PouZiti chemoterapie je vSak omezeno citlivosti nidoru k danému
chemoterapeutiku ™ ),

VétSina cytostatik je vazéna pouze na urditou &ist buné&ného cyklu a piisobi dominantn€ na
proliferujici buriky. Ke stimulaci déleni bun¢k dochdzi naptiklad po chirurgickém odstranéni
okolnich bungk !, Je proto nutné zvolit optimdlni nalasovani divek a vhodnou kombinaci
chemoterapeutik ). Na po&4tku nédorového onemocnéni se vétsina bun&k rychle d&li a podet
bun&k roste exponencidlné % u pokrotilého nddoru je vétsina bun€k v Gy fazi a tyto jsou pak
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k chemoterapeutikim pomémé rezistentni. Proto je principem chemoterapie opakované
podévéni cytostatik %, Lé&ivo musi byt podévéno v takovych intervalech, aby mezi ddvkami
cytostatika nedoSlo k vyraznému ristu po¢tu malignich bun¢k a ziroveti se cyklus od cyklu
pocet nidorovych bungk sniZoval . Pom&mé dsp&in4 je téZ vysokoddvkov4 terapie, kterd
zasahuje i buiiky v klidové fazi ', Pikladem této terapie je pod4ni abnormélng vysoké davky
chemoterapeutika spolu s antidotem, vysokoddvkové kombinace riznych cytostatik s naslednou
transplataci kostni dfen& & aplikaci hemopoetickych ristovych faktori mezi jednotlivymi
dévkami cytostatik ‘%74,

1.6.1.1. Chemoterapeutickd rezistence

»Rezistenci 1ze definovat jako primami necitlivost nebo druhotnou ztrétu citlivosti niddorovych
bunék k cytostatiku“[“].

Rezistence tumorovych bunék mé komplexni pfi¢iny vychézejici z navzdjem se ovlivitujicich
metabolickych d&ju. K rezistenci vede napt. zndsobend exprese nékterych ochrannych proteind,
jako jsou produkty genu pro mnohodetnou lékovou rezistenci (MDR1), glutathiontransferasy
apod. Aktivace antiapoptotickych cest vyznamné sniZuje citlivost tumori k 1é¢b€. DileZitou roli
hraje téZ podavané chemoterapeutikum, psychicky a fyzicky stav pacienta %51 Rezistence na cis-
platinu miYe byt zplsobena vyznamnou expresi metalothioneinti. Rezistence na
topoisomerasové inhibitory je Casto zapfi¢in€na znisobenou expresi cilovych enzymu, ke které
dolo v diisledku amplifikace piislusnych gent ' %! Komplexnim procesem je rezistence na
5’-fluorouracil. Rezistence z4visi jak na konkrétnich vlastnostech tumoru, tak na genetické
vybavé pacienta.

1.6.1.2. Komplikace v chemoterapii

Pro mnoh4 nddorova onemocnéni v pokro€ilych stadiich je typick4 zména v genomu spojend se
zvySenymi potty chromosomélnich poruch, amplifikacemi genti, deregulaci genové exprese [,
Tyto mechanismy nejen Ze vyuZivd nidorovd burika ke své progresi, ale t€Z jich muZe uZit
k vymanéni se z i¢inku chemoterapie. Cil cytostatika miZe byt modifikovian mutacemi, nebo
muZe byt jeho citlivost na cytostatikum sniZena v dusledku amplifikace jemu odpovidajicimu
genu apod. Pokrotild nddorova onemocnéni jsou tvofena z geneticky heterogenniho ,,materidlu®,
mohou se tedy teprve v béhem 1é¢by vytvofit na dany zptisob terapie rezistentni klony, které

vytvoii dalii nddorov4 loZiska '™ Ve v&in& pkipadii jsou k cytostatikiim vice citlivé maligni
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buiiky neZ buiiky zdravé. Indukce apoptosy ¢i zastaveni riistu v populacich malignich bun€¢k
muiZe vést k odhaleni dalSich frakci niddorovych bunék. Jako pfiklad lze uvést tzv. ,&ihajici
buiiky* v rakoviné prostaty a prsu, které jsou zodpovédné za znovu se objevujici rakovinu po

antihormon4ln{ terapii ',

VéZzné komplikace v chemoterapeutické 1€€b¢ nastdvaji v pfipadech, kdy tato terapie vyvoldva
poSkozeni genomu, aniZ by irreversibilné zastavila rist nddorovych buné€k, ¢&i zpusobila jejich
zénik '® "8 Chemoterapeutika pak maji G&inky obdobné mutagentim a indukuji rezistentni

klony. Nevhodn4 chemoterapeutick4 lécba zvy3uje rychlost progrese nddorového bujeni (65,120)

Jako komplikace v chemoterapii 1ze t€Z chépat i neZiddouci plisobeni chemoterapeutik na zdravé
butiky %!, Nez4douci titinky jsou se projevuji zejména zvracenim a prijjmem, nékdy mohou byt
natolik v4Zné, %e pacient musi byt hospitalizovén . D4le mohou ovlivnit rychlost riistu a d&leni
neniadorovych bun€k. To miZe zpisobit aZ tzv. alopecii (ztrdtu vlasl) a sniZeni po¢tu krevnich
bun&k produkovanych kostni dfeni, coZ vede k anémii, zvySené nachylnosti k infekcim &i poruSe
krvacivosti . Proto je pfi tomto typu 1é&by nezbytné pravidelné kontrolovéni krve ©,
K omezeni neZ4doucich tinki se tyto l4tky uZivaji opakovang v kratkych lésebnych kiirdch ©,

1.7. Protinadorova chemoterapeutika

VétSina protinddorovych léCiv ma cytotoxické ucinky. Ostatni jsou syntetickou formou
pohlavnich hormonu a litek jim pfibuznych (androgent, estrogenti, progesteronti) ¢i antibiotik.
Léky se &asto predepisuji v kombinacich, aby se tak maximalizoval jejich G¢inek. Jejich vybér

spotivé na celkovém zdravotnim stavu pacienta, formg, typu a f4zi rozvoje onemocn&ni ¢,

Protinddorovd chemoterapeutika jsou zvla3t¢ cennd v terapii lymfomi, leukémii a rakoviny
vaje¢nikti ¢i varlat. UZiti t&chto 1&€iv je moZné také po chirurgickém odstranéni tumoru, nebo

rovné po radioterapii >,

1.7.1. Zdroje chemoterapeutickych latek

Vétsina chemoterapeuticky vyznamnych ldtek byla objevena mezi lety 1950 a 1970 '), Od t¢
doby je mnoZstvi nové objevenych latek nizké. Mezi takto nové zji$t€né latky patii napf. taxoly.
Soucasné zdroje cytostatik jsou v&Sinou pfirodni Nalezené pfi provadéni rozsihlych
,»screeningovych* testi. Z latek pfirodniho piivodu se cytostatika ziskdvaji extrakci, ¢asta je t€Z
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fermentace plisni, ze kterych se posléze izoluji protinddorova antibiotika, ddle pak v souCasnosti
méné roziifena syntéza novych latek (spiSe se vyuZiva chemické modifikace ldtek zndmych) !
2. 2 6] yelké mno¥stvi G&innych chemoterapeutik se ziskalo chemickou modifikaci tzv.
tradi¢nich 1é¢iv. Cilem modifikaénich reakci je ziskat vice G¢inné a méné toxické latky neZ byly
ptivodni substréty 21,

1.7.2. Mechanismus i¢inku chemoterapeutickych litek

Mechanismus piisobeni vétSiny chemoterapeutik neni, i pfes dlouhou dobu klinického pouZiti,
dosud detailn¢ prozkoumin. Vyzkum je znaén€é komplikovany, protoZe kaZd4 takovéto latka
miZe vstupovat do riznych metabolickych pochodl, ovliviiovat enzymové i patologické
pochody v buiice, ¢i byt jimi sama ovliviiovéna. Je tedy zfejmé, Ze kaZda z téchto latek muZe
pisobit i vice mechanismy najednou .

Mechanismus ii¢inku chemoterapeuticky t¢innych litek se li§i v zavislosti na jejich chemické
povaze. PFi popisu jednotlivyich mechanismi se budu soustiedit pfedevsim na popis mechanismu
u¢inku tzv. konvenénich cytostatik, mezi kterd lze zafadit i vnaSi laboratofi zkoumané

protinddorové 1€Civo ellipticin.
1.7.2.1. Mechanismus protinddorového vcinku konvencnich
cytostatik

Mechanismus cytotoxického tG¢inku konven¢nich cytostatik nejCastéji spocivd v tom, Ze tyto
latky brani nddorovym burikdm v riistu a v déleni. Né&které z nich poSkozuji bunétnou DNA,

ostatni blokuji chemické procesy, které jsou uvnitf buiiky nezbytné pro jeji rist B,

Mechanismy cytotoxického ticinku 1°%':

¢ Inhibice kli¢ovych enzymii metabolismu vedouci k poruse biosyntézy nukleovych
kyselin s ndslednou inhibici buné&ného déleni.

o P¥imé poskozeni struktury jiZ hotovych nukleovych kyselin vedouci k poruse
funkce nukleovych kyselin, jejimZ vysledkem je omezeni buné¢né proliferace.

e Alterace mikrotubuldrniho proteinu, jeZ mé za nésledek abnormdlni prib&h mitézy
a jeji blokddu v metafézi.

e Porucha syntézy proteinu.

e Kombinované G¢inky (ti¢inky zminéné v bodech 1 - 4 a né&které specidlni).
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e Pofkozeni buné¢né membrany.

Inhibice biosyntézy nukleovych kyselin

Latky puisobici timto mechanismem se oznauji jako analoga ¢i antimetabolity vzhledem ke
strukturdlni podobnosti s pfirozenymi metabolity. Pusobi bud’ pfimo na diléi reakce
intermedidrniho metabolismu, nebo na enzymy, na nichZ tyto reakce zdviseji. Dal§fm typem
Gi¢inku antimetabolitii je inhibice metabolickych reakci mechanismem zp&tné vazby. Cast&ji viak
doch4zi k metabolickému pozménéni antimetabolitli, pfedevsim jejich pfemé&nou na nukleotidy.
Inkorporace chybného metabolitu zpisobuje vznik defektni nukleové kyseliny.

Do této skupiny se fadi analoga kyseliny listové (antifolika - metotrexat) © %7120 148] 15,rin6v4
analoga (analoga guaninu a hypoxantinu - N6 je nahrazen sirou, adeninu - adeninarabinosid),
pyrimidinov4 analoga (5 fluorouracil) ' % 7 120 1981 " jphyibitory ribonukleotid reduktasy
(hydroxyurea), [ 6 74 120 148] " analoga aminokyselin (analoga L -asparagové kyseliny, L -
glutaminu) 5 66.74 120. 148]

Poskozent struktury a funkce nukleovych kyselin

K poskozeni struktury nukleovych kyselin miZe dojit v diisledku alkylace (ifosfamid, busulfan,
komplexy platiny, mitomycin C, ellipticin) [65.66.74.120, 148] interkalace (antracyklinov4 antibiotika
- aktinomycin D, doxorubicin, polypeptidové antibiotika - bleomycin, derivity antrachinonu,
derivity akridinu a ellipticiny) > %), inhibice topoisomeras (topoisomerasa I - kamptotecin a
jeho deriviéty - topotekan a irinotekan; topoisomerasy 1II - tenipozid, etopozid, ellipticin a vé&tSina
interkalanich ltek) > %), rozit&peni molekuly DNA (protinddorov4 antibiotika polypeptidové
povahy - neokarcinostatin, bleomycin) ® % Vzhledem k cytotoxickému u&inku jsou

nejzévazng&ji poskozeni vedouci k inhibici replikace a transkripce, mén& &asto translace >,

Alterace mikrotubuldrniho proteinu

Létky poSkozujici strukturu a funkci mikrotubulii sviij cytotoxicky ucinek uplatiiuji zejména
v pritbéhu mit6zy a proto jsou &asto oznafovény jako tzv. ,mitotické jedy* . Vétsina z nich
ovliviiuje pfedeviim syntézu tubulinu, proteinu, z n&jZ jsou tvofeny mikrotubuly. Inhibice
polymerace tubulinti (kolchicin a alkaloidy z Vinca rosea - vinkristin, vinblastin, vindesin,
vinorelbin) ! & depolymerace tubulind (taxany - paclitaxel, docetaxel) ! narusuje pribsh
mit6zy. Alterace mikrotubulii tedy vede k defektni funkci délictho vieténka a nésledné k chybné
migraci chromosomii k péliim délici se buiiky ),
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Inhibice proteosyntézy

Nédorové butiky nemaji schopnost syntézy nékterych neesencidlnich aminokyselin (L-asparagin,
L-glutamin etc.) a tyto musi ziskivat zextracelularniho prostfedi. Nedostatek t&chto
aminokyselin v extraceluldmim prostoru vyvol4d u nidorovych bun€k nutriéni deficit, narusi
proteosyntézu a omezi proliferaci butiky % v praxi se uZivd L-asparaginasa. L-asparaginasa je
enzym, ktery vyvoldvd nedostatek L-asparaginu (pfeméfiuje ho na kyselinu asparagovou a
amoniak). Ovlivnéni syntézy bilkovin miZe byt i nepfimé - tj. inhibici translace (poskozeni
riboz6mii - anguidin, degradace polyribosomii - homoharingtonin) %/,

Kombinované iiéinky

Cytostatikum mii¥e piisobit i nékolika mechanismy ziroveti. Casto se objevuje alkyla&ni
pusobeni ve spojeni s antimetabolickym charakterem litky (dakarbazin), interkala¢ni litky
plisobi sougasné inhibici topoizomerasy (ellipticin) apod. ).

Poskozeni bunééné membrdny

Burika pro svoji existenci potfebuje neporuSenou bunéCnou membrdnu. VeSkeré zmény ve
struktufe bun&né membriny maji letélni Gdinky . Nekterd protinidorov4 1&&iva poskozuji

bunénou membrdnu nddorovych bun€k (anthracykliny, alkyl-lysofosfolipidy, polyelektrolyty)
(65, 66]

1.7.2.2. Mechanismus protinddorového iicinku hormonau

Rust nékterych nddorovych onemocnéni je hormonélné zévisly. MoZnost ovlivnéni ristu nadoru
hormonem zavisi na pfitomnosti specifického bun&tného receptoru pro hormon v nadorové
burice ©,

Pohlavni hormony stimulujf rist ur¢itych nddori (napf. estrogen podporuje rist uréitych typt
rakoviny prsu), a n€které ldtky jim pfibuzné proto mohou zablokovanim jejich stimulaéniho
pusobeni tento proces zastavit. Rust jinych typti nddoru 1ze prerusit podanim vysokych ddvek
synteticky vyrobeného hormonu (napf. rakovinu prostaty lze 1€¢it estrogenovym lékem
stilbestrolem) ©. V onkologické praxi se uZivaji pfedevsim steroidni pohlavni hormony, jejich
strukturni analoga, inhibitory enzymt duleZitych pro biosyntézu hormont (androgeny,
estrogeny, gestageny, glukokortikoidy, antiandrogeny, antiprolaktiny, inhibitory aromatasy,

analoga gonadoliberinu aj.) %),
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1.7.2.3. Posileni vcinku cytostatik inhibitory histondeacetylasy

Histondeacetylasy (HDACs) a histonacetylasy (HATs)

Modifikace histonti (methylace, acetylace, fosforylace, ubiquitinace) v chromosomové struktufe
je vyznamné pro regulaci genové exprese. Zejména acetylace histonti tizce souvisi s procesem
nadorového bujeni. Histonacetyltransferasy (HATS) a histondeacetylasy (HDACsS) participuji na
kontrole stupné acetylace, ovliviiuji fyziologické funkce buiiky (transkripce, bunéény cyklus,
diferenciaci, replikaci DNA), ale té% i rozvoj rakoviny " '®], Substratem obou typi enzymii jsou
€-aminoskupiny lysylovych zbytki lokalizované na N-koncich histoni. HATs a HDACs jsou
soucastmi velkych enzymovych komplexii (ATP-dependentni chromatin modulujici komplexy
apod.), které reguluji transkripeni aktivitu genti ®2. Zjednoduseny mechanismus ovliviiovani
transkripce histonacetyltransferasami a histondeacetylasami ukazuje Obrdzek 3.

AKTIVACE TRANSKRIPENE AKTIVNI

KOMPLEX

TRANSKRIPENE INAKTIVNI

dekondenzovany chromatin KOMPLEX

REPRESE

kondenzovany chromatin

Obrdzek 3

Regulace transkripce na zakladé modifikace histon(i (Pfevzato z *®)

V normélnich buiikich existuje rovnovéha mezi HATs a HDACs. V nadorovych burikéch je
rovnovéha porusena ve prospéch HDACS, a to vede k zablokovéani exprese anti-onkogenti (p21,
p27, Rb genu). Inhibice HDAC:s je tedy potencilnim zpiisobem 1é&by rakoviny 2,

Inhibitory HDACs

Vlivem inhibitori histondeacatylas je chromatin hyperacetylovany (histony jsou permanentné
acetylovény, a to vede k jejich hyperacetylaci a ke ztrdt¢ zdporného néboje na jejich koncich).
Dochdzi k otevieni chromatinové struktury, coZ koreluje se zvySenou citlivosti DNA vii¢i DNase
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I %2, Rozvolnéni chromatinové struktury zptsobené inhibici histondeacetylasy zvy$uje ti¢innost
protinddorovych lé€Civ cilenych na DNA nebo na enzymy interagujici s DNA pokud jsou
aplikovany pfed cytostatiky. Pfidani inhibitori HDACs aZ po protinidorovém 1é€ivu nema

synergicky vliv na cytotoxicitu ©,

Inhibitory histondeacetylas jsou v soudasné dob&€ zkoumdny jako potencidlni protinidorova
lé€iva a fada znich je jiZ v klinickém vyzkumu. Mezi klinicky (vyjimkou jsou preklinicky
testované trichostatin A a oxamflatin) zkoumané inhibitory histondeacetylas 1ze zafadit kratké
mastné kyseliny [4-fenylbutyrdt, Kkyselina valproovd -VPA-lék plvodné pouZivany pfi
farmakoterapii epilepsie), hydroxamové kyseliny (TSA (trichostatin A), SAHA (suberoylanilid
hydroxamové kyseliny), oxamflatin), cyklické tetrapeptidy (trapoxin B), benzamidy (N-(2-
aminofenyl)-4-[N-(pyridin-3-yl-methoxykarbonyl)aminomethyl]benzamid (MS-27-275)],
elektrofilni derivaty ketonii.

Nejperspektivnéjsi z uvedenych se zatim jevi byt SAHA (VI faze klinického testovani). SAHA
je dobfe snélen, inhibuje biologicky cil in vivo a mi protinddorové W¢inky v pevnych a
hematologickych n4dorech [1*4,

Piiklady né&kterych struktur klinicky zkoumanych histondeacetylasovych inhibitorii ukazuje
Obrdzek 4.
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E\%d}—\@ S~N/©%/\[{N\OH
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Trapoxin B Oxamfiatin

Obrdzek 4

[lzzflfklady struktur histondeacetylasovych inhibitord v klinickém a preklinickém vyzkumu (Pfevzato z
)

V diplomové prici jsme studovali ti¢inky kyseliny valproové a trichostatinu A. Ob€ slougeniny
jsou potencidlni protinddorovéd 1é¢iva 62 Valprodt je vsoulasné dob& vefézi klinického
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testov4ni, zatimco trichostatin A ve f4zi preklinického testovani *2. Valprodt je 16&ivo uivané

k farmakoterapii epilepsie *+*"-7>%..

1.7.3. Farmakokinetika protiniadorovych lé¢iv

Osud cytostatik v organismu je ovliviiovdn plsobenim né&kolika faktorti, které spolu tzce
souviseji a vzdjemné na sebe navazuji. Osud 1é¢iva vychdzi z jeho chemického charakteru. Cely
proces m4 &tyki zakladni etapy

e Resorpce
e Distribuce
e Biotransformace

e Vylu€ovani

Rychlost a stupenl resorpce zavisi na zplisobu aplikace 1&Civa, na jeho form¢ a priniku
membrdnami (d4no jeho rozpustnosti - difiize pasivni ¢i usnadnénd, aktivni transport, filtrace

membrénovymi péry, pinocytéza...) ',

Distribuce 1&Eiva t€2 vychézi ze zplisobu jeho aplikace. Nejéastéji je v té&chto ptipadech 1é¢ivo
transportovdno krevnim fedi$tém, kde se miZe védzat na krevni elementy & na bilkoviny.
Z plazmy jsou latky obvykle distribuovadny do extraceluldrni tekutiny. Po priniku membranou
burlky se U¢innd litka miZe vézat na intraceluldrni bilkoviny a lipidy. B&hem transportu mtiZe
1€&ivo na z4kladé svych chemickych vlastnosti intereagovat s celou fadou ldtek . Tomuto Ize
pfedchazet vyuZivanim tzv. ,drug delivery” systémi, o kterych bude pojedndno v nésledujici
kapitole.

K biotransformaci 1€&iv (xenobiotik) dochézi ve dvou fazich. Na tvod je nutné podotknout, Ze
biotransformace xenobiotik u riznych organismti neni totoZn4, z ehoZ vychézeji komplikace pfi
klinickém vyzkumu nového 1é¢ebného prepardtu. Cilem prvni faze nazyvané derivatizacni je
zvyeni polarity biotransformované litky "4, D&je se tak reakcemi, pti kterych jsou do litky
zatlefiovany pol4mé&jii skupiny & jsou ,,odkryvany* poldmi &4sti daného 16&iva ">, Vznikajici
metabolity jsou pak méné& rozpustné v lipidech a mohou byt terapeuticky vyznamnéj$i neZ
samotné puvodni 1é¢ivo (analogicky tento proces miiZe z tzv. prokarcinogent - tj. potencidlnich
karcinogend vytvotit karcinogeny) *"). V diisledku metabolickych reakci se m&ni G&innost a
fyzik4lni vlastnosti 1&%iva ), Pro n&kterd 1&kiva je nezbytn4 enzymovi transformace, aby se
jejich 1é¢ebny tcinek mohl projevit. Mezi enzymy katalyzujici derivatizaéni reakce xenobiotik

23



patii enzymy mikrosomadlni frakce (tj. subceluldrni systém ziskany destrukci endoplasmatického
retikula pfi homogenizaci bun&k) a cytosolu (tj. roztok cytoplasmy a isola¢niho pufru) 'L
Enzymy majici kli€ovy vyznam v prvni fizi biotransformace, cytochromy P450 (CYP), jsou
ptitomné v mikrosomélni frakci bungk (systém monooxygenas se smiSenou funkci - MFO ) 1%
Y. Druhou f4zi nazgvanou konjugacni charakterizuji reakce 16&iv (jejich funkénich skupin)
s endogennimi ldtkami organismu (glutathion, kyselina glukuronovd, glycin, taurin, aktivni
sulfat, cystein, aktivni acetat...), které€ jesté vice zvySuji polaritu léCiva, a tim vysokou mérou
usnadiiujf jeho vylucovdni z organismu . Endogenni I4tky jsou z chemického hlediska relativné
malé a hydrofilni molekuly. Vyznamnou roli v deaktivaci karcinogent hraje tripeptid (y-glu-cys-
gly, GSH) glutathion ?* '3, Mechanismus deaktivace reaktivniho metabolitu ukazuje Obrdzek
5.

HX
o SH . ) o SR o
N,
l’k{o/\/'\ ﬁlg, “\)\OH ( > HW NL[”\/LOH
0 0 H

glutathion, GSH RX glutathion-S-konjugat
l hydrolyza
SR
0 SR N-acetylace ol
L o —— W
H;C ”
o
0
N-acetylovany-S-kojugat cytein-S-konjugat
(merkapturova kyselina)
Obrdzek 5

Schema deaktivace reaktivniho elektrofilniho metabolitu konjugaci s nukleofilnim centrem
glutathionu (atom S cysteinu). Reakce probiha bud spontanné &i za Géasti enzymu glutathion-S-
transferasy. Vznikly konjugétsje dale pfeméfiovan az na N-acetyl-L-cysteinovy konjugat, ktery se
vyluuje mo&i. (Pfevzato z I'>%).

Konjugity latek fenolické povahy se sulfitem nebo konjugaty karboxylovych kyselin s glycinem
& taurinem jsou vylu¥ovdny vykaly © ' Findlnim produktem degradace endogennich
steroidnich latek je kyselina cholov4, kterd je téZ odstraiiovana z organismu timto zpiisobem %),
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Léivo je ve v&tiin€ pfipadii exkretovdno hepatobilidmni cestou (jétra - Zlu¢), popt. ledvinami
(mogi) 74134,

1.74. Vyznam cytochromii P450 p¥i metabolismu lé¢iv

Cytochromy P450 (CYP) jsou enzymy zodpov&dné v organismu za reakce prvni fize
biotransformace. Cytochromy P450 se v lidském t&le vyskytuji pfedeviim v jatrech, ale i
v ledvinéch, tenkém stfevé, ki%i, mozku, nadledvinksch ¥, Aktivita jednotlivych forem CYP
muZe determinovat reakci pacienta na podané léCivo. V fadé piipadi je 1éCivo preferenéné
metabolizovdno na farmakologicky u€inny produkt pouze nékterym z CYP. V piipadé
deficience ¢i naopak zvySené koncentrace takového cytochromu P450 u riiznych pacientti je pak
ti¢innost 1é¢iva zna¢né rozdilng ™", Z klinického hlediska je znalost, kterd z lidskych forem
CYP metabolizuje dané 16ivo nezbytna 13", |

Mezi CYP nejcastéji metabolizujici 1é€iva patfi CYP2D6 (metabolizuje ptes 30% b&Znyich 1é¢iv)
a zejména CYP3A4 (metabolizuje témeF 50% b&¥né dostupnych I&&iv) ', Déle 1ze do této
skupiny zafadit CYP s vyhran€nou substritovou specifitou - napf. CYP19 (aromatasa). Tento
enzym ovliviiuje vznik nddori (napf.: prsu), jejichZ rist je zdvisly na hladinich estrogennich

hormont. Létky, které reguluji aktivitu aromatasy se pouZivaji jako protiniddorovd terapeutika
(131,154)

Dnes je zndma celd fada neinvazivnich testi ke stanoveni aktivity hlavnich forem CYP u ¢lovéka
(fenotypovéni CYP), které se pouZivaji pfi studiu metabolismu 1é¢iv na dobrovolnicich. Jednim
znich je pouZiti specifickych substratii in vivo ! Nejéast&ji jsou v takovych studiich
pouivdmy kofein, kumarin, debrisochin, dextromethorfan, chlorzoxazon, nifepidin ", Na
zdkladé¢ metabolické aktivity jsou sledovani jedinci zafazeni do dvou nebo tf kategorii
pomalého, stfedniho, rychlého metabolizitora 13UV rémci farmakogenomiky se zkoum4 téZ
exprese cytochromii P450. K uréeni exprese cytochromi P450 se vyuZivd sledovéni exprese
mRNA a proteinii pfisluSnych cytochromti P450 (genotypovéni CYP). Je velmi pravdépodobné,
Ze v nejblizdi dobe€ bude pfed ndvrhem chemoterapie u kaZzdého pacienta proveden ,,screening*
jeho cytochromii P450 (genotypovéni a fenotypovani CYP), aby podand léCiva byla 6¢innd a
mela co nejmen3 vedleji t&inky " 134,
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1.7.5.  Spektralni charakteristiky cytochromu P450

Cytochromy P450 diky pfechodnému charakteru hemového Zeleza existuji ve dvou spinovych
formach . Nizkospinov4 forma (spin 1/2) a vysokospinova forma (spin 5/2). Nizkospinov4
forma je charakteristicki maximem absorbce pfi 418 nm (Soretiv pds). Ion Zeleza je
hexakoordinovan a nach4zi se prakticky v roviné kruhu protoporfyrinu IX. Hemové Zelezo tedy
intereaguje jeSt¢ s dal$im ligandem (napt. s — OH, -COOH, -NH, skupinou postrannich fetézcti
aminokyselin & atomem kysliku z molekuly vody) ®. Vysokospinovd forma vykazuje
maximum pfi 390 nm. Ion Zeleza je pentakoordinovany, je “vytahovdn” nad rovinu

porfyrinového skeletu thioltovou sirou a viechny jeho valenéni elektrony jsou nespérované™,

Oba spinové stavy jsou v klidovém stavu v rovnovéze. Pfi vazb¢ substritu do vazebného mista
enzymu dochdzi k vytladeni Sestého ligandu a ndrustu vysokospinové formy. V tomto pifipadé
pak pozorujeme tzv. substratové spektrum, pro které je typicky nirist absorbance pfi 390 nm a
pokles pfi 418 nm. Pokud se 3estym ligandem stane heteroatom s volnym elektronovym parem
z molekuly substratu ¢i né€jakd nepfeméfiovand latka vézajici se do aktivniho centra enzymu,
dochézi k poklesu absorbance pfi 390 nm a nértistu (dle heteroatomu) pfi 418-460 nm, a enzym
vykazuje tzv. ligandové spektrum. Vzicné miiZe téZ dojit ke kombinaci t&chto jevii (jako ligand
je vazan kyslik), coZ se ve spektru projevi poklesem absorbance pfi 390 nm a nértistem pfi 418
nm, pak se jedn4 o tzv. reverzni substratové spektram &,

Na zdkladé hodnot ziskanych z diferenénich spekter 1ze sestrojit graf zavislosti reciprokych
hodnot pfirtstku vysoko- ¢i nizkospinové formy (rozdil absorbanci v maximu a v minimu) na
reciproké koncentraci pfiddvané slouceniny, a ze smé€mice tak ziskat hodnotu zd4nlivé spektralni
disocia¢ni konstanty vyjadfujici miru afinity cytochromu P450 pro dany substréit (¢im vysSi je
hodnota zd4nlivé spekirdlni disociatni konstanty, tim je l4tka hor§im substrétem) >,

1.7.6. Aromatasa (CYP19)

Aromatasa (CYP 19) (Obrdzek 6) je enzym, ktery hraje dileZitou roli v metabolismu
endogennich steroidnich latek. Podili se na pfemé&n¢ androgenti na estrogeny. Vzécnéji
metabolizuje rovnéZ latky cizorodé. Reakce katalyzované steroidogennimi enzymy probihaji
prim4dm¢ v kife nadledvinek, pohlavnich Zl4z4ch a v placent& (131 Aromatasa se d4le vyskytuje
napf. v tukové tkani & mozku &> 1481,
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Obrdzek 6

Homologni model aromatasy (Pfevzato z ™))

Aromatasa je exprimovéana v normélni i nidorové tkani mlé&né Z14zy a moduluje zde koncentraci
estrogenl. ZvySen4 koncentrace estrogenii miiZe potencovat proliferaci bunék, estrogeny tak
plisobi jako promotory, které pfispivaji k rozvoji nddorového procesu. ZvySeny obsah aromatasy
byl nalezen v builkich tzv. ,.hormon-dependentnich nddori®, tj. nddori z4vislych na hladin¢
hormont, nap¥. prsu, prostaty, ovaria ", V pfipadé karcinomu prsu se pravé estrogentim
pfisuzuje majoritni podil v diferenciaci a proliferaci nddorové modifikovanych bun&k, nebot’
mohou aktivovat rizné stimulaéni faktory. KliCovym estrogenem je zde estradiol, ktery vznika
pfimo v ovariu nebo v epitelidlnich buitkdch prsni Zl4zy. Cilem hormondlni 1é¢by je potladeni
ucinku estrogent. Proto jsou pfi terapii adenokarcinomu mlééné Z14zy pouZivany latky inhibujici
aktivitu aromatasy ™,

1.8. Ellipticin a moznosti jeho vyuZiti pro cilenou terapii

1.8.1. Zdkladni charakteristiky ellipticinu

Struktura ellipticinu
Ellipticin je z chemického hlediska pyridokarbazol (strukturu zndzomiuje Obrdzek 7), jehoZ
systematicky nézev je 5,11-dimethyl-6H-pyrido [4,3-b] karbazol.
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Obrdzek 7

Struktura ellipticinu (Pfevzato z )

Pivod ellipticinu

Ellipticin a jeho derivity jsou alkaloidy vykazujici vyraznou protinddorovou aktivitu. Jedna se o
latky pfirodniho ptuivodu, které lze izolovat z rostlin &eledi Apocyanaceae (Ochrosia elliptica,
Ochrosia borbonica = Ochrosia maculata, Excavatia coccinea etc.) 46.88) Ochrosia elliptica je

maly, tropicky, stile zeleny strom rostouci v Austrdlii, Madagascaru, Hawaii, a na dalSich
ostrovech v Tichém ocednu %) viz Obrdzek 8, Obrdzek 9.

Obrdzek 8
Ochrosia elliptica (plody). (Pfevzato z ['*)
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Obrdzek 9

Ochrosia elliptica (strom). (Pfevzato z ['*¢)

Ellipticin byl poprvé izolov4n v roce 1959 z listii rostliny Ochrosia elliptica Labill “°), ale jeho
biologické pusobeni (a ne¢kterych jeho derivati) bylo objeveno aZ v roce 1967, kdy se podafilo
ellipticin uméle syntetizovat (27 Struktura ellipticinu byla potvrzena jeho syntézou a chemickymi
metodami (pfedevSim rentgenostrukturni analyzou krystali) 21 Na prelomu 3edesétych a
sedmdesitych let byl intenzivné zkoumén ellipticin samotny, ale poté, co byla b&hem
preklinického testovani objevena jeho kardiovaskulami toxicita a skuteCnost, Ze zplisobuje
hemolyzu, se v&€decky z4jem orientoval pfedev§im na jeho strukturni derivity v poloze 9 - (9-
hydroxyellipticin, 9-methoxyellipticin a elliptinium (celiptium)) a posléze i jind strukturni
analoga "',

Vyzkum heterocyklickych sloudenin se soutfedi predeviim na strukturni analoga karbazoli
(zejména ellipticinu a jeho derivatii) " o4, Piiklady zkoumanych karbazolovych analogi uvadi
Obrdzek 10.
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Obrdzek 10

Strukturn{ modifikace zkoumanych karbazolovych analogl - heterocyklus maze byt péti &i
Sestitlenny (pyrrol, furan, thiophen, selenophen, oxazol, diazol, thiazol). (Pfevzato z *)

1.8.2. Derivaty ellipticinu

PHrodni derivdty ellipticinu
V ptirodé se vyskytujici derivéty ellipticinu jsou 9-methoxyellipticin a olivacin, jejich strukturu
znézoriiuje Obrdzek 11. Oba vykazuii, podobng jako ellipticin, protinidorové wi¢inky ¥,

9-methoxyellipticin byl izolovdn zrostliny Ochrosia elliptica (Apocyanaceae), olivacin

z Aspidosperma olivaceum (Apocyanaceae) *%,
R S ellipticin R=R“=H,R‘=Me
9-methoxyellipticin R =OMe, R* =Me, R = H
olivacin R=R‘=H,R‘*“ =Me

Obrdzek 11

Schema struktury ellipticinu a jeho pfirodnich derivat(. (Pfevzato z )

Syntetické derivdty ellipticinu

Piiklady n&kterych synteticky pfipravenych derivati ellipticinu, které jsou klasifikovéany do tfid
E, Q, H podle NCI (,,National Cancer Institute”) "% ukazuje Obrdzek 12.
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Obrdzek 12
Ttidy E, Q, H ellipticinovych analogll podle NCI (,National Cancer Instntute% E: ellipticiny, Q: N*-

substituované ellipticiny, H: 1,2- dihydrogenované ellipticiny (Pfevzato z
V fad€ laboratofi byla molekula ellipticinu synteticky modifikovana za ti¢elem pfipravy ,cilené
smé&rovaného 1é&iva na bazi ellipticinu* ",

Syntetické modifikace ellipticinu umoZriuji ™"
e ZvySeni protinaddorového (cytotoxického) ucinku.
e Modulaci hydrofobicity (biodostupnost - pomé&r mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi
vlastnostmi 1é¢iva).

e Zvyseni selektivity a specifity ellipticinu vi¢i nddoru.

Mista modifikaci v molekule ellipticinu "%:

Atom uhliku v poloze 9, napt.: 9-hydroxyellipticin (tj. majoritni metabolit ellipticinu v fade¢
organismi °® % ™) 9_methoxyellipticin, 9-chlorellipticin.

Atom dusiku v poloze 2, napt.. 9-hydroxy-2-methylellipticinium (ve formé¢ acetdtu- je
terapeuticky neji¢innéj$im derivitem ellipticinu, pouZiva se pfi 1€€b& nadortl prsu s kostnimi
metastdzemi, leukemii % ¢ %) 9. methoxy-2-methylellipticium-acetdt (mozkové nédory,
nei¢inny vii¢i pevnym nidorim in vivo), 9-chlor-2-methylellipticinium-acetiat (i¢inny vici
pevnym nadoriim).
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Biochemické vlastnosti derivdti ellipticinu:

Ellipticin je pfes bunéfnou membrinu transportovdn snadno pasivni difuzi, diky svému
hydrofobnimu charakteru. Hydrofobni charakter ellipticinu vSak znesnadiiuje jeho distribuci
v organismu. Derivatizace v poloze 2 na atomu dusiku zpusobi vznik nidboje na molekule
ellipticinu. Derivéty se proto uZivaji ve formé soli. Tedy vede ke zvySeni hydrofilnich vlastnost{
ellipticinu. To sice vede k vyznamné;jii distribuci derivétu v organismu, ale naopak i ke zhorSeni

jeho transportu pfes bun&né membrény ',

Optimélnim feSenim je vyuZiti jiz dfive zmin€énych transportnich systému (,,drug delivery
systémi*), které zarufi transport u¢inné litky do cilového mista, aniZ by sniZovaly jeho
protinddorovou u¢innost (naopak v idedlnim pfipad¢ se cytotoxicita 1é&iva zvySuje), umoZni
zvySeni distribuce 1étiva a omezi jeho vedlej$i neZ4douci Gi&inky na zdravé buiiky ',

1.8.2.1. Cilené smérované derivdty ellipticinu

Ellipticin a jeho nékteré derivity maji vlastnosti vhodné (vyrazna hydrofobicita, nidorova
cytotoxicita a nizké vedlejsi i¢inky) pro jejich uZiti v komplexu s nespecificky selektivnimi popf.
neselektivnimi nosi¢i (,,drug delivery systémy*) ",

Nejvyznamnéj$i z dosud testovanych konjugith ellipticinu jsou komplexy esterii ellipticinti

s lipoproteiny a konjugit ellipticinu s lidskym sérovym albuminem (HSA) ',

Komplexy esteri ellipticini s lipoproteiny

Nadorové butiky potfebuji velké mnoZstvi cholesterolu pro syntézu buné&né membrany nové
syntetizovanych bungk 2. Cholesterol mohou zisk4vat bud’ syntézou de novo & degradaci LDL
téstic (,,Jow density lipoprotein®) %, Nadorové buiiky exprimuji receptbry pro LDL &stice a
také LDL &4stice metabolizuji je daleko rychleji a ve vét$im mno¥stvim ne¥ butiky zdravé 2,
Toho lze vyuZit pfi konstrukci tzv. selektivnich ,drug delivery systémi‘, kde LDL ¢&astice
funguji jako specificky nosi¢ pro protinidorové 1&ivo (ellipticin) > > 130} 1 &&ivo je do
komplexu s LDL ¢&4sticemi inkorporovano na zdklad€ hydrofobnich interakci (43,72 1301 v znik4
tak velmi stabilni komplex > 7% 1%0],

Nejvys§i u€innosti a zvySeni cytotoxickych icinku oproti volnému léCivu bylo dosaZeno
vytvofenim komplexu LDL &astic s 9-hydroxy-2-methylellipticinium-acetitem, jehoZ vyrazni
polarita byla snfZena esterifikaci kyselinou olejovou (vznikl ester s hydroxylovou skupinou
v poloze 9 ellipticinového skeletu) ',
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Konjugat ellipticinu s lidskym sérovym albuminem

Lidsky sérovy albumin (HSA) je transportni protein o vysoké molekulové relativni hmotnosti
Mr = 66 500) " Vyuiti této latky jako selektivniho ,drug delivery systému“ je vysoce
pravdépodobné vzhledem k vlastnostem, které vykazuje vii€i malign€ transformovanym butikdm
(28] Vysoka4 relativni molekulovd hmotnost HSA usnadiiuje transport lé€iva k nddoru diky tzv.
EPR efektu (,enhanced permeability and retention effect”), ktery vyvoldvd tzv. pasivni
sm&ovini (,,passive tumor targeting) ®* %> 121981 Afinita HSA je viak mnohon4sobné zvySena
ve prosp&ch nadorovych bunék, které ho specificky pohlcuji a degraduji ">, V organismu je

HSA biologicky stabilni, je snadno dostupny a pro lidsky organismus netoxicky a neimunogenni
(122]

1.8.3. Farmakokinetika ellipticinu

Chadwick se spolupracovniky v sedmdesétych letech provedl rozsdhlou farmakokinetickou
studii ellipticinu s vyuZitim jako modelovych organismii my3i, potkani, psti a opic . Ellipticin
byl zvifatiim podévan intraven6zné v ddvce 6 mg na 1 kg hmotnosti experimentilniho zvifete

(vyjimkou byly opice: 3 mg /kg) se),

Touto studif bylo zji§t€no, Ze ellipticin je rychle, ale nerovhomé&mé distribuovdn do riznych
orginii véetné mozku (hematoencefalickou bariéru prekondva bud’ diky své hydrofobicité¢ na
z4kladg pasivni difiize, & vyuZiv4 dosud nezndmych aktivnich transportnich procesit) %

Rychlost eliminace ellipticinu z krve, organovéa distribuce i exkrece jsou zdvislé na druhu
organismu, kterému byl ellipticin podzn .

Ellipticin uZivany v klinické praxi je pacientim poddvan intraven6zn€ (nejcast&jsi denni davka:
80 mg/m?, tj. asi 2,13 mg/kg - po dobu ti dn) > %), Polotas ellipticinu v organismu se pohybuje
v rozmezi 8 - 51 hodin v z4vislosti na pacientovi (inter-individuln{ variabilita) %,

Zt¢la je ellipticin eliminovdn zejména hepatobilidmi cestou (feces) a z 16 % cestou rendlni
filtrace %, Ellipticin je slab4 bize (pK = 5,8), v kyselém pH gastrointestindlniho traktu je
ionizovdn a miZe byt resorbovdn burikami stfevni sliznice (takto se vyloudi pfiblizné 15%
z celkové dévky 1étiva) . Biotransformace ellipticinu probih4 ptedevsim v jétrech (majoritni
produkt je v fadé organismu 9-hydroxyellipticin, ktery je rovn€Z majoritnim metabolitem, ktery
je z t&la vylugovan,) 66574,
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1.8.3.1. Biotransformace ellipticinu

Hlavnim mistem biotransformace ellipticinu jsou jétra *® ), V jatrech laboratorniho potkana je
ellipticin majoritné pfemétiovan na 9-hydroxyellipticin, ktery je dile konjugovdn na glukuronat
nebo sulfét a vylougen z organismu >, Hydroxylace v poloze 9 probih4 pfiblizn& 3x intenzivn&ji
u zvifat premedikovanych methylcholanthrenem (induktor podrodiny CYP1A a formy
CYPI1BI1), zatimco u zvifat premedikovanych fenobarbitalem pouze 2x intenzivnéji (induktor
CYP2B) .

Po 24 hodinich dochézi k prakticky tplnému vyloudeni ellipticinu z organismu (plati pro
sledované modelové organismy) a ve tkanich se vyskytuji jen metabolity v nizké koncentraci .
Vyskyt v subcelularnich frakcich je ovlivnén zejména interakci ellipticinu s DNA, RNA,

protemy a llpldy [31, 32,45, 56, 65, 78, 80, 92, 138].

Ve tkanich, krvi, Zludi se ellipticin vyskytuje &asteéné v ellipticin-lipidovém komplexu, ktery
jeho farmakokinetiku s nejvétsi pravdpodobnosti neovliviiuje ©®. Transport ellipticinu
v organismu je umoZnén vazbou ellipticinu na transportni protein B-laktoglobulin B Bylo
zji$t€no, Ze hormon insulin m4 vliv na zvySeni transportu tohoto 1é¢iva B4,

Cytochromy P450 oxiduji ellipticin na pét riznych metabolitii. Kromé& 7-hydroxyellipticinu maji
vSechny metabolity ellipticinu vy$§i cytotoxické u€inky neZ samotnd parentdlni molekula.
Majoritni enzymy metabolisujici ellipticin jsou lidské CYP3A4 a CYP1A1/2 157 Tvorba
metabolitti ellipticinu je ddna pusobenim riznych forem cytochromu P450, jak doklad4 Obrdzek
13. Vedle cytochromti P450 je ellipticin oxidovan téZ peroxidasami.

34



ellipticin

PN CH, S. a0 v - “H,
/ \ ’ \ \’ PN
\ § - &, : M { \
QS i o e e Sy L A
Kz i Yy : i 3 Ay s ;
/ ., i i " ; i ;i - ;
e e A oA CYPIAIR T ™ PR
HO N . N e 2 _CYPIAA PP ,-fJ
{ .i, i W F‘ "} + CYP1AZ N \\\‘ -~ Ng
' Cn, CvP208 i o CYP208 v
: s ” — o 3
7-hydroxyeliphcin ’;\‘?\'/ T -._Cybvl" 13-hydroxyasliipticine
e Ad O-20g
- c,g(d' CYPRC9 .
0, -’ S
h o - € CH
/ -t A\ - )
:;\ AP N TR \/ \>'-._ f""J\ PN / \ l\. o, e
D T s g N W e g
\ -, J’ J b - = fy l §
INI SR s NA\\I/’/‘L"\ ~d \N"' e
{ ] { T
b L q e 4 .
8-hydroxyefipticin 12-hydroxyelipticn N2-0xid elipticinu
Obrdzek 13

Schema metabolismu ellipticinu lidskymi cytochromy P450 (Pfevzato z ['*")

Ke studiu metabolismu ellipticinu a separaci jeho metaboliti se pouZivd vysokoucinni
kapalinova chromatografie (HPLC). Metabolity jsou ellipticinu jsou pracovné oznacovany podle
elu¢nich profili jako metabolity M1, M2, M3, M4 a MS. Jednotlivé metabolity ellipticinu
vzniklé plisobenim cytochromt P450, separované vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii, a
jejich oznadeni ukazuje Obrdzek 14.
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HPLC metabolitd ellipticinu, které vznikly pisobenim cytochroml P450 na ellipticin. M1= 9-
hgdroxyellipticin, M2= 12-hydroxxellipticin, M3= 13-hydroxyellipticin, M4= 7-hydroxyellipticin, M5=
N°-oxid ellipticinu.(Pfevzato z ['#"}),

1.84. Protiniddorové piisobeni ellipticinu : .

1.84.1. Mechanismus nespecifického iucinku elipticinu:

Ellipticin a jeho derivéty jsou protinddorova 1é¢iva, jejichZz mechanismus ptisobeni neni dosud
jednozna¢né rozlustén. Bylo zjisténo, Ze ellipticin miiZe plisobit n€kolika zpiisoby:

e Interkalace do dvojiroubovicové struktury DNA

¢ Inhibice topoisomerasy II

e Inhibice fosforylace proteinu p53

¢ Inhibice oxidaéni fosforylace v mitochondriich

e Inhibice telomerasy

e Inhibice DNA helikasy
Interkalace ellipticini do struktury DNA vychdzi z velikosti a tvaru jejich molekul a je
umo?¥néna slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi interkacemi s bazemi DNA P* 7} (Obrdzek 15).
Prvni interkalaéni model popsal Lermann 7" a tento model, zaloZeny na inserci planimich
aromatickych molekul mezi pary bazi DNA, vyhovuje interkalanim modelim s l4tkami typu
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anthracyklinti, aktinomycinii, akridinti v&etné ellipticinu "\ Urtujici pro orientaci molekuly

ellipticinu je interakce mezi jeho methylovou skupinou a thyminem v interkala&nim mist& 2!,

Obrdzek 15
Ellipticin interkalovany v DNA (Pfevzato z )

Ellipticin ovliviiuje katalytickou funkci fopoisomerasy II. Topoisomerasa II je nukledrni enzym,
ktery zabratiuje ,,pfekrouceni DNA v prub¢hu replikace, a tedy vzniku zlomt v fet€zci DNA.
Mechanismus ucinku topoisomerasy II spolivd v navdzdni se na DNA (na oba fetézce
dvousroubovice DNA), rozit€peni fet€zci a jejich néslednou ligaci. Ellipticin intereaguje
s topoisomerasou II, vytvofenim katalyticky inaktivniho komplexu blokuje ligaci rozit€penych
fet¢zci DNA. Tim podporuje $tépeni DNA na krat$i tiseky. Ellipticin miZe ovliviiovat funkci
topoisomerasy II i pfimou reakci s DNA. V obou pfipadech vznikajici zlomy v DNA jsou pro
buiiku letdlng (1136 40.41.81. 149

Ellipticin pisobi téZ na funkci proteinu p53. Protein p53 je produktem tumor supresorového
genu. Pokud je aktivovan, stimuluje transkripci genu koédujictho Cdk-inhibiéni protein
oznacovany jako p2l. Tak se zvySuje koncentrace proteinu p21, ktery se navdZe na komplex
cyklini S-fize s Cdk. Tento komplex je zodpovédny za pfechod do S-faze, a p21 tak blokuje
jeho funkci. Zastaveni bun&ného cyklu v G, - fézi poskytuje buiice ¢as na opravu DNA dfive,
neZ dojde k jeji replikaci. Pokud protein p53 chybi, ¢i je defektni, replikace postizené DNA vede
ke vzniku vysokého potu mutaci a zvySené pravd&podobnosti vzniku nédorového bujeni .
Bylo zji§téno, Ze 9-hydroxyellipticin indukuje apoptézu v G; — fazi bunéfného cyklu v
mutantnich burikach transfekovanyich proteinem pS53 (tzv. Saos-2 buriky), zatimco v identickych,
ale proteinem p53 netransfekovanych buiik4ch, k indukci apopt6zy nedochdzi '),

Ellipticiny jsou schopny obnovit pivodni funkci proteinu pS53, bud’ mechanismem inhibice
specifické cyklin-dependentni kinasy P11 kdy akumulace defosforylovaného mutantniho proteinu
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p53 miiZe té% indukovat apoptézu ", nebo aktivaci transkripce mutantniho tumor supresorového

genu p53 [12, 14,51, 90, 117, 150, 155]

Interakce ellipticinu a nékterych jeho derivatd s vnitini mitochondridlni membréanou vede
Kk inhibici elektronového transportu (na drovni cytochrom c oxidasy) a k poruSeni oxidacni
fosforylace ®**), Vysledkem je sniZeni koncentrace ATP v burikéch vedouci k jejich z4niku 2.

Molekula 9-hydroxyellipticinu inhibuje v diisledku své téméf planarni aromatické struktury
enzym telomerasu. Inhibice telomerasy byla v3ak zatim prok4zana pouze v buné¢nych kulturich,
nikoli in vivo ®,

Inhibice DNA helikasy ellipticinem byla zji$t&na pouze v p¥ipadé chloroplastové DNA 4%,

1.84.2. Mechanismus specifického pusobeni ellipticinu

Ellipticin a jeho derivity vykazuji specifitu pouze vi¢i urlitym typdm neoplasie, coZ je
v rozporu s jejich nespecifickym metabolickym ptisobenim {6 3% 10 130. 133, 137]

Popsané mechanismy t¢inku ellipticinu jsou nespecifické a odpovidaji ptisobeni mnoha slabsich
protinddorovych latek neZ je ellipticin. Specifita a vysoka tcinnost ellipticinu tedy musi byt
zpisobena mechanismem jinym, neZ jsou mechanismy vySe uvedené. Skute¢né, nedavno bylo
objeveno, Ze specifita ellipticinu vi¢i nddorovym buitkim miZe byt zplsobena rozdilnou
enzymovou vybavou lidského organismu [ 6 3% 3. 102126, 128. 130, 138) ‘By) 1067 zjidténo, e
ellipticin ptisobf jako ,,pro-lé€ivo”, které€ je metabolicky aktivovano enzymy vyskytujicimi se t€Z
v cilovych nddorovych tkdnich (CYP, peroxidasy) na biologicky t¢innéj§i derivaty. Cytochromy
P450 1A1, 1B1, 2B6, 2E1 a 3A4 B jsou spolu s peroxidasami, laktoperoxidasami a
prostaglandin H synthetasami exprimovany v butikdch lidskych nadorii prsu 2. V piipadé
nékterych leukémii je exprimovdna myeloperoxidasa 2. Prostaglandin H synthetasy jsou
ptitomny té% v ledvinich a nadorech mozku (napt. COX-2) **), Jmenované enzymy jsou ve
vysoké mife exprimovédny v nddorech citlivych na 1é¢bu ellipticinem. Metabolity vzniklé
ptsobenim té€chto enzymi generuji kovalentni adukty s DNA, a tim efektivnéji poSkozuji
nédorové buiiky 5 16383 102,126, 128,136, 137)

Jak jiZ bylo uvedeno vy3e, bylo prokizano, Ze za aktivaci ellipticinu jsou odpovédné predeviim
cytochromy P450 a peroxidasy, o kterych je podrobné€ pojednano v kapitole 1.8.4.2. Cytochromy
P450 zodpovéné za aktivaci ellipticinu jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1

Cytochromy P450 zodpové&dné za aktivaci ellipticinu v lidském organismu a v organismu
laboratorniho potkana (Pfevzato z ")

cytochrom P450 ¢lovék potkan
CYP3Al ne ano
CYP3A4 ano ne
CYP1A1/2 ano ano
CYPIBI1 ano ano

Ellipticin je ptisobenim cytochromt P450 pfeméiiovan na pét metabolitl, z nichZ pro tvorbu
adukti sDNA jsou vyznamné 12-hydroxyellipticin (resp. N’-oxid ellipticinu) a 13-

hydroxyelhptl cin [133, 136, 137).

Oxidace ellipticinu peroxidasami (lidskA myeloperoxidasa (MPO), hovézi laktoperoxidasa
(LPO), ovei COX-1, lidskd COX-2 a kfenov4 peroxidasa (HRP)) poskytuje tytéZ adukty s DNA

jako ty, které byly nalezeny po jeho oxidaci cytochromy P450 ! ],

Ellipticin je nejuinnéji oxidovan kfenovou peroxidasou (HRP), ve srovnani s lidskou
myeloperoxidasou (MPO), hovézi laktoperoxidasou (LPO). Reakce, pfi které vznika prednostné
dimer ellipticinu, probih4 nejlépe v kysel€ oblasti pH (pH 6,4), zatimco v oblasti vy$siho pH je
mnoZstvi vznikajictho dimeru ellipticinu niZ$i na ukor aktivace ellipticinu pro tvorbu
kovalentnich aduktii s DNA ¥,

Vznik identickych adukt ellipticinu s DNA piisobenim peroxidas ['** 18 3 také piisobenim CYP
1126, 1381 byl prokézan in vitro dvéma na sob& nez4vislymi metodami, ,,”P-postlabellingu“ a
metodou vazby radioaktivné znateného *H-ellipticinu ('),

Mechanismus oxidace ellipticinu cytochromy P450 a peroxidasami byl objeven v nasi laboratofi
(136)

Peroxidasova oxidace ellipticinu probih4 jako jednoelektronova oxidace, pfi které vznikaji volné
radikédly, které v zdvislosti na prostfedi divaji vzniknout ellipticinovému dimeru & aduktim
s DNA. Majoritnim produktem je dimer ellipticinu (strukturu ukazuje Obrdzek 16). Dvé
fnolekuly ellipticinu se vaZi prostfednictvim atomu N° pyrrolového kruhu a C9 atomu druhé
ellipticinové struktury "% '3, Dimer ellipticinu je hlavnim produktem oxidace ellipticinu
v experimentlnich podminkch in vitro ' 33,

39



Obrdzek 16

Struktura dimeru ellipticinu (Pfevzato z

[133])

Minoritnim produktem oxidace je ellipticin-N>-oxid ! '*], Ob& struktury byly identifikovény
w¥itim nukledmi magnetické rezonance (NMR) '*). Tvorba aduktu &.1 ellipticinu s DNA
plisobenim peroxidas koreluje se sni¥enou hladinou dimeru ellipticinu **). Prestoze
v experimentech provedenych v na3i laboratofi nebyla prok4z4na peroxidasova reakce, kterd by
probihala mechanismem dvou elektronové oxidace (meziproduktem by byl methylen-imin)
(Obrdzek 17), je pravdépodobné, e k tomuto dé&ji dochazi '® '), Tento predpoklad podporuje
zjidt€ni, Ze adukty s DNA, které vznikaji peroxidasovou reakci, jsou totoZné s adukty
vznikajicimi po aktivaci ellipticinu cytochromy P450, (Obrdzek 17), a déle, Ze pro tuto reakci
jsou nutnd stechiometrick4 mnoZstvi ellipticinu a peroxidasy.

Metabolity ellipticinu vzniklé piisobenim peroxidas a CYP se pfednostné vaZi na deoxyguanosin
DNA. 13-hydroxyellipticin, vznikly metabolickou aktivaci ellipticinu piisobenim cytochromu
P450, se v zdvislosti na podminkach prostfedi samovoln€ rozpadé na reaktivni karbeniovy ion,
ktery reaguje s nékterym z nukleofilnich center (mechanismem nukleofilni Michaelisovy adice)
deoxyguanosinovych zbytkii na DNA (nejspi8e s exocyklickou -NH, skupinou guaninu), a tvof{



tak DNA adukt 1 (Obrdzek 17). Stejny adukt se tvofi i pfi pisobeni peroxidas na ellipticin,
nejspile pravé jiz zminénou dvou-elektronovou oxidaci metabolitu ellipticinu na methylen-imin.
Methylen-imin je velmi reaktivni a miiZe se pfeménit na stejny karbeniovy ion jako pfi pusobeni
cytochromii P450 na ellipticin, popf. miZe sdm interagovat s DNA. V obou piipadech tedy
vznika stejny adukt s DNA, adukt 1. Adukt 2 je tvofen obdobné pfemé&nou 12-hydroxyellipticinu
pfes karbeniovy ion jak u aktivace ellipticinu cytochromy P450, tak pfi peroxidasové aktivaci.
12-hydroxyellipticin vznikd tzv. Polonowského pfesmykem z N’-oxidu ellipticinu. N”-oxid
ellipticinu je spoleénym produktem pfi peroxidasové reakci a reakci fizené cytochromy P450.
Obé tyto metabolické cesty poskytuji tedy opét stejny adukt s DNA, adukt 2 [128 133 136, 137, 138]
Popsané reakce ukazuje Obrdzek 17.
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Obrdzek 17

Schema metabolické aktivace ellipticinu (plisobenim CYP a peroxidas) znazoriujici vznikié
metabolitf! a ty z nich, které tvoli adukty s DNA (Pfevzato od Prof. RNDr.Marie Stiborové, DrSc.
z citace ™))

Kovalentni adukty ellipticinu s DNA byly detekovény in vitro po inkubaci DNA s ellipticinem,

B39] [125]

ale i in vivo v DNA izolované z riiznych tkan{ potkana - a my$i

Adukty byly déle detekovdny v DNA lidskych nddorovych linii butiky prsniho adenokarcinomu:
MCF-7 (,,breast carcinoma cell line*) ", Jeukemické butiky HL-60 (,human promyelocytic
leukemia cell line*) "*"! a CCRF-CEM (,human T cell lymphoblast-like cell line) ",

Aktivity cytochromti P450 a peroxidas v lidskych nadorovych liniich jsou vizkém vztahu

s cytotoxicitou ellipticinu '),
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Chovéni ellipticinu jako alkyla¢niho (aryla¢niho) €inidla nutn€ musi vést k otdzce, zda takovito
modifikace DNA nem4 vedlej$i genotoxické uinky (v procesu karcinogenese je pisobeni
takovychto latek prvnim krokem ke vzniku iniciované buriky), a zda jsou vznikajici adukty ve
zdravych buitkéich reparovény & nikoli (>4,

Na modelovém organismu laboratorniho potkana bylo v na3i laboratofi zji$téno, Ze po ukonéeni
aplikace ellipticinu k oprav€ poskozené DNA ve zdravych burikich skute¢n& dochdzi. Vzniklé
adukty tedy nejsou perzistentni "7 13, Zda toté? Ize predpoklédat i pro &loveka , je viak stile
diskutabilnf '?'*4,

Exprese cytochromt P450 je ovlivnéna fadou faktori, napf.: Ah receptorem 13, 591 vyznamni je

viak moZnost zvyseni exprese CYP plisobenim ellipticinu . Ukézalo se, Ze ellipticin piisobi
jako induktor cytochromii P450 v organismu laboratorniho potkana ' © a nékterych daliich
enzymi jako je nap¥. DT-diaforasa ',

Je tedy moZné, Ze sama aplikace ellipticinu mtiZe stimulovat jeho farmakologické pisobeni jako
16iva .

1.8.5. Klinické vyuZiti ellipticinu a jeho derivati

Pro klinické vyuZiti ellipticinu a jeho derivati m4 nejvétsi vyznam vysok4 G¢innost téchto
latek proti nddorovym onemocnénim a slabé vedlejsi toxické tiinky %),

Vedlej¥i ¢inky se projevuji jako nevolnost, zvraceni, xerostomie (suchost v tistech) " '3,
Zavazngjsi nasledky ma pfi dlouhodobém uZivéni projevujici se hematologickou toxicitou
(31 Bylo zjiténo, Ze hematologickd toxicita je nejspie imunoalergického piivodu
Il Nefrotoxicita je nejzévazn&j$im toxickym t&inkem ellipticinu . Védecké studie viak
poukazuji na vyskyt t&chto neZ4doucich G&inki jako na pomémé vzicny ). Nefrotoxicita

ellipticinu se svym mechanismem vzniku podobé nefrotoxicité cis-platiny (v mirn&j$i form¢) tet,

66, 105, 106, 143, 144]
Kontraindikaci pro uZivéni ellipticinti je rendlni insufience a také t€hotenstvi (pfi pokusech na
mysich a kralicich byly prok4zany jejich teratogenni G¢inky) (25.65) Byla téZ zjidt€éna mutagenita
ellipticinu a 9-hydroxyellipticinu vii¢i savéim buiikkdm (ale i vii¢i bakteridlnim kmentim
Salmonella typhimurium, Neurospora crassa, Escherichia coli) (2N,

V klinické praxi jsou od 70. let pfedeviim ve Francii poddvany 9-methoxyellipticin a 2-methyl-

9-hydroxyellipticin ve formé acetdtu 1256165701,
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Lécba pokrotilého karcinomu prsu s kostnimi metastdzemi, akutni myeloblastické leukémie,
sarkomu ledvin, karcinomu 3titné Zldzy v soucasnosti vyuZiva ellipticinu a jeho poldméjSich
derivatt: 9-hydroxyelipticin, 2N-methyl-9-hydroxyellipticinium, 2N-methyl-9-
hydroxychlorellipticinium, 2N-methyl-9-methoxyellipticinium > ''* >} Aviak i nadéle jsou
zkouméany dalsi potencidlni v¢inky ellipticinu a jeho derivitii nejen na rizné typy nddorovych
onemocnéni, ale také na né€které virové choroby - zejména AIDS (schopnost elipticinu inhibovat

retrovirovou integrasu, reversni transkriptasu) 7% 8> 11%),



2. Cil diplomové prace

Cilem pfedklddané diplomové price bylo pfispét k dal$imu osvétleni mechanismu pisobeni
protinddorového 1é€iva ellipticinu. Konkrétné cile byly nésledujici:

» Poznani cytotoxicity ellipticinu vii¢i nddorovym bunéénym linifm lidského
neuroblastomu a poznédni mechanismu ptisobeni tohoto 1é€iva na neuroblastomy.

» Poznéni vlivu inhibitort histondeacetylas valprodtu a trichostatinu A na ptsobeni
ellipticinu na neuroblastomové buriky.

» Poznéni vlivu inhibitorti histondeacetylas na oxidaci a oxida¢ni aktivaci ellipticinu
vedouci k tvorb€ aduktii s DNA pusobenim cytochromti P450 a peroxidas.

» Studium oxidace a oxida¢n{ aktivace ellipticinu vedouci k tvorbé adukti s DNA
aromatasou (cytochromem P450 19) a vlivu cytochromu bs na uvedené reakce.

> Poznéni exprese enzymi oxidujicich ellipticin (cytochromy P450 a peroxidasy)
v lidskych neuroblastomovych buné&nych liniich a v butikdch lidského prsniho
adenokarcinomu MCEF-7.

> Studium interakce ellipticinu s cytochromem P450 1A1.

Vypracovéni diplomové préce bylo podporovano grantem GACR 203/06/0329.
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3. Material a metody

3.1. Pouzité chemikalie

Abcam (Velkd Britdnie):

primérmi protilétka krali¢i-proti CYP1B1

BIO-RAD (USA):

sekundérni protilatka IgG kozi-proti my$i znaena alkalickou fosfatasou, IgG kozi-proti krali¢i
znagena kfenovou peroxidasou (substratovy kit Inmun Star HRP 170-5040)

Calbiochem (USA):

9- hydroxyellipticin

DPC Biermann (Némecko):

priméami protilatka krali&{-proti CYP19

Fluka (Svycarsko):

akrylamid, dimethylsulfoxid (DMSO), dodecylsiran sodny (SDS), 1,2-didodecanoyl-sn-glycero-
3- phosphocholin (DLPC), 2-merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), methanol,
ethylacetat

Gentest Corp. (USA):

cyklooxygenasa-2 (COX-2), primarni protilatky mysi-proti cyklooxygenase-1 (COX-1) a mysi-
proti cyklooxygenase-2 (COX-2), lidské jaterni mikrosomy, lidské rekombinantni CYP19
(Supersomy TM)

Koch-light lab.(Velkd Britdnie):

2- merkaptoethanol

Kulich (CR):

fenobarbital

46



Lachema (CR):

bromfenolova modf, dekahydrét uhli¢itanu sodného, dihydrat dihydrogen fosfore¢nanu sodného,
(di)hydrogenfosfore¢nan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny, dithioni¢itan sodny, ethylester
kyseliny octové, ethylendiamintetraoctova kyselina ve formé& dvojsodné soli (EDTA, chelaton 3),
ethanol, hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid draselny, hydroxid sodny, chlorid hofe¢naty, chlorid
sodny, kyselina chlorovodikova, kyselina fosfore¢n4, kyselina octova, methanol, octan amonny,
kyselina octov4, pentahydrat siranu méd’natého, persiran amonny, siran méd’naty, tartarat sodny,
uhli¢itan sodny.

Linde (CR):

dusik (g), kapalny dusik, oxid uhelnaty (g)

Merck, (Némecko):

ethylester kyseliny octové

Millipore Corp. (USA):

Immobilon™- P transfer membrana (PVDF)

Penta (CR):

glycerin

Roche (Némecko):

NADH

Serva (Némecko):

N,N’- methylen-bis-akrylamid (BIS), Triton X-100, N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylendiamin
(TEMED), Coomassie Briliant Blue R-250, cytochrom c.

Sigma (USA):

4 4’-dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina (BCA), 5-bromo-4-chloro-3 indolylfosfat/nitro blue
tetrazolium (BCIP/NBT), cyklooxygenasa-1 (COX-1), dimethylformamid, dimethylsulfoxid
(DMSO), ellipticin (ELLI), fenacetin, glukosa 6-fosfat, kfenova peroxidasa (HRP), kyselina 1-
heptansulfonova, NADP*, NADPH, dodecylsiran sodny (SDS), salicylamid, "sekundarni
protilatka" (krali¢i IgG proti kufeci IgY znagena alkalickou fosfatasou, kozi IgG proti kréli¢i IgY
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s navazanou kfenovou peroxidasou), standardy pro SDS-elektroforesu ,,Wide range®, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT), 1,2-didodecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DLPC), DNA z teleciho brzliku.

Chemické zdvody Sokolov (CR):

H,0,

P¥ipravené kolegy v laboratoFi:

e jaterni mikrosomy laboratorniho potkana (kontrolni z nepremedikovanych
laboratornich potkani, zlaboratornich potkanti premedikovanych Sudanem I)
kmene WISTAR, CYP1A1l, NADPH:cytochrom P450 reduktasa a cytochrom b$
z izolaci provadénych kolektivem biochemické laboratofe P¥F UK

e primarni slepi¢i protilitky proti lidskému CYP3A4 a potkanimu CYP1Al
pfipravené doc. RNDr. Petrem Hodkem, CSc.

e NZoxid ellipticinu byl syntetizovan J. Kutkou na katedfe organické chemie PiF
UK

e butlky MCF-7 ziskané z Oddéleni molekularni toxikologie spolupracujiciho
pracovisté Némeckého centra vyzkumu rakoviny v Heidelbergu Prof. RNDr. Marii
Stiborovou, DrSc.

e neuroblastomové bunééné linie (IMR-32, UKF-NB-3, UKF-NB-4) poskytnuté
Oddélenim détské hematologie pfi 2. LF UK RNDr. Jitkou Poljakovou, PhD.

3.2. Pouzité pristroje

Centrifugy: Sanyo Microcentaur MSE (tihlovy rotor)
Véhy: PESA 40SM-200A (analytické véhy), KERN EW600-2M (pfedvazky)
HPLC: DIONEX PUMP P580, COLUMN OVEN LCO 101

Dalsi: pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (pfistroj byl kalibrovan standardy
dodanymi vyrobcem), sonikator Tesla TESON1, inkubétor 624 Environmental Incubator Shaker
New Brunsvick Scientific Co. Inc. Edison, odparka Savant DNA Speed Vac DNA 110, Specord
M40, aparatura pro ,,Western blotting* (,,Fastblot“ B-32 Biometra), aparatura pro elektroforézu
firmy Amersham Biosciences.
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3.3. Metody

3.3.1. Stanoveni koncentrace proteinu

Princip:

Koncentrace proteinu byla zjitovdna metodou dle Wiechelmana a kol.">2., Metoda je zaloZena
na tvorb€ modfe zabarven¢ho komplexu, ktery vznikd reakci postrannich skupin n¢kterych
aminokyselin s 4,4’-dikarboxy-2,2"-bicinchoninovd kyselina (BCA). Bé&hem reakce jsou
médnaté ionty obsaZené v ¢inidle redukovdny pisobenim postrannich aminokyselinovych
fetézcli na médné, coZ se projevi zménou zabarveni, jehoZ intenzita je pak pfimo Uméma (Asez)

koncentraci bilkoviny "2,

PouZité chemikdlie:

Cinidlo na stanoveni koncentrace proteinu bylo pFipraveno rozpusténim 0,06 g BCA v 5,88 ml
roztoku A (0,4 % NaOH, 0,95 % NaHCOs, 2 % Na,C0s.H,0, 0,16 % tartart sodny, pH=11,25).
Poté bylo pfiddno 0,120 ml roztoku B (4 % CuSO4.5H,0 v destilované vodg).

Postup:

K 20 ul vzorku bylo do vyZihané zkumavky pfiddno 980 ul &inidla s BCA. Pro sestrojeni
kalibraéni kfivky bylo do zkumavek pipetovéno 1, 2, 5, 10, 15, 20 pl standardu (hovézi sérovy
albumin (BSA, 1,0 mg/ml), doplnéno destilovanou vodou do 20 pl a pfiddno 980 pl ¢inidla
s BCA. Srovnavaci vzorek obsahoval 20 ul destilované vody a 980 ul &inidla s BCA (blank). Po
inkubaci pfi teploté 60°C v délce jedné hodiny byla zméfena absorbance standardti a vzorkl pfi
562 nm proti srovnavacimu vzorku. Byla sestrojena kalibra¢ni kfivka a z ni ur€ena koncentrace
proteinu ve vzorku. Méfeni bylo provadéno na pfistroji Hewlett Packard 8453 E v kyveté o
optické dréze 1 cm.

3.3.2. Stanoveni obsahu cytochromu P450

Princip:
Metoda je zaloZena stanoveni charakteristické absorpce komplexu hemthioltovych proteini
v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm ),
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Postup:

Do zkumavky bylo pipetovano 1960 ul pufru (0,1 M KH2PO4, 2 % glycerol, pH=7,5) a pfiddno
40 pl mikrozomii. Cytochrom P450 byl redukovén ditihioni¢itanem sodnym (pfiblizn€ 1mg).
Vzorek byl rozdélen do dvou kyvet o optické drdze 1 cm a na dvoupaprskovém pfistroji Specord
M40 (Carl Zeiss Jena, Némecko) byla proméfena zékladni linie v rozmezi 400 aZ 500 nm. Poté
byl vzorek pfibliZn€ minutu probubldvian oxidem uhelnatym a bylo zméfeno diferenéni
spektrum. Koncentrace cytochromu P450 byla vypo¢tena z Lambert-Beerova zdkona.

Vyhodnoceni:

Cpaso = (AA / (€. 1).fedéni

AA.........zmé&na absorbance [Ay4so-A490), popt. [A420-A490]2
€rrevninnnns molérn{ absorp&ni koeficient; 0,126 cm™ pmol ™’ .dm®
Cp4s0. ... ....koncentrace CYP [umol.dm'3]

| I optickd driha kyvety [cm]

3.3.3. Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Princip:
Ke stanoveni se vyuZiva pfirozeny substrdt enzymu, cytochrom c, jehoZ redukovanid forma
absorbuje pfi 550 nm. Pfi stanoveni dochézi k reakci:

NADPH + H*+2 cytochrom ¢ (Fe**) — NADP* + 2 cytochrom ¢ (Fe?*)

Postup:

Do kyvety o optické dréze 0,5 cm bylo pipetovano 980 pl reak&ni smési (pufru s cytochromem c:
0,3 M KH,PO;, 0,5 mg/ml cytochromu ¢, 1 mM EDTA, pH=7,5) a 10 pul vzorku. Obsah kyvety
byl diikladn¢ promichdn a na dvoupaprskovém pfistroji Specord M40 (Carl Zeiss Jena,
Némecko) byl zméfen vzorek proti “blanku”. Reakce byla startovana pfidanim 10 ul NADPH
(10 mM). Vzorek byl proméfovan, dokud nebyla ziskina linedmi smémice zavislosti absorbance
pfi 550 nm na &ase, ze které se nisledné urcila specifickd aktivita NADPH:cytochrom P450
reduktasy jako zmé&na absorbance za minutu na mg cytosoldrniho proteinu.
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3.34. Diferentni spektroskopie cytochromu P450 1A1 s ellipticinem

Princip:
Uvedeny v kapitole 1.7.5.

Postup:

Pro méfeni byly pouZity tyto substance: cytochrom P450 1A1 o celkové stanovené koncentraci
147 uM (2 pul do 500 pl na jednu kfemennou kyvetu), cytochrom bs o celkové stanovené
koncentraci 77 uM (v poméru cytochrom b5: CYP1Al 3:1), 1,2-didodecanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DLPC) o celkové koncentraci S mg/ml (1 mg/ml v 500 pl na jednu kfemennou
kyvetu), NADPH:cytochrom P450 reduktasa o aktivité rovné 2 pumol.cyt ¢/ min (v poméru 1:1
na enzym), ellipticin o celkové koncentraci 0,1 mM a 0,5 mM, fosfatovy pufr (0,1 M KH,POy4,
pH=7.4).

Na pfistroji Specord M40 byla zméfena z4kladni linie v oblasti vinovych délek 350 aZ 500 nm.
Do vzorkové kyvety byly pfiddvany malé davky (0,1 aZ 0,5 ul) 0,1mM roztoku ellipticinu (v
ptipade nepfitomnosti NADPH:cytochrom P450 reduktasy) ¢ davky po 10 pl 0,5 mM ellipticinu
(v ptitomnosti NADPH:cytochrom P450 reduktasy) a soudasn¢ ekvivalentni mnoZstvi
rozpoustédla do kyvety referentni (methanol). Po promich4dni obou kyvet bylo zméfeno
diferenéni spektrum vrozsahu 350 aZ 500 nm. Ze spekter byl odeéten rozdil absorbanci
v extrémech pro pfislu$né koncentrace ellipticinu v kyveté. Zdanliva disociaéni konstanta byla
urena ze smémice grafu z4vislosti reciprokych hodnot absorbance na reciprokych hodnotich
koncentrace ellipticinu.

3.3.5. Exprese cytochromii P450 a cyklooxygenas v buné&nych

(Y4

liniich
Princip:
Elektroforesa a Western blot podle postupu uvedeného v 7,

Postup:

Pelety bunék byly rozsuspendovény pfiblizn€ stejnym mnoZstvim PBS a sonikovany 2 hodiny
v sonikétoru (Tesonl, Tesla). Poté byla v bunéényich lyzitech stanovena koncentrace proteint
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dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1. Nésledn& byla provedena elektroforesa bun&nych
lyzati v pfitomnosti dodecylsulfitu sodného na polyakrylamidovém gelu v diskontinualnim
uspofadani za pouZiti 7,5; 8; 10 % separatniho a 4 % zaostfovactho gelu. Pro elektroforesu byla
pouZita aparatura firmy Amersham Biosciences (USA). Elektromigrace probihala ve vertikalnim
uspofadéani pH 8,3 a konstantnim napéti 150 V. Gel byl po skonéeni elektroforesy 20 minut
inkubovan v transferovém pufru (0,025 M TRIS, 0,192 M glycin, pH 8,3).

Do aparatury pro ,,Western blotting“ (,,Fastblot“ B-32 Biometra) byly postupné navrstveny 3 ks
chromatografického papiru Whatman 3, PVDF membrana (Milipore), gel a dal§i 3 ks
chromatografického papiru. Membrany byly ,,smo&eny* nejprve 10 s v methanolu, dile 5 min
v destilované vod€ a nakonec 15 min za stilého michani v upraveném transferovém pufru
(transferovy pufr obsahujici 5 % methanol). V upraveném transferovém pufru byly kratce
»smoceny* i kusy chromatografického papiru. Elektropfenos byl provadén nejprve 30 minut pfi
4 mA/cm’ gelu. Membréna se sorbovanymi proteiny byla pfes noc blokovéna v blokovacim
roztoku (5 % suSené mléko Milli v PBS (1,8 mM Na,HPO,, 1 mM NaH,POy, 0,134 M NaCl;
pH 7,2), 0,3 % Triton X-100).

Inkubace se specifickou primamni protilatkou probihala 120 min za michéni pfi laboratorni
teploté. Pfesna mnoZstvi pouzitych protilatek ukazuje Tabulka 2.

Tabulka 2
Presna mnoZstvi a druh pouzitych protilatek k detekci enzym( v buné&nych linilch

Protildtka Objem protilatky [pl] Objem blokovacfho roztoku [ml]
chicken

CYPIALl 10 10
chicken

CYP3A4 10 10
rabbit

CYPIBL1 10 5
rabbit

CYP19 16,67 5
mouse

COX-1 4 10
mouse

COX-2 4 10
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Po promyti ,,blokovacim* roztokem (5 x 2 min) byla membrana vloZena do roztoku sekundarni
protilétky: pro protilatky proti cytochromu P450 1A1, 3A4 IgG kralidi-proti kufeci s navazanou
alkalickou fosfatasou v koncentraci 5 pl/10 ml blokovaciho roztoku, pro protilitky proti
cyklooxygenase 1 a 2 IgG kozi-proti my$i s navazanou alkalickou fosfatasou v koncentraci 3,34
u/10 ml ,,blokovaciho* roztoku, pro protilatky proti cytochromu P450 1B1 a 19 IgG kozi- proti
krali¢i s navazanou kfenovou peroxidasou v koncentraci 3,34 pl/10 ml ,,blokovaciho* roztoku.
Inkubace byla provadéna za shodnych podminek 60 minut. Po promyti v ,,blokovacim® roztoku
(4 x 2 minuty) a 0,3 % -nim Tritonu v PBS (4 x 2 minuty) byla membrana vyvolana roztokem
substratu pro alkalickou fosfatasu (BCIP/NBT), pfipravenym dle pokynti vyrobce (jedna tableta
rozpust€na v 10 ml destilované vody). Na membrané inkubované v roztoku specifické protilatky
vznikly pfibliZzné po péti minutach vyvolavani fialové zony v mistech, kde do$lo k navazani
protilatky na enzymy. Reakce byla zastavena vloZenim mebrany do destilované vody. V pfipadé
pouziti sekundarni protilatky znatené HRP byla vizualizace provedena pouZitim specifického
substratového kitu obsahujici diaminobenzidin. Vznikajici luminiscen¢ni produkt byl detekovan
pomoci citlivého filmu.

3.3.6. Testovani cytotoxicity ellipticinu na neuroblastomové
bunééné linie
Viabilita bun¢k byla testovana pomoci MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl

tetrazolium bromidu) testu na Oddéleni détské hematologie v laboratofi Prof. Eckschlagera 2. LF
UK.

Princip:

Samotnému testu predchazi izolace nidorovych bunék z dodaného materidlu, a to obvykle
mechanickou ¢i enzymovou fragmentaci a purifikaci primamich naddorovych bunék technikou
centrifugace v hustotnim gradientu. Buriky se poté inkubuji v 96-ti jamkovych panelech s
riznymi cytostatiky (kazdé cytostatikum ma svou koncentra¢ni fadu), jak ukazuje Obrdzek 18.
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Obrdzek 18
Uspofadani reakce pfi MTT testu. Tmavé jamky pfedstavuji Zivé buiiky, které redukovaly formazan

Tato metoda je zaloZena na redukci Zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl
tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modré krystaly hvézdicovitého tvaru).
Reakce probihd na mitochondridlni membrané Zivych bunék. Formazan se rozpusti pfidanim
silného detergentu a zabarveni se vyhodnocovalo spektrofotometricky pfi vinové délce 570 nm.
Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnoZstvi Zivych bun€k (¢im tmav3i barva a tedy vy3si
absorbance, tim vy33i procento Zivych bun&k).

Postup:

Do 1. sloupce 96- ti jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky bylo pipetovano 100 pl ,,Iscove’s modified
Dulbecco’s media“ (IMDM). Do 2. aZ 12. sloupce bylo pipetovédno 50 pl media. Do 3. sloupce
bylo pfiddno 50 pul media s ur¢itou koncentraci cytostatika (20 -200 uM). Vysledna koncentrace
DMSO v mediu nepfesdhla 0,02 %. Vyslednd koncentrace cytostatika ve tfetim sloupci byla
poloviéni (tedy 10 — 100 pM). Redénim tzv. ,,dvojkovou Fadou* bylo cytostatikum pipetovéno
do v3ech dalSich sloupcii desti¢ky. Déle bylo do 2. aZ 12. sloupce pipetovdno 50 pl buné€k o
koncentraci pFiblizn€ 4 x 10°/ml. Destitka byla inkubovina 7 dn v inkubétoru firmy Jouan TGO
150 pfi 37°C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti vzduchu. Posledni 4 hodiny byla desti¢ka inkubovédna
s 50 ul MTT (2 mg/ml). Nakonec bylo pfidano 100 pl 50 % (v/v) N,N-dimethylformamidu, 10
% SDS, pH 4,7 bylo upraveno CH;COOH. Po rozpusténi sraZeniny formazanu byla absorbance
méfena ,.CteCkou” mikrodesti¢ek VERSA max pfi vinové délce 570 nm a vyhodnocena
softwarovym programem SOFT max PRO. Vynesenim naméfenych hodnot do grafu byly
uréeny ICso pro dan4 cytostatika.
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Mikroskopicky byla viabilita hodnocena barvenim trypanovou modfi (0,4 %). Po pfidéni
trypanové modii k buné€né suspenzi byly mrtvé builky spolitany v Burkerové komtirce v 5
velkych &étvercich a bylo vyjadfeno procento mrtvych (modfe obarvenych) bunék.

3.3.7. Vliv trichostatinu A a valproatu na cytotoxicitu ellipticinu na

neuroblastomové linie

Testovani probihalo obdobné€ jako vySe popsany MTT test ve spolupraci s pracovi$tém na
oddéleni détské hematologie v laboratofi Prof. Eckschlagera 2. LF UK.

Princip:

Princip byl totoZny s principem popsanym v kapitole 3.3.6.

Postup:

Buriky byly premedikovany inhibitory histondeacetylas, trichostatinem A a valprodtem. TSA
(50; 100; 200 nM), VPA (0,5; 1; 1,5, 2 mM). Buiiky (1 x 10ml) a VPA, 1 -2 mM & TSA, 100
— 200 nM byly sou¢asn¢ inkubovany 24 hodin pted pfidanim ellipticinu (25uM v prvni jamce,
dale fedén dvojkovou fadou do deseti jamek) v inkubétoru firmy Jouan TGO 150 pfi 37°C, 5 %
CO;, a 95 % vlhkosti vzduchu v 75 cm? kultivagnich lahvigkach o celkovém objemu 20 ml
IMDM media. Déle byly zpracovany, jak je uvedeno vySe v kapitole 3.3.6.

3.3.8.  Vliv valproatu a trichostatinu A na oxidaci ellipticinu in vitro

3.3.8.1 Oxidace ellipticinu mikrosomy

Princip:

Principem vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) je opakované ustavovani
rozdélovacich rovnovah vzorku mezi dvéma fazemi, tzv. mobilni a stacionarni fazi. Stacionamni
faze se vyznatuje vysokou homogenitou, a tedy i velkym hydrodynamickym odporem. Pro
dosaZeni dostate¢ného priitoku mobilni féze je nutné aplikovat pretlak jednotek az desitek MPa.

Postup:

Jednotlivé reakéni smé&si dale separované vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
byly pfipraveny nasledovné. Reakéni smés o objemu 0,5 ml obsahovala kontrolni mikrosomy
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(izolované z nepremedikovanych laboratornich potkanti), ellipticin, inhibitor histondeacetylasy-
VPA ¢&i TSA a fosfatovy pufr (0,1 M KH,POq4, pH 7,4), kterym byl doplnén objem reakéni smési
na 0,5 ml. Pfesné sloZeni jednotlivych inkubovanych vzorkt uvadi Tabulka 3 a Tabulka 4.

Tabulka 3

SloZeni inkubovanych vzork( v pfitomnosti TSA

mikrosomy [puM] TSA [nM] ellipticin [uM]  NADPH pufr (KH,PO, pH 7,4) 0,1 M

generujici

systém[mM]
0,2 50 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 100 5 0,1 dophnit do 500 pl
0,2 200 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 50 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 100 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 200 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 50 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 100 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 200 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 50 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 100 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,4 200 10 0,1 doplnit do 500 pl
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Tabulka 4
SloZeni inkubovanych vzorkl v pfitomnosti VPA

mikrosomy [pM] VPA [mM] ellipticin [uM] NADPH pufr (KH,PO, pH 7,4) [M]

generujici

systém [mM]
0,2 0,5 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 1 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 2 5 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 0,5 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 1 10 0,1 doplnit do 500 pl
0,2 2 10 0,1 doplnit do 500 pl
0.4 0,5 5 0,1 doplnit do 500 pl
04 | 5 0,1 doplnit do 500 pl
0.4 2 5 0,1 doplnit do 500 pl
0.4 0,5 10 0,1 doplnit do 500 pl
04 1 10 0,1 doplnit do 500 pl
04 2 10 0,1 doplnit do 500 pl

Reakce byla startovana pfidanim S0 pl 1 mM NADPH-generujictho systému (GS: 10 mM
MgCl,, 10 mM glukosa 6 -fosfit, 1 mM NADP*, 1 U/ml glukosa 6-fosf4t dehydrogenasa). Vedle
t&chto reak&nich smési byly pfipravovany kontrolni vzorky stejného sloZeni bez jedné reakéni
komponenty, kterd byla nahrazena fosfitovym pufrem. Vzorky byly dokonale promichany.
Inkubace reakéni smési probihala 15 min pfi teploté 37°C pfi tfepani 400 RPM (Thermomixer
compact eppendorf). Déle byl k reakéni smési pfiddn vnitfni standard fenacetin 5 pl 1mM
roztoku a poté pro ukonCeni reakce 1 ml ethylesteru kyseliny octové. Reakéni smés byla
extrahovédna 60 s na ,,vortexu“ a centrifugovédna 3 min pfi 13000 RPM (MSE, Micro Centaur).
Z reakéni smé&si byla do 2 ml zkumavek (eppendorf) odebrana organicka faze s extrahovanymi
produkty a extrakce jeSt¢ jednou zopakovédna pfiddnim 0,5 ml ethylesteru kyseliny octové
k zbylé vodné fizi. Celkovy objem odebrané organické faze s extrahovanymi produkty byl 1,5
ml. Smés byla odpafena na vakuové odparce ,,Speed Vac* (DNA 110, firma Savant) do sucha
(60 min). Tésné pfed analyzou byl vzorek rozpustén v 35 pl methanolu.

K separaci litek obsaZenych v jednotlivych testovanych vzorcich byla pouZita metoda HPLC.
Seprace byla providdéna na pfistroji Dionex (P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector,
UV/VIS Detector UVD 170S/340S).
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Separace metabolitii byla provddéna na kolon¢ C18, 250 x 4.6 mm, 5 um (Ultrasphere ODS,
Beckman Coulter) pfi teploté 35°C. K eluci dochézelo izokraticky pfi rychlosti pritoku mobilni
faze kolonou 0,8 ml/min, piisobenim mobilni faze o sloZeni: 64 % methanolu, 36 % destilované
vody a 0,005 M heptansulfonov4 kyselina, 0,032 M kyselina octova. (Na celkovy objem smési
0,5 1 je 320 ml methanolu, 180 ml destilované vody, 0,55 g heptansulfonové kyseliny a 915 pl
kyseliny octové). Mobilni faze byly pfed pouZitim sonikovany, aby v roztoku neztistal vzduch a
nemohlo dojit k jeho zaneseni na kolonu. K detekci jednotlivych sloZek vzorkové smési byly
pouZity vinové délky 254, 296, 307 a 313 nm. Vzorky byly aplikoviny do smy¢ky o objemu 20
pl Hamiltonovym mikroddvacem.

3.3.8.2. Oxidace ellipticinu peroxidasou

Princip:
TotoZny s principem uvedenym v podkapitole 3.3.8.1

Postup:

Jednotlivé reakéni smési dile separované vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
byly pfipraveny nésledovné. Reakéni smés o objemu 0,5 ml obsahovala kfenovou peroxidasu
(HRP), ellipticin, inhibitor histondeacetylasy- VPA & TSA. Presné sloZeni jednotlivych
inkubovanych vzorkl uvddi Tabulka 5 a Tabulka 6.

Tabulka 5

Slozeni inkubovanych vzorkl. Ve vzorcich je pfitomen TSA

peroxidasa [pg/ml] TSA [nM] ellipticin [uM]  H;0, [mM]  pufr (NaH,PO, pH 6,4) [M]

25 50 10 0,25 doplnit do 500 pl
25 100 10 0,25 doplnit do 500 pl
2,5 200 10 0,25 doplnit do 500 pl
50 50 10 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 100 10 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 200 10 0,25 doplinit do 500 pl

58



Tabulka 6
SloZeni inkubovanych vzork( v pfitomnosti VPA

peroxidasa [ug/ml)] VPA[mM] ellipticin [uM]  H,O, [mM]  pufr (NaH,PO,4 pH 6,4) 0,1

M
2,5 0,5 10 0,25 doplnit do 500 pl
2,5 1 10 0,25 doplnit do 500 pl
2,5 2 10 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 0.5 10 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 1 10 025 doplnit do 500
5.0 2 10 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 0,5 5 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 1 5 0,25 doplnit do 500 pl
5.0 2 5 0,25 doplnit do 500 pl

Reakce byla startovina pfidavkem 25 pl 0,5 mM H;0O;. Objem byl doplnén do 0,5 ml Na-
fosfatovym pufrem (0,1 M, pH 6,4; smé& 0,1 M Na,HPO,.12 H,O a 0,1 M NaH,PO,.2 H,;0).
Vedle té&chto reakénich smési byly pfipravovany kontrolni vzorky stejného sloZeni bez jedné
reakéni komponenty, kterd byla nahrazena Na-fosfitovym pufrem. Vzorky byly dokonale
promichény. Inkubace reakéni smé&si probihala 15 min pfi laboratorni teploté pfi tfepani 400
RPM (Thermomixer compact eppendorf). Déle byl k reakéni smési pfidan 1 ml ethylesteru
kyseliny octové '. Reakéni smés byla extrahovéna 60 s na ,,vortexu“ a centrifugovéna 3 min pfi
13000 RPM (MSE, Micro Centaur) Zreakéni smé&si byla do 2 ml zkumavek (eppendorf)
odebréna organick4 fize s extrahovanymi produkty a extrakce jesté jednou zopakovéna pfidanim
0,5 ml ethylesteru kyseliny octové k zbylé vodné fazi. Celkovy objem odebrané organické faze
s extrahovanymi produkty byl 1,5 ml. Smé&s byla odpafena na vakuové odparce ,,Speed Vac*
(DNA 110, firma Savant) do sucha (60 min). T&né¢ pfed analyzou byl vzorek rozpustén v 35 pl
methanolu.

K separaci litek obsaZenych v jednotlivych testovanych vzorcich byla pouZita metoda HPLC.
Seprace byla providéna na pfistroji Dionex (PS80 pump, ASI-100 Automated Sample Injector,
UV/VIS Detector UVD 170S/340S). Separace metaboliti byla provddéna na koloné C18, 250 x

! ptivodng byl ptid4vin jest® vnittnf standard salicylamid (10 ul 1mM roztoku), ale posléze bylo zjisténo, Ze
salicylamid intereaguje s valprodtem a nelze jej tedy vyuZit ke stanoveni (obdobné pro fenacetin). Proto bylo
vyhodnocovani provadéno bez vnitfniho standardu.
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4 mm, 100-5 pm (Trennséule prepacked HPLC column Macherey-Nagel) pfi teploté 35°C.
SloZeni mobilni faze odpovidalo 45% methanolu a 55% pufru octanu amonného (10 mM, pH
2,8) nebo 90% methanolu a 10% pufru octanu amonného (10 mM, pH 2,8). Mobilni faze byly
pred pouZitim sonikovéany, aby v roztoku nezustal vzduch a nemohlo dojit k jeho zaneseni na
kolonu. K eluci produkti oxidace elipticinu byl vyuZit gradient. K separaci dochéazelo do 12,5
min mobilni soustavou sloZenou ze 45 % methanolu a 55% pufru octanu amonného, od 12,5 do
22,5 min gradientem do 90 % methanolu a 10 % pufru octanu amonného a od 22,5 do 30 min z
90% methanolu a 10% pufru octanu amonného pfi rychlosti priitoku mobilni fize kolonou 0,8
ml/min. K detekci jednotlivych sloZek vzorkové smési byly pouZity vinové délky 254, 296, 307
a 313 nm. Vzorky byly aplikovany do smy¢ky o objemu 20 pl Hamiltonovym mikroddvacem.

3.3.9. Vliv valproaitu a trichostatinu A na tvorbu aduktii ellipticinu
s DNA in vitro (v neuroblastomovych bunéénych liniich)

Detekce a kvantifikace adukti tvofenych ellipticinem v DNA v pfitomnosti inhibitorti
histondeacetylas in vitro byla provédéna metodou ,’P-postlabelling“ na spolupracujicim
pracovi§ti Oddéleni molekuldmi toxikologie Né&émeckého centra vyzkumu rakoviny
v Heidelbergu Prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc.

Princip:

Princip metody ,,32P-postlabelling“: Neradioaktivnim karcinogenem modifikovand DNA je
enzymové hydrolyzovana na deoxyribonukleosid-3°-monofosity, které jsou v dal§im kroku
foyforylovany P znatenym fosfatem na volné 5°-OH skuping (inkubace pfi pH=9,5 s [y->2P]
ATP za Kkatalyzy T4-polynukleotidkinizou). Poté nasleduje chromatografickd separace aduktii

od normdlnich deoxyribonukleotidi a detekce pomoci filmu citlivdho na X-paprsky
(autoradiografie) (1597 % 118 123.124.135]

Postup:

Jednotlivé bun&né linie byly vystaveny 1 a 10 uM ellipticinu po dobu 48 hodin 24 hodin po
aplikaci trichostatinu A (0,1 mM) a valprodtu (0,5, 1, 1,5 a 2 mM). Adukty ellipticinu s DNA
byly detekoviny a jejich mnoZstvi kvantifikovdno pomoci metody ,,’2P-postlabelling 148, 107, 108,

109, “O], postupem popsanym Vv dfivéjSich pracech (1351



3.4. Vliv valproatu a trichostatinu A na oxida¢ni aktivaci

ellipticinu vedouci k tvorbé aduktii ellipticinu s DNA in vitro

Detekce a kvantifikace adukti tvofenych ellipticinem v DNA v pfitomnosti inhibitori
histondeacetylas in vitro byla proviadéna metodou ,,32P-postlabel]ing“ na spolupracujicim
pracovi$ti Oddéleni molekuldami toxikologie Né&émeckého centra vyzkumu rakoviny
v Heidelbergu Prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSc.

3.4.1. Oxidaéni aktivace ellipticinu lidskymi jaternimi mikrosomy

Princip:
TotoZny s principem uvedenym v kapitole 3.3.9.

Postup:

Inkubacni smés o celkovém objemu 0,75 ul 0,1 M fosfatového pufru pH 7,4 obsahovala 1 mM
NADPH, 0,5 mg DNA teleciho brzliku, lidské jaterni mikrosomy obsahujici 0,5 mg proteinu a
100 pM ellipticin rozpu$tény v 7,5 p ethanolu. Do né€kterych vzorki byl pfiddn VPA nebo TSA
v koncentracich 0,1 nM a 1 mM a 100 nM TSA. Smé&s byla inkubovéana 30 min pfi 37°C, poté
zastavena pfiddnim 0,75 ml ethylesteru kyseliny octové a vodn4 faze ziskdna centrifugaci (2 min
pfi 14 000 g) DNA byla izolovana a vodné faze extrakci fenol/ chloroformem a analyzovéana
z hlediska tvorby adukti ellipticinu s DNA postupem jak je uvedeno v kapitole 3.3.9.

3.4.2. Oxida¢ni aktivace ellipticinu peroxidasami

Princip:

TotoZny s principem uvedenym v kapitole 3.3.9.

Postup:

Inkubaéni smés o celkovém objemu 0,75 wl 0,1 M fosfatového pufru pH 7.4, 100 uM H;0;, 0,5
mg DNA teleciho brzliku, kfenovou peroxidasu (HRP) obsahujici 1 pg proteinu ¢i
laktoperoxidasu (ILPO) obsahujici 10 pg proteinu & myeloperoxidasu (MPO) obsahujici 10 pg
proteinu, 100 uM ellipticin rozpustény v 7,5 pl ethanolu. Déle byl postup ve shod€ s postupem
popsanym v 3.4.1.
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3.5. Oxidace ellipticinu aromatasou (CYP19)

3.5.1. Oxidace ellipticinu aromatasou (CYP19)
Princip:
TotoZny s principem uvedenym v podkapitole 3.3.8.1.

Postup:

Jednotlivé reakéni smési ddle analyzované vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC)
byly pfipraveny n4sledovné. Reakéni sm& o objemu 0,5 ml obsahovala Superzomy ™
obsahujici rekombinantni CYP19, rizné koncentrace ellipticinu a fosfatovy pufr (0,1 M
KH,PO4, pH 7,4), kterym byl doplnén objem reakéni smési na 0,5 ml. Presné sloZeni
inkubovanych vzorkt ukazuje Tabulka 7.

Tabulka 7

SloZeni inkubovanych vzork

Supersomy ™ [nM] ellipticin [uM]} NADPH- pufr (KH,PO, pH 7,4) 0,1 M
generujicf systém
(mM]

50 10 0,1 doplnit do 500 pl

100 10 0,1 doplnit do 500 pl

200 10 0,1 doplnit do 500 pl

Reakce byla startovéna pfidanim 50 pl 1 mM NADPH-generujiciho systému (10 mM MgCl,, 10
mM glukosa 6-fosfdt, 1 mM NADP*, 1 U/ml glukosa 6-fosfit dehydrogenasa). Vedle viech
téchto reak&nich smési byly pfipravovany kontrolni vzorky stejného sloZeni bez jedné reakéni
komponenty, kterd byla nahrazena fosfitovym pufrem. Vzorky byly dokonale promichény.
Inkubace reakéni smési probihala 15 min pfi teploté 37°C pfi 400 RPM (Thermomixer compact
eppendorf). Déle byl k reakéni smési pfiddn vnitfni standard fenacetin 5 ul 1mM roztoku a poté
pro ukonceni reakce 1 ml ethylesteru kyseliny octové. Reakéni smés byla extrahovana 60 s na
,vortexu“ a centrifugovana 3 min pfi 13000 RPM (MSE, Micro Centaur). Z reak¢ni smési byla
do 2 ml zkumavek (eppendorf) odebrdna organickd fize s extrahovanymi produkty a extrakce
jeSt¢ jednou zopakovina pfididnim 0,5 ml ethylesteru kyseliny octové kzbylé vodné fazi.
Celkovy objem odebrané organické fize sextrahovanymi produkty byl 1,5 ml. Smés byla
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odpafena na vakuové odparce do sucha (60 min). T&€né pred analyzou byl vzorek rozpuStén v 35
pl methanolu.

3.5.2. Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu aromatasou
(CYP19)

Princip:
TotoZny s principem uvedenym v podkapitole 3.3.8.1.

Postup:

TotoZny s postupem uvedenym v podkapitole 3.5.1, pouze s tim rozdilem, Ze do reakéni smési
byl pfiddvan i cytochrom bs. Pfesné sloZeni inkubovanych vzorki ukazuje Tabulka 8.

Tabulka 8

SloZeni inkubovanych vzorki

Supersomy ™ [nM]  cytochrom bs [UM] ellipticin [4M]  NADPH- pufr (KH,PO, pH 7,4) 0,1IM
generujfci
systém [mM]

50 0.154 10 0,1 doplnit do 500 pl

100 0.308 10 0,1 doplnit do 500 !

200 0.5852 10 0,1 doplnit do 500 i

Nejprve bylo nutné docilit inkorporaci cytochromu bs do Superzomi™ . K tomu byla vyuZita
inkubace Superzomi™ pouze s cytochromem bs za laboratorni teploty 25°C 10 min pfi tfepéni
400 RPM 400 RPM (Thermomixer compact eppendorf). Poté byly pfid4ny ostatni komponenty
v pofadi ellipticin a NADPH-generujici systém, kterym byla reakce startovdna. Reakce déle
probihala v souladu s postupem popsanym v podkapitole 3.5.1.

Separace metabolitii byla provddéna stejnou metodikou, kterd byla popséna v kapitole 3.3.8.1.
(oxidace ellipticinu mikrosomy).
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3.6. Tvorba aduktii s ellipticinu s DNA po aktivaci aromatasou
(CYP19)

Detekce a kvantifikace aduktii tvofenych po aktivaci ellipticinu aromatasou (CYP19) v DNA
byla provddéna metodou , °P-postlabelling“ na spolupracujicim pracovidti, Oddéleni
molekuldmi toxikologie Némeckého centra vyzkumu rakoviny v Heidelbergu Prof. RNDr. Marii
Stiborovou, DrSc.

Princip:
TotoZny s principem uvedenym v kapitole 3.3.9.

Postup:

Inkubaéni smé&s obsahovala o celkovém objemu 0,75 ml 0,1 M fosfatového pufru, pH 7,4, 1 mM
NADPH, 0,5 mg DNA telectho brzliku, 35 pmol cytochromu P450 19 (CYP19) v
Superzomech™ a 100 puM ellipticinu (rozpustény v 7,5 pl ethanolu). Do nékterych vzorki byl
pfidan potkanni cytochrom bs v takovém mnoZstvi, aby byl celkovy pomér cytochromu P450 19:
cytochromu bs 1:2,5; 1:5 a 1:10. Smés byla inkubovdna 30 min pfi 37°C, poté zastavena
pfidanim 0,75 ml ethylesteru kyseliny octové a vodna faze ziskdna centrifugaci (2 min pfi 14 000
g) DNA byla izolovina a vodné fize extrakci fenol/ chloroformem a analyzovéna z hlediska
tvorby adukti ellipticinu s DNA postupem jak je uvedeno v kapitole 3.4.



4. Vysledky

4.1. Vliv ellipticinu na buné¢né linie lidskych neuroblastomii

Vliv ellipticinu na cytotoxicitu neuroblastomovych bunék byl zji¥tovdn pomoci MTT testu (viz.
kapitola 3.3.6.). K méfeni byly pouZity komer&ni lidsk4 neuroblastomov4 linie IMR-32, a lidské
neuroblastomové linie UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Pusobenti ellipticinu byly buiiky vystaveny 96
hodin. MTT test ukézal, Ze ellipticin piisobi cytotoxicky na sledované neuroblastomové linie.
Nejvys3i cytotoxicitu vykazoval ellipticin vii¢i linii IMR-32 (ICsp = 0,32 + 0,03 pM), viz
Obrdzek 19.
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Obrdzek 19

Cytotoxicita ellipticinu na studované neuroblastomové linie. Bufiky byly inkubovany s ellipticinem
96 hodin za podminek uvedenych v kapitole 3.3.6

4.2. Vliv valproatu (VPA) a trichostatinu A (TSA) na
cytotoxicitu ellipticinu vii¢i neuroblastomovym bunéénym
liniim

Ke studiu ovlivnéni cytotoxicity ellipticinu vii¢i neuroblastomovym liniim jsme pouZili jako

zastupce inhibitord histondeacetylas, VPA a TSA. Studovali jsme jejich pusobeni na dvé lidské
neuroblastomové bun&né linie vystavené ellipticinu 24 hodin, a to linie UKF-NB-3 a UKF-NB-
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4 v pfitomnosti ellipticinu. Pomoci MTT testu jsme zji§t'ovali viabilitu téchto linii (viz. kapitola
3.3.7.). Vysledky MTT testu ukazaly, Ze inhibitory histondeacetylas VPA a TSA, efektivné
zvySuji toxicitu ellipticinu vii€i témto liniim. Obrdzek 20 a Tabulka 9 uvadéji hodnoty ICs
ellipticinu pro testované neuroblastomové linie vystavené 24 hodin pfed pfidanim cytostatika
bud’ VPA, nebo TSA. Dalsich 24 hodin pak byly tyto buiiky vystaveny pusobeni ellipticinu
(25uM v prvni jamce, dale fedén dvojkovou fadou do deseti jamek).

1.6 -
1.4
1.2
1,0
0.8
0,6 -
0,4
0,2
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4 UKF-NB-4
m UKF-N8B-3

1C, [uM] ellipticin

kontrola 1 mMVPA 2mMVPA 0,1 mMTSA 0,2 mMMTSA

Inhibitor histondeacetylas [mM]

Obrazek 20

Vliv inhibitortl histondeacetylas na cytotoxicitu ellipticinu vzhledem k neuroblastomovym liniim
UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Neuroblastomové linie byly vystavené VPA a TSA 24 hodin pfed podanim
cytostatika. Buriky byly inkubovany po exposici VPA a TSA 24 hodin s ellipticinem za podminek
uvedenych v kapitole 3.3.7

Tabulka 9

Vliv inhibitord histondeacetylas na cytotoxicitu ellipticinu vzhledem k neuroblastomovym liniim
UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Bufiky byly inkubovany po exposici VPA a TSA 24 hodin s ellipticinem za
podminek uvedenych v kapitole 3.3.7

Buné&Cné linie  Inhibitor histondeacetylas Koncentrace [mM] ICso [UM]
UKF-NB-3 bez inhibitoru 0 0,84+ 0,08
VPA 1 0,38+ 0,04
VPA 2 0,09+ 0,01
TSA 0,1 0,58+ 0,06
TSA 0,2 0,45+ 0,05
UKF-NB-4 bez inhibitoru 0 1,26+ 0,13
VPA 1 1,00+ 0,10
VPA 2 0,65+ 0,07
TSA 0,1 1,00+ 0,10
TSA 0,2 neodeéteno
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4.3. Vliv valproatu a trichostatinu A na tvorbu aduktia

ellipticinu s DNA in vitro

Vedle vlivu VPA a TSA na cytotoxicitu ellipticinu jsme sledovali, zda je v buiikdch
neuroblastomtl je vyvolédna tvorba aduktli s DNA, a jak je tato tvorba ovlivnéna obéma inhibitory
histondeacetylas. V DNA studovanych neuroblastomovych linii jsme detekovali dva majoritni
adukty s DNA (adukty 1 a 2), v Obrdzcich 17 a 21. Pro jejich analyzu byla uZita metoda ,,”°P-
postlabelling* (kapitola 3.3.9.). Pro ilustraci tvorby adukti ellipticinu s DNA jsou na Obrdzku 21
uvedeny i autoradiografické snimky adukti tvofenych z ellipticinu v DNA in vivo a adukty
tvofené v DNA z 13- hydroxyellipticinu a 12- hydroxyellipticinu (Obrdzek 21).

IMR.32 invivo 13.OH-ellipticine 12-0H -ellipticine
A B o D
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Obrdzek 21

Autoradiografické snimky aduktt ellipticinu tvofenych v DNA. Pro analyzu aduktl byla uzita metoda
32P-postlabeling. V DNA izolované z neuroblastomové linie IMR-32 vystavené 10 uM ellipticinu (A),
in vivo v DNA z jater potkanu, kterym byl ellipticin podén intraperitonealné v davce 40 mg/
hmotnost zvifete (B), v DNA z teleciho brzliku inkubované s 13 -hydroxyellipticinem (C) a 12 -
hydroxyellipticinem (D). (Pfevzato z ['"™)

Plisobeni VPA a TSA zvySovalo tvorbu aduktti ellipticinu s DNA, Tabulka 10. ZvySené tvorba
aduktii s DNA po aplikaci inhibitord histondeacetylas prakticky odpovidala zvySené cytotoxicité

ellipticinu, Tabulka 10.
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Tabulka 10

Tvorba aduktl v DNA lidskych neuroblastomovych liniich preinkubovanych 24 hodin s kyselinou
valproovou a trichostatinem A. Nasledné byly bun&&né kultury kultivovany s ellipticinem 48 hodin.
V tabulce jsou uvedeny pruimé&mé hodnoty + standardni odchylky ze tfi paralelnich mé&feni.
MnoZstvi detekovanych aduktl v neuroblastomovych liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4.

Buné&nd Ellipticin [uM] Inhibitor histondeacetylas [mM] Mnoistvf DNA adukti
linie [RAL107]
0 0,35+ 0,04
1 1 mM VPA 1,27 £ 0,10
2 mM VPA 6,36 + 0,65
UKF-NB-3 0,1 mM TSA 3,99 + 0,40
0 5,90 + 0,68
10 1 mM VPA 55,31 +5,50
2 mM VPA 51,51 £6,70
0,1 mM TSA 59,65 + 6,20
0 0,58 + 0,06
i 1 mM VPA 0,96 + 0,10
2 mM VPA 1,09 £ 0,10
0,1 mM TSA 1,28 +0,12
UKF-NB-4 0 12,54 1,51
0,5 mM VPA 12,09+ 1,24
10 1 mM VPA 18,72 + 1,95
1,5 mM VPA 16,97 + 1,78
2 mM VPA 7,29 £ 0,89
0,1 mM TSA 25,85 +2,60

MnoZstvi detekovanych aduktii v DNA jednotlivych bunéénych liniich uvadi t€Z Obrdzek 22 a

23.
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Obrdzek 22
Mnozstvi aduktl v DNA neuroblastomové linie UKF-NB-3 vzniklych ptisobenim 1 uM ellipticinu a

10 uM ellipticinu, inhibitort histondeacetylas (valproatu 1-2 mM; trichostatinu A 0,1 mM).
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25
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Obrdzek 23

Mnozstvi aduktt v DNA neuroblastomové linie UKF-NB-4 vzniklych pisobenim 1 uM ellipticinu a
10 uM ellipticinu, inhibitorll histondeacetylas (valproatu 0,5-2 mM; trichostatinu A 0,1 mM).
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4.4. Vliv valproatu a trichostatinu A na oxidaci ellipticinu in

vitro

4.4.1. Vliv valproatu (VPA) a trichostatinu A (TSA) na oxidaci
ellipticinu cytochromy P450 v jaternich mikrosomech

potkana

Vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v podkapitole 3.3.8.1. a metabolity ellipticinu
separovdny vysokou¢innou kapalinovou chromatografii. Jednotlivé metabolity byly eluovany
izokraticky pusobenim mobilni fize (popsané v podkapitole 3.3.8.1.). Pomoci HPLC bylo
separovano, a pfi vinové délce 296 nm detekovano, 5 metabolitii ellipticinu. Jejich struktura byla
jiz dfive objasnéna studiemi realizovanymi v nasf laboratoti [, Jedn4 se o metabolity: M1 — 9-
hydroxyellipticin, M2 - 12-hydroxyellipticin, M3 - 13-hydroxyellipticin, M4 - 7-
hydroxyellipticin, M5 — N>-oxid ellipticinu. Plochy piki jednotlivych metabolitii ellipticinu byly
vidy vztaZeny k ploSe piku vnitintho standardu fenacetinu. Ukdzka separovanych metabolitti
ellipticinu tvofenych jaternimi potkanimi mikrosomy je uvedena na Obrdzku 24, ktery
ptedstavuje HPLC metaboliti ellipticinu v pfitomnosti TSA.

Jitka #94 [modified by luboto] vz 4

10,0 AU

8.0,620

7.5+ 2-4681

5.0

2,54

v 1) T T U 1
00 1.0 2,0 3.0 4.0 8.0 6.0 70 80 90 100 10 120 130
timin)

Obrdzek 24
Eluéni profil metabolit ellipticinu oxidovaného cytochromy P450 v pfitomnosti TSA.

Jak je uvedeno v Obrdzcich 25 a 26 TSA, a stejné tak i VPA prakticky neovliviiovaly oxidaci
ellipticinu mikrosomélnimi cytochromy P450 z jater laboratorniho potkana. Zjisténé vysledky
jsou statisticky zpracovan4 data z deseti mé&feni. Obrdzky 25 a 26 shmuji vysledky vlivu TSA a
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VPA na vznik jednotlivych metabolit ellipticinu plisobenim cytochromti P450. Z obréazki je
patrné, Ze na rozdil od zvySené tvorby adukti ellipticinu s DNA v neuroblastomovych buiikdch
vlivem inhibitorti histondeacetylas (Obrdzky 22 a 23), je tvorba jednotlivych metabolith
ellipticinu cytochromy P450 bud’ prakticky neovlivnéna nebo dokonce sniZena (Obrdzky 25 a
26).

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze pfitomnost inhibitori histondeacetylas, TSA a VPA,
zkouman4 in vitro v jaternich mikrosomech potkana, nem4 signifikantni stimulaéni vliv na
oxidaci ellipticinu cytochromy P450 na jeho metabolity.
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4.4.2. Vliv valproiatu (VPA) a trichostatinu A (TSA) na oxidaci

ellipticinu peroxidasami

ProtoZe je ellipticin metabolizovan nejen cytochromy P450, ale i peroxidasami, bylo nutné ovéfit
in vitro i pisobeni inhibitori histondeacetylas, konkrétné opét kyseliny valproové a trichostatinu
A, na metabolismus ellipticinu peroxidasami.

Vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.8.2. Separaci pomoci metody
HPLC jsme detekovali majoritni (dimer ellipticinu) i minoritni produkty (N*-oxid ellipticinu, tj.
metabolit M5) oxidace ellipticinu peroxidasami. V tomto uspofddéni byl hlavnim sledovanym
metabolitem majoritni produkt oxidace ellipticinu peroxidasami, dimer ellipticinu. Jeho struktura
byla urdena v na¥f laboratofi ¥ a je uvedena v kapitole 1.8.4.2. Obrdzek 27 ukazuje HPLC s
eluénim pikem dimeru ellipticinu (také piku ellipticinu a N’-oxidu ellipticinu- metabolitu M5) v
pfitomnosti inhibitoru histondeacetylas, VPA.

10.0-CPADIENTELLP BP0 10,5 K37 prodfh by Bbab) v=la W Ve 3
pav WVL2%6 )
%04 dimer
ellipticinu
0] ellipticin M5
1004
o.o-lim_\
-10.0 T \J T T T T T T T T T T T T 2
00 ) 0 60 80 100 7] "o 180 o 00 220 A0 ¥0 280 200
Obrdzek 27

Eluéni profil metabolitl ziskanych oxidaci ellipticinu kifenovou peroxidasou (HRP) v pfitomnosti
VPA

. Obrdzek 28 shrnuje vysledky vlivu TSA a VPA na vznik jednotlivyjch metabolitii ellipticinu
plisobenim peroxidas.VSechny zde uvedené vysledky jsou statisticky zpracovand data z patnécti
méfeni.
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Obrdzek 28

Viiv VPA a TSA na oxidaci ellipticinu kfenovou peroxidasou (HRP). Sledovanym metabolitem byl
dimer ellipticinu, majoritni produkt oxidace ellipticinu peroxidasami [A je plocha piku v jednotkach

mAU*min]

Ze ziskanych vysledkd neni patrné signifikantni ovlivnéni metabolické oxidace ellipticinu
peroxidasou pisobenim inhibitori histondeacetylas, TSA a VPA.
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4.5. Vliv inhibitora histondeacetylas, valproatu (VPA) a
trichostatinu A (TSA), na oxida¢ni aktivaci ellipticinu
vedouci k tvorbé aduktia s DNA

4.5.1. Vliv valproatu a trichostatinu A na oxida¢ni aktivaci
ellipticinu cytochromy P450 v lidskych mikrosomech

Pro analyzu vlivu VPA a TSA na oxida¢ni aktivaci ellipticinu pisobenim cytochromti P450
v lidskych jaternich mikrosomech a vedouci ke vzniku aduktii s DNA byla uZita metoda o 2p-
postlabelling* (popsand v kapitole 3.3.9.). Adukty byly kvantifikoviny a jejich mnoZstvi je
vyjadfeno v jednotkich RAL (,relative adduct labeling®), (Obrdzek 29). RAL vyjadfuje
mnoZstvi tvofenych adukti vDNA na mnoZstvi normdlnich (nemodifikovanych)
deoxynukleotidi. Vysledky ukazuji, Ze pfitomnost inhibitorii histondeacetylas vede ke sniZeni
tvorby aduktii metabolitii ellipticinu s DNA (Obrdzek 29), pfi¢emz 100 nM TSA vykazuje
vyrazny inhibi¢ni vliv. Valproét rovné€Z inhibuje tvorbu adukti ellipticinu s DNA, i kdyZ méné
neZ TSA. Inhibice tvorby adukti stoupd s rostouci koncentraci VPA (100 uM a 1 mM VPA).

25+

RAL (adducts/ 10’ nucleotides)
- = A
o [L] [@]
L ' A

o
[&]
A

100 pM VPA 1 mA\ VPA 100 nA TSA

00

Obrdzek 29

Tvorba aduktl ellipticinu s DNA v pfitomnosti inhibitort histondeacetylas (VPA, TSA). Ellipticin byl
oxidaéné& aktivovan cytochromy P450 pfitomnymi v lidskych mikrosomech
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4.5.2. Vliv valproatu a trichostatinu A na oxida¢ni aktivaci
ellipticinu peroxidasami

Pro analyzu vliva VPA a TSA na oxida¢ni aktivaci ellipticinu plisobenim peroxidas a vedouci
ke vzniku adukti s DNA byla rovn& uZita metoda ,,’P-postlabelling (kapitola 3.3.9.). Pro
méfeni byly pouZity tfi typy peroxidas, lidskd myeloperoxidasa (MPO), hovézi laktoperoxidasa
(LPO) a kfenova peroxidasa (HRP). Bez inhibitori histondeacetylas je ellipticin nejicinnéji
aktivovan kfenovou peroxidasou (HRP). V pfitomnosti inhibitorii histondeacetylasy signifikatni
zmény v poctu vznikajicich adukti DNA s ellipticinem vykazuji pouze ty, které byly aktivovény
HRP. O signifikatni inhibici tvorby adukti Ize v pfipadé MPO a LPO hovofit pouze v piipadé
ptitomnosti 100 nM TSA (viz. Obrdzek 30). TSA je tedy velmi G¢innym inhibitorem vzniku
aduktd metabolitd ellipticinu s DNA piisobenim peroxidas, na rozdil od VPA, ktery mai
vyraznéj$i inhibi¢ni G¢inky aZ pfi vy$Sich koncentracich (stejné jakd v ptipad¢ lidskych
mikrosomélnich preparatli).

B rp

RAL (adducts/10° nucleotdes)

Obrdzek 30

Tvorba aduktl ellipticinu s DNA v pfitomnosti inhibitor histondeacetylas (VPA, TSA). Ellipticin byl
oxida&né aktivovan ruznymi druhy peroxidas: kfenové peroxidasy (HRP), lidské myeloperoxidasy
(MPO) a hovézi laktoperoxidasy (LPO).
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4.6. Oxidace ellipticinu aromatasou (CYP19)

V této &4sti prace jsme zjiStovali, zda je ellipticin metabolizovén aromatasou (CYP19), a jaky
vliv na jeho oxidaci timto enzymem m4 cytochromu bs.

Obrdzek 31 shmuje ziskané vysledky. Ukazuje, Ze ellipticin je v pfitomnosti cytochromu P450
19 (CYP19) oxidovan na pét metabolitii, stejné jako cytochromy P450 1Al ¢&i 3A4 a dalSich
cytochromii P450 (1 136 137 7 yysledkii je 162 zfejmé, Ze pitomnost cytochromu bs [pomér
cytochrom P450 19: cytochrom bs (1: 3)] nema4 signifikantni vliv na tvorbu metabolit ellipticinu
pusobenim aromatasou (CYP19).

0.3 |

aMm2
| mM3+Ma
‘ MS
o ‘I-l hai

SOnM  S0nM.bS 100nM  1000M.bS 200nM 200 nM, b5

09
0.8
0.7

0.6 -
0.5
0.4 -

AreI

Koncentrace aromatasy (CYP19) [nM]

Obrdzek 31

Produkty oxidace ellipticinu katalyzované plisobenim CYP19, separované vysokouéinnou
kapalinovou chromatografii. MnoZstvi jednotlivych metabolith jsou zndzoména v zavislosti na
koncentraci CYP19 a pfitomnosti &i nepfitomnosti cytochromu bs, [A je relativni plocha piku].

4.7. Tvorba aduktu ellipticinu s DNA po aktivaci aromatasou

(CYP19) a modulace jeho ucinnosti cytochromem bs

Lidsky CYP19 byl rovnéZ testovan z hlediska jeho schopnosti aktivovat ellipticin za tvorby
adukth s DNA. Z experimentii analyzujicich ellipticin timto enzymem (viz kapitola 4.6) je
ziejmé, Ze metabolity schopné generovat dva majoritni adukty (13-hydroxyellipticin a 12-
hydroxyellipticin), jsou CYP19 tvofeny (Obrdzek 31). Adukty ellipticinu s DNA by timto
enzymem tedy mély byt tvofeny. Skute¢né v experimentech sledujicich tvorbu adukti ellipticinu
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s DNA po jeho oxida¢ni aktivaci CYP19 jsme oba majoritni adukty ellipticinu s DNA detekovali
(adukty 1 a 2 na Obrdzku 32). Vedle téchto aduktii jsou systémem CYP19 tvofeny jesté dva
adukty minoritni (ozna¢eny jako adukty 6 a 7 na Obrdzku 32).

Obrdzek 32

Tvorba adukti ellipticinu s DNA aktivaci CYP19 (A), za pfitomnosti cytochromu bs v poméru
CYP19: cytochromu bs (1: 2,5) (B), za pfitomnosti cytochromu bs v pomé&ru CYP19 : cytochromu bs
(1: 10) (C).

V dalSich experimentech jsme sledovali, zda oxida¢ni aktivaci ellipticinu CYP19 ovliviiuje
interakce tohoto enzymu s cytochromem bs. Vzhledem k tomu, Ze pfiddnim cytochromu bs
k CYP19 v poméru CYP19: cytochrom bs (1: 3) nevedla k statisticky zvySené tvorb&é metabolitl
ellipticinu (Obrdzek 31), pouZili jsme v dalSich experimentech i zvySend mnoZstvi cytochromu
bs. Cytochrom bs stimuloval tvorbu adukti ellipticinu s DNA pfi jeho aktivaci CYP19 (Tabulka
11). Statisticky signifikantni stimulace v8ak byla pozorovéna aZ za zvySenych koncentraci tohoto
proteinu, jmenovité byl-li pfitomen v mnoZstvi cytochrom P450 19 : cytochromu bs (1: 5 a 1: 10)
(viz Tabulka 11). V desetindsobné vy$§i koncentraci oproti CYP19 stimuloval aktivaci ellipticinu
za tvorby adukti s DNA vice neZ tfikrat.

Tabulka 11

Tvorba aduktd DNA s ellipticinem aktivovanym lidskym cytochromem P450 19 (aromatasou)
v pfitomnosti &i nepfitomnosti cytochromu bs

adukt 1 adukt 2 adukt6 adukt7  celkové mnolistvi
DNA aduktd
5,7510,32 1,58+0,09 0,24+0,02 0,20+0,01 7,77£0,35

6,67 £0,36 1,40:008 0271002 05351002 8691041
8,17 £ 0,42 ,75+0,09 0491003 047+0,03 10,8810,52
21,70+1,27 3,9310,28 048+0,03 155+0,07 27,66+1,68
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4.8. Exprese enzymu metabolisujicich ellipticin v nadorovych

bunéénych liniich

V dal3i &4sti diplomové prace jsme sledovali, zda jsou ve zkoumanych neuroblastomovych
bun&nych liniich exprimovéany enzymy, které oxida¢né aktivujf ellipticin na metabolity schopné
kovalentné¢ modifikovat DNA. Vedle téchto niddorovych bun&nych linif byla exprese sledovéana
i vdal¥i niddorové€ linii, jmenovit¢ v buiikdch prsntho adenokarcinomu (MCF-7). Exprese
enzymu metabolizujicich ellipticin byla studovdna metodou Westem blot (viz kapitola 3.3.5.).

4.8.1. Exprese enzymii metabolisujich ellipticin

v neuroblastomovych liniich

V neuroblastomovych bunéénych liniich (IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-NB-4) jsme sledovali
expresi cytochromti P450 a peroxidas, jmenovité: CYP1Al, CYP1A2, CYP3A4 a
cyklooxygenasy-1, cyklooxygenasy-2. Pomoci metody Western blot, jsme zjistili, Ze Zddn4 ze
studovanych buné&nych nidorovych linii neexprimuje cyklooxygenasu-1 (Obrdzek 33) a
cyklooxygenasu-2 (vysledky nejsou uvedeny). Vysledek sledovani exprese cyklooxygenasy-1
(SDS-elektroforesou a ,,Western blotem*) uvadi Obrdzek 33. Cyklooxygenasa-1 nebyla v t&chto
burik4ch za danych experimentélnich podminek detekovana.

Stemdard COX-1

1 2 3

Obrdzek 33

Western blot cyklooxygenasy-1 a vzorkd s neuroblastomovymi bun&&nymi liniemi. Zleva 1-IMR-32,
2-UKF-NB<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>