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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. CIL BAKALARSKE PRACE

Inhibitory histondeacetylasy jsou latky sneddvno zjist€énou protinddorovou

aktivitou. V soucasnosti jsou intenzivné zkoumany jako potencialni protirakovinna léciva a

a shrnout dosavadni poznatky o téchto latkach.



2.UVOD

Mezi nejzavaznéjsi problémy soucasné mediciny patii nddorova onemocnéni. Pravé
rakovina tvofi jednu z nejcastéjSich pficin umrti spolu s kardiovaskularnimi a nékterymi
infekénimi chorobami. Celosvétova statistika z roku 2002 uvadi 24,6 milioni nemocnych,
10,9 milioni nové diagnostikovanych ptipadd a 6,7 milioni imrti nasledkem nadorovych
onemocnéni [1]. Soucasny Zivotni styl zahrnuje mnoho negativnich vlivi, potencidlné
vedoucich ke vzniku nadorového onemocnéni. Je vSak otdzkou, do jaké miry je vznik
zhoubného rakovinného bujeni podminén pravé témito vlivy a do jaké miry je ovlivnén
dédi¢nymi dispozicemi. Proces vedouci ke vzniku zhoubného nadoru je n€kolikastupiiovy.
Je tedy tfeba, aby bylo akumulovano vice zmén, umoziujicich bufice vymanit se ze
systému bunécné regulace. Tento proces miiZe trvat i mnoho let. Proto ve vétSiné€ pfipadi
ke vzniku zhoubného nadoru dochazi v pozdé€jsim véku, nicméné nadorové onemocnéni se
objevuje 1 u déti a to pfedev§im ve velmi ranném véku.

Rakovina pfedstavuje velmi riznorodou skupinu onemocnéni. Z toho divodu lécba,
kterd je GCinnd proti jednomu typu rakoviny, nemusi byt Uspé$na proti jinému typu
nadorového onemocnéni. RovnéZ pacienti se stejnym onemocnénim mohou na stejnou
1é¢bu reagovat rozdiln€. Na zakladé poznatki z molekuldrni biologie nddorového procesu
se hledaji nové lécebné strategie, ucinné€j§i metody diagnostické mediciny a zpisoby
prevence. Preventivni lékafska vySetfeni mohou zajistit v€éasnou diagnozu, kterd je pro
uspésnost terapie klicova.

Inhibitory histondeacetylasy (inhibitory HDAC), kterymi se tato bakalafska prace
zabyva, tvoti skupinu latek zkoumanych nyni jako potencidlni protinddorova léciva. Svou

roli v8ak sehravaji rovnéz i v prevenci nddorového onemocnéni .

2.1. LECEBNE PRINCIPY NADOROVYCH ONEMOCNENI

Usp&ina létba rakoviny a hledani novych létebnych strategii je predmétem badani
mnohych védnich oborti. Chemoterapie pouziva cytotoxickych a cytostatickych latek. Je

zaméfena proti cilim - strukturam, jeZ jsou spolecné vSem burikdm, coZ zpisobuje ale i



nezadouci ucinky, nebot’ zasahuji také proti nenadorovym burikam. Dalsi 1é¢ebnou
metodou je radioterapie, kterd vyuziva ionizujiciho zafeni k zahubeni rakovinnych bun¢k
v cilové tkani za Gi¢elem kurativnim (dosazeni vylé¢eni nadoru) nebo paliativnim (zmirnéni
obtizi zpusobenych nadorem). V diagnostice a 1é¢bé pacientd postizenych solidnimi
nadory se obvykle uplatiiuji rovnéZ chirurgické metody. U ¢asnych nadorovych stadii
byvaji také jedinym nutnym zakrokem (kurativnim). V jinych pfipadech se chirurgie
zapojuje 1 do paliativni 1é€by pacientli s pokro¢ilym nadorovym onemocnénim.

Existuje moznost vyuZziti hormonalni 1é¢by, ktera je podminéna pfitomnosti
hormonovych receptord uvniti, nebo na povrchu nadorové buriky. Buriky nadori organt
zavislych na hormonalnich podnétech si tuto zavislost totiZz mohou ponechat. Dalsi
léebnou strategii je imunoterapie, ktera stimuluje imunitni systém a pomaha rozpoznat a
zni€it nadorové bunky. Principem je podéavani protilatek, které se vazi na receprory bunék
nadoru. Nicméné zatim je v klinické praxi pouze zfidka vyuzivana.

Néktera 1éCiva nebo lécebné metody pusobi 1épe v souinnosti, pokud jsou

indikovana soucasné, pak hovofime o kombinované 1é¢bé [2].

2.2. CILENA TERAPIE

Pokrok v poznani rakoviny na molekularni drovni otevira nové mozZnosti pro
terapeuticky zasah. Perspektivni metodou 1é¢by zhoubnych nadorid je nyni cilena terapie.
Cilena terapie ucinkuje na molekularni procesy specifické pro nadorové burky, coz
vyZaduje jejich dokonalou znalost. Pii hledani signdlnich drah a molekul,
charakteristickych pro ur€ity typ rakovinnych bunék, je nejdfive tieba odhalit pfitomné
mutované geny. Tak se déje napiiklad pfi epidemiologickém vyzkumu, kdy se sleduje
frekvence vyskytu urcité zmény v genetické informaci ve spojeni s jednim typem rakoviny.
Jina situace napfiklad nastava, je-li znam buné¢ny pochod jehoZ soucasti je komponenta
(molekula) kddovana mutovanym genem. V takovém piipadé pak miZeme meénit ostatni
komponenty dané drahy a sledovat, kdy da tato zména vzniknout ur¢itému typu rakoviny
[3]. Prvnim racionalné navrzenym terapeutikem pro 1é¢bu chronické myeloidni leukémie

(CML) byl na pocatku devadesatych let minulého stoleti Gleevec® (imatinib mesylat). Ten



se ukazal byt ptikladem uspé$ného navrZeni a vyvoje léku se specifickym uéinkem pro
potieby 1é¢by urcitého rakovinného onemocnéni [4].

Dnes je v klinické praxi vyuzivano nékolik typt cilené 1é¢by, jednim z nich je
naptiklad 1écba diferenciacni, vyuZzivajici latky z biochemické skupiny retinoidd, mezi néz
patti ,all-trans® retinové kyseliny (ATRA). Tyto latky jsou oznaceny jako induktory
diferenciace. ATRA jsou vyuzZivany naptiklad k lécbé akutni promyelocytarni leukémie
(APL). Piikladem kombinaéni 1écby je pouziti ATRA v soucinnosti s inhibitory HDAC, o
kterém pojednavaji mnohé studie [5-8]. Dalsi skupiny cilenych protinadorovych 1é¢iv pak
tvofi napfiklad latky s antiangiogennim ucinkem, inhibitory proteasomu, inhibitory
tyrosinkinasy a jiné.

Poznatky o tom, Ze pfi mnohych patologickych procesech, véetné rakoviny, se s
velkou mérou uplatiiuji epigenetické alterace, pfina$i mozZnosti nové terapie, zamétrené
pravé na tyto zmény. Predmétem studia se stavaji enzymy kontrolujici epigenetické
mechanismy. Mezi takové enzymy patfi v soucasnosti pfedev§im histondeacetylasy a
DNA-methyltransferasy (DNMT) [9]. Inhibitory HDAC jsou skupinou potencialnich
cilenych lé¢iv, které indukuji diferenciaci, zastavuji nekontrolovany bunéény rist a
navozuji apoptoézu in vivo, i u transformovanych bunék pii pokusech in vitro. Jejich
prosttednictvim lze rovnéZz ucinit nddorové buiky citlivéjsi k 1é€b€ pomoci jinych

terapeutik [10].



3. KARCINOGENEZE

Rakovinné onemocnéni je vysledkem mutaci ur¢itych genll a epigenetickych zmén,
které vymani buiiky z obvyklé regulace bunééného déleni. Jedna se o prirozeny vybér
v populaci bunék, které tvofi zivy organismus. Aby buinikka mohla projit maligni
transformaci a stala se tak rakovinnou, musi byt podrobena plsobeni fady faktort, které

jsou ve vét§iné ptipadu souhrou genetickych dispozic a vlivu vnéjsiho prostredi.

3.1. BUNECNY CYKLUS A MUTACE

Bunéénym cyklem je oznafovan uspotraddany soubor ukond, které musi buiika
provést, aby mohla uspésné zkopirovat svou genetickou informaci a prenést ji na dalsi
generaci bunék. U mnohobunéénych organismi dochazi k déleni bunék- proliferaci jak u
zrodu nového individua, tak i1 v pribéhu celého Zivota. VétSina bun¢k dospélého lidského
téla se déli rizné rychle, nékteré se po svém vzniku dale jiz nedéli. Délka bunééného cyklu
a jeho jednotlivych fazi pak zavisi na typu proliferujicich bunék. Bunéény cyklus

eukaryotnich bunék je rozdélen do Ctyr fazi, jeho schéma je uvedeno na obr. 1. V M-fazi

The cell "double checks™ the
duplicated chromosomes for A
error, making any needed . i
repairs, .

S

~ Each of the 46
h  Chromosomes s

| he - Cellular contents,
dc:‘:' Icoted Dy the excluding the chromosomes,

are duplcated

-

Cell cycle arrest.

Obrazek 1. Pribéh bunééného cyklu. Prevzato z [11].
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probihd mitéza (proces déleni jadra) a cytokineze (proces déleni celé buiiky). M-faze trva
relativné kratkou dobu vzhledem k celkové délce bunééného cyklu. U proliferujicich
bunék nasleduje Gy-faze, v niz probihd iniciace syntézy DNA. Béhem S-faze dochazi k
replikaci chromosomi. Nasleduje G,-faze, ve které buika jiZz obsahuje dvé sady
chromosomt. Ob¢ faze G, a G, ptedstavuji pro buiiku prostor pro potiebny rist a duplikaci
organel. Cely usek, ve kterém se buiiky nedéli oznaujeme jako interfazi. Pii diferenciaci
vstupuji buriky do klidové faze, tzv. Go-faze, kde se dale nedéli. Cely cyklus obsahuje
né€kolik kontrolnich bodl (z angl. ,,checkpoints®), ve kterych buiika ovéfuje, zda vSechny
ukony, které meély byt do té¢ doby provedeny, byly provedeny spravnym zplisobem
(kompletné replikovana a sparovana DNA, tvorba mitotického vieténka, atd.). Pokud tomu
tak neni, bunéény cyklus za normalnich okolnosti dale nepokratuje. Kontrolni body
zajiSt'uji, Ze builka neprojde do dal§i faze bunééného cyklu pokud neni spravnym
zpusobem dokoncena faze piedchozi. Chyby v regulaci priichodu témito body mohou vést
k pfenosu mutovaného genomu na dal$i generaci bunék. Tyto genetické mutace mohou
zpusobit ztratu ristovych supresorti, zvySeni produkce latek podporujicich rist a jiné

aberace, charakteristické pro nadorové bujeni [12].

3.1.1. REGULACE BUNECNEHO CYKLU

Primarni komponenty procestt v bunééném cyklu jsou cyklin-dependentni kinasy
(CDK). Tato rodina ptibuznych serin-threoninovych kinas je regulovdna asociaci
s regulaénimi cykliny a fosforylaénimi a defosforylaénimi reakcemi. Dalsi urovei regulace
CDK zabezpecuji CIP proteiny (CDK inhibujici proteiny). specificky inhibujici CDK.
CDK a cykliny jsou kli¢ovymi slou¢eninami ve funkci kontrolnich boda buné¢ného cyklu.
Ztrata této kontroly je odpovédna za nekontrolovany rist bun¢k, ale rovnéZz s sebou nese
pro tyto buriky i ztratu nékterych ochranych mechanismi. Proto jsou buriky s nefunk&nimi
kontrolnimi body k nékterym latkam citliv€jsi. Identifikace gend pro proteiny fungujici
v kontrolnich bodech, charakteristika jejich normalni funkce a jejich zmény v dusledku
buné¢ného stresu jsou dulezitymi aspekty ve vyvoji novych protirakovinnych cilenych

1é¢iv [13].
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Inhibitory histondeacetylasy (inhibitory HDAC) blokuji proliferaci bun€k obnovenim
exprese inhibitordt CDK, ktera u nékterych nadorovych bunék nefunguje. V disledku toho
se bunécny cyklus zastavuje ve fazi G; nebo G; a u uréitych typi transformovanych bunék

dochézi k diferenciaci, v n€kterych ptipadech k apoptoze [14].

3.1.2. ONKOGENY A TUMOR-SUPRESOROVE GENY

Genetickd poSkozeni zplsobujici nddorovd onemocnéni se tykaji pfevazné dvou
skupin genli majicich kliCovy vliv na bunéfnou regulaci. Jednd se o protocnkogeny a
tumor-supresorové geny. Aktivaci protoonkogeni vznikaji onkogeny, které pfispivaji
k proliferaci nadorovych bunék. Tyto geny koduji vétsinou proteiny CIP s funkei
inhibitord CDK. Jedna se jak o zvySenou expresi téchto gend, tak o vznik hyperaktivnich
produktii. Tumor-supresorové geny naopak brani proliferaci, proto jejich poSkozeni ma za
nasledek nekontrolovany rist. Geny z obou vySe uvedenych skupin nejcastéji koduji
proteiny, které fidi prichod buné¢nym cyklem, apoptotické a antiapoptotické déje.

Nékolik tumor-supresorovych geni hraje dulezitou roli ve funkci kontrolnich bodu,
jsou to napfiklad gen p53 a gen RB jehoz produktem je retinoblastomovy protein (Rb).
Ztrata téchto genl, nebo mutace v nich je béZnym znakem mnoha typd rakovinnych
onemocnéni [15]. Ztratu funkce Rb mohou zplsobovat i mutace deregulujici fosforylaci
Rb. Protein p53 zastavuje bunéény cyklus bunék s poskozenou DNA. Protein p53 je velice
nestabilni transkripcni faktor, jeho nestabilita vychdzi z rychlé proteosomalni degradace
(aktivovanou polyubikvitinaci proteinu). p53 je modifikovan riznymi zpiisoby, v zavislosti
na poSkozeni DNA. KdyZ nedojde k jeho degradaci, aktivuje transkripci specifickych gent,
které pomahaji burice vyrovnat se s poSkozenim DNA. Jeden z té€chto genid kdéduje protein
p21¢'?, kter)'/ inhibuje vSechny savéi cyklin-CDK komplexy, dal$i geny pak napfiklad
funguji jako spoustéce apoptozy [3].
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3.2. APOPTOZA

Apoptdza, programovand bunééna smrt je spousténa bud’ ,,vnéjsi“, nebo ,,vnitini“
cestou. V pfipadé€ ,,vnitini* cesty hraje dilezitou roli tumor-supresorovy gen p53. Pokud je
odhaleno poskozeni DNA, které jiz nemiZe byt opraveno, spusti se syntéza proteintl, které
poskozuji mitochondrie. Uvoliluji se z nich napfiklad cytochrom ¢ a apoptézu indukujici
protein, ¢i dal$i proteiny, které zahajuji aktivaci kaspas, coZ vede k degrada¢nim reakcim
uvnitt buniky. U zahéjeni apoptdzy ,,vnéjsi“ cestou se tak déje pfes povrchové receptory
buné¢né membriany zrodiny TNF-a (z angl. ,,fumor necrosis factor o). Takto jsou
likvidovany malignizované nebo virovou infekci napadené bunky [16].

Dulezita je rovnovaha mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi signaly. Ukazalo
se, Ze nékteré nddory maji schopnost inhibovat apoptézu. Naptiklad v buiikdch maligniho
lymfomu byla nalezena zvySend exprese proteinu Bcl-2, ktery ma antiapoptotickou
aktivitu, zplisobenou mutaci v genu p53 [16].

Vsechny starnouci zdravé burniky maji omezenou schopnost déleni. O tom rozhoduji
telomery, konecné useky chromosomu, které se s kazdym délenim zkracuji a enzymy
telomerasy, syntetizujici tyto useky. Existuji ale i ,,nesmrtelné* nadorové bunééné linie
s trvalou schopnosti se délit (napfiklad kultivované He-La burniky z nadoru délozniho
kr¢ku).

Farmakologicka modulace procesi spojenych s apoptézou je jednou z mozZnych

budoucich cest pro 1é¢bu nadorovych onemocnéni a jinych procest spojenych se starnutim
[16].

3.3. ANGIOGENEZE

Aby mohl vznikajici nador (jak primarni, tak sekundérni) riist a zvétSovat svoji
hmotu, je tieba, aby byly jeho buiky vyZivovany. Angiogeneze je proces, kdy se vyviji
nové krevni zasobeni tkani, jak zdravych, tak ale i tumorovych. Nador bez krevniho
zasobeni je schopen dorustat velikosti asi 2 mm, coz prumémé odpovida poctu fadove 10°
bunék. Nadory bez krevniho zasobeni, v ptipadé Ze naptiklad nesekretuji hormony,

malokdy zpusobuji vaznéj$i problémy, protoZe jejich rust je vyvdZen odumirdnim
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nevyZivovanych bunék. VétSina nadoru je schopna indukovat vznik svého vlastniho
krevniho zésobeni a zajistit si tak potiebnou vyZzivu. Tento proces se sklada z nekolika
dil¢ich kroki: degradace bazalni laminy, kterd obklopuje nejbliz§i kapilary, migraci
endotelidlnich bun€k do nitra nadoru, déleni téchto bunék, vystavba kapilar a formovani
nové membrany kolem vytvotené kapilary.

Nekteré nadory produkuji rtstové faktory stimulujici angiogenezi, jiné dovedou
pfimét okolni normalni buriky, aby pro né tyto faktory syntetizovaly a sekretovaly. Mezi
takové faktory patii naptiklad vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF).

Vytvoteni krevniho zasobeni dovoluje nddoru zvétSovat svoji velikost, tim padem se
zvySuje 1 pravdépodobnost vzniku dal§ich nebezpe¢nych mutaci iniciovanych bunék a
vaskularizace nadorové tkané rovnéz participuje na vzniku metastaz.

Létky zabranujici angiogenezi, napfiklad antagonisté receptord pro faktor VEGF,
maji rovnéz potencidlni terapeuticky ucinek v 1é¢bé rakovinnych onemocnéni. Ackoliv se
nové krevni zasobeni intenzivné tvoifi hlavné¢ béhem embryonalniho vyvoje, konstantné

vznika i v dospélosti, proto inhibitory angiogeneze mohou mit ur€ité vedlejsi ucinky [3].
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4. EPIGENETICKE MECHANISMY A JEJICH ROLE PRI
KARCINOGENEZI

Karcinogeneze je nasledkem abnormalit v urcitych genech. Ty jsou zplsobeny
mutaci v onkogenech, v tumor-supresorovych genech a rovnéz zménami v epigenetickych
mechanismech. Epigenetické zmény modifikuji funkci gend, aniz by meénily jejich
nukleotidovou sekvenci a béhem bunééného déleni jsou pienaseny na dalsi generaci bunék.
Epigenetické zmény jsou potencidlné reversibilni procesy, coz znich ¢ini mozny cil
terapeutického zasahu [17]. Vyvoj nadoru je fizen souhrou téchto procesti od pocatecnich
az do kone¢nych stadii. Mezi epigenetické mechanismy, jejichz alterace jsou pozorovany u
nadorovych bunék patfi predeviim modifikace histoni a methylace DNA. Tyto
mechanismy participuji pfi modelovani struktury chromatinu [18].

Inhibitory HDAC pfisobi na urovni modifikace histond, ale ovliviiuji i funkeci jinych
proteind (transkripénich faktorti, chromatinovych proteinti se strukturni funkci, enzymi
podilejicich se na modelovani chromatinu) [19-21]. K pochopeni mechanismu pisobeni
inhibitord HDAC, je tfeba popsat strukturu chromatinu, jakym zpisobem ovliviiuji fizeni

funkce genli a enzymy, které se na téchto déjich podile;ji.

4.1. STRUKTURA CHROMATINU

Celkova délka DNA obsazené v jediném jadie lidské buriky je asi 2 m. V bunkéch
je DNA rozdélena do dynamickych celki — chromosomu, kdy kazdy je tvofen jedinou
dlouhou molekulou DNA. Chromosomy svou podobu a uspofddani vyrazné¢ méni
v zavislosti na fazi bunétného cyklu, ve které se burika nachéazi. V interfazi, kdy dochazi
k transkripci a replikaci chromosomalni DNA, je jejich struktura rozvolnéna, zatimco pfi
déleni bunék, v M-fazi bunééného cyklu, zaujimaji chromosomy svou nejkondensovanéjsi
formu, kdy jejich délka je zhruba 1,3 — 10 pm. Aby byla burika schopna vytvofit takovy
stupefi kondenzace, je chromosomélni DNA sbalovdna na né€kolika urovnich, jak je
znazornéno na obr. 2 (str. 16) [22]. DNA tvofi nejprve dynamicky komplex s pomocnymi
proteiny, zvany chromatin. Obecna struktura chromatinu je spole¢na viem eukaryotnim

organismiim. Zakladnim stupném uspofadani chromatinu jsou nukleosomy, opakujici se
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jednotky tvoifené DNA a proteiny - histony. Nukleosomy jsou struktury velké v priméru
asi 10 nm, jadrem kazdého nukleosomu je histonovy oktamer, kolem kterého je DNA
obto¢ena. Mezi nukleosomy je volna ,,spojovaci“ DNA. V komplexu chromatinu jsou
pfitomny i nehistonové proteiny a RNA. Kondensovana forma chromatinu je svinuta
podobné jako spirdla a tvori vlakna (filamenta) o Sifce asi 30 nm. Na dal$i Grovni sbaleni
je chromatin kotven na proteinové chromosomalni ,leSeni tvofené nchistonovymi
proteiny. Naslednou organizaci celého komplexu je v zavislosti na fazi bunééného cyklu

utvafen chromosom.
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Obrazek 2. Struktura chromatinu. Chromosomalni DNA v komplexu s histony tvofi nukleosomy, ty
jsou zdkladnim stupném uspofadani chromatinu. Chromatin je sbalen do vlaken, ktera podléhaji dalsi
kondenzaci. Pievzato z [23].

Chromatin je dynamicky komplex. Jeho vice rozvolnénou strukturu nazyvame
euchromatin, strukturu kompaktnéjsi pak heterochromatin. DNA v heterochromatinu je
méné pristupnd interakcim s proteiny, enzymy a transkripénimi faktory, proto se
v oblastech heterochromatinu nachazi inaktivni geny. Transkribované geny jsou

lokalizovéany v oblastech euchromatinu [3].
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4.1.1. HISTONY A JEJICH MODIFIKACE

Histony jsou malé basické proteiny jejichz primarni strukturu tvoii 105 — 135
aminokyselinovych zbytkl. Zakladem kaZzdého nukleosomu je histonovy oktamer, kolem
kterého se vine dvojsSroubovice DNA o délce 146 bp a vytvafi 1,75 superhelikalnich zavito.
Rozeznavame pét hlavnich typi histond, proteini asociovanych s eukaryotickou DNA: H1,
H2A, H2B, H3 a H4. Struktura histonu H1 se nejvice li§i v zavislosti na druhu, ostatni
histony jsou vysoce konzervované, jejich struktura vykazuje vysokou podobnost 1 mezi
vzdalenymi druhy [3]. Jadro nukleosomu, jehoZ struktura je znazornénd na obr. 3, je
sloZzené ze dvou molekul kazdého histonu H2A, H2B, H3 a H4, kdy histony H3 a H4 tvoti
tetramer (H3 — H4), a histony H2A a H2B tvofi dva dimery H2A — H2B [21]. Histony H1
se uplatiiuji jako spojovaci Castice, lokalizované mimo nukleosomalni jadra. Participuji pfi

utvéfeni struktury chromatinu do vyssich Grovni kondenzace [24].

Obrazek 3. Nukleosom — struktura histonového oktameru. Znizorn&ny jsou vy¢nivajici fetézce
jednotlivych histonti. Pfevzato z [25].

Nukleosomalni histony podléhaji n€kolika typlim posttranslatnich modifikaci,
doménu ukrytou uvnitf nukleosomu, zatimco N-terminalni doména smétfuje z nukleosomu
ven. Histony jsou bohaté na kladné nabité aminokyselinové zbytky, na lysin a arginin a
pravé tyto aminokyselinové zbytky histonovych fetézcii vycnivajicich z nukleosomu
byvaji nejcastéji modifikovany [26]. Mezi takové modifikace patii acetylace a deacetylace

e-aminoskupiny lysinovych zbytkli, methylace lysinovych a argininovych zbytkd,
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fosforylace serinovych zbytki, ubikvitinace lysinovych zbytk(i a biotinylace. Sbaleni
chromatinu je stabilizovano interakcemi mezi N-konci histond nukleosomového jadra a
histonem H1, vdzanym na DNA mezi nukleosomy.

Histon H1 je modifikovan pouze fosforylaci [21]. Modifikacemi nukleosomalnich
histond a H1 dochazi k destabilizaci vysSich struktur chromatinu. Ze vSech histond
nukleosomu maji H3 a H4 nejvétsi vliv na kompaktibilitu chromatinového vlakna. K tomu
aby mohly histony interagovat se specifickymi proteinovymi doménami jsou zapotiebi
jejich specifické modifikace. Ptikladem je bromodoména nalezena u nékterych
transkripénich faktorti a proteind modelujicich strukturu chromatinu, ktera se vaze na
acetylovany lysinovy zbytek [21]. Usporadani chromatinu je spojeno s transkripéni
aktivitou gend, proto histonové modifikace ovliviiyjici strukturu chromatinu maji podil na
regulaci genové exprese. Obr. 4 poskytuje prehled o velkém mnozstvi kombinaci

histonovych modifikaci, které mohou modelovat strukturu chromatinu.
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Obrazek 4. Aminokyselinové sekvence lidskych histonovych proteinii a modifikace nékterych amino-
Kyselinovych zbytki. H1° — 3 je mysi typ histonu H1. Methylace (M), acetylace (Ac), fosforylace (P),
ubikvitinace (U) a biotinylace (B). Symbolem (m) je znaena poloha methyace, u které neni zcela prokazano,
Ze se na daném misté vyskytuje. Pfevzato z [21].

18



Histony interaguji se zaporné nabitou fosfatovou kostrou DNA diky kladné nabitym
aminokyselinovym zbytkim ve své aminokyselinové sekvenci. Acetylaci e-aminoskupiny
lysinovych zbytkii se jejich kladny naboj kompenzuje a interakce s DNA je zeslabena.
DNA v nukleosomu uZ neni tak silné vazana na histony a stava se dostupnéj$i proteinim a
enzymum pfistupujicim z okoli [27]. Opakem je proces deacetylace, kdy jsou acetylové
skupiny odstrafiovany a interakce DNA s histony se zesiluje. Schéma acetylace a
deacetylace je zndzormnéno na obr. 5 (str. 21). Obé reakce jsou katalyzovany enzymy
s acetyltransferasovou aktivitou (HAT) a histondeacetylasovou aktivitou (HDAC).
Acetylované histony jsou asociovany piedevS§im s transkripéné aktivnimi oblastmi
chromatinu, protozZe rozvolfiuji jeho strukturu a &ini tak DNA pfistupnéjsi, ale mohou
napomdéhat 1 vazbé transkripénich faktorti na promotor a tak rovnéZ podpofit transkripci

urcitych genu [20].

4.1.2. METHYLACE DNA

Jinym epigenetickym mechanismem ovliviiujicim transkripci genii je methylace
DNA. Jednd se predev§im o methylace cytosinu, kde methylové skupiny tvofi Casti
kovalentni struktury molekuly DNA. Geny s methylovanou DNA jsou obecné transkrip¢né
inaktivni, coz je zptisobeno znesnadnénim vazby transkripcnich faktori (napi. AP-2 a c-
Myc) na DNA. Jinym mechanismem ,,vypinani“ gent pomoci methylace je interakce
methylované DNA s riiznymi represorovymi komplexy zprosttedkované proteiny MDB (z
angl. ,methylated DNA-binding proteins*). DNA-methyltransferasa (DNMT) pisobi
v komplexu s HDAC a MCP (z angl. ,,Methyl-CpG-binding protein®) [28].

Soucasti téchto komplext jsou proteiny modelujici strukturu chromatinu mezi néz
patii i HDAC [29, 30]. Do nedavné doby panovalo ptesvédceni, ze methylace DNA je
ireversibilni reakce, zprostfedkovavana pouze enzymy s DNA-methyltransferasovou
aktivitou. V takovém pfipadé¢ by demethylace genomu mohla probéhnout pouze pfi
replikaci, kdy je DNA-methyltransferasa nepfitomna a demethylace by byla nemozna u
ned€licich se bunék (napf. mozkovych bunék). Bylo vsak zji§téno, Ze demethylace DNA
probihda i mimo bunééné déleni [31]. Farmakologické ovladnuti procesu methylace tedy

nabizi atraktivni terapeutické vyuziti. Aktivni demethylace je indukovana nebo inhibovéna
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skrze acetylaci histonu, proto latky ovliviigjici aktivitu HDAC a HAT enzymi zasahuji do
regulace transkripce fizené mechanismem methylace a demethylace. Acetylované histony
zptistupniuji demethylase vlakno DNA. Inhibice HDAC potencidlné mizZe ,,vymazat™
stabilni methylace DNA v burikéch, které se jiz nedéli [29].

4.2. ENZYMY S HISTONDEACETYLASOVOU A
HISTONACETYLTRANSFERASOVOU AKTIVITOU

Histony v chromatinu eukaryotickych bunék se nachazi ve stavu acetylovaném, nebo
deacetylovaném. Za tuto konverzi odpovidaji dva druhy enzymi: HAT a HDAC.
Substratem obou typl enzymi jsou g-aminoskupiny lysinovych zbytki lokalizované na N-
koncich histonii. HAT i HDAC jsou soucastmi velkych enzymovych komplexi,
regulujicich transkripéni aktivitu gent jako tieba ATP-dependentni chromatin-modelujici
komplexy.

HAT obvykle funguji jako transkrip¢ni koaktivatory a po vazbé na genovy promotor,
zprostiedkované transkripénimi faktory, acetyluji histony promotoru a tak podporuji jeho
funkci pfi transkripci. Mezi proteiny s HAT aktivitou patii v sav¢ich burikach CBP (z angl.
»cyclic adenosine monophosphate response element-binding protein®), ktery vaze cAMP,
déle pak protein p300, faktor PCAF (z angl.: ,,p300/CBP-associated factor) a Tip60 (z
angl. ,,HIV Tat interactive 60-kDa protein“). SRC-1 a SRC-3 (z angl. ,,Steroid Receptor
Coactivators®) jsou proteiny s HAT aktivitou, povolavané k funkci steroidnimi receptory
[32]. Proteiny s HAT aktivitou se podili na aktivaci genové exprese, mohou vSak

v nékterych ptipadech hrat roli 1 pfi represi transkripce [33].
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Obrazek 5. Dynamika acetylace a deacetylace histoni, reakce katalyzované HAT a HDAC.
Ptevzato z [25].

Doposud bylo identifikovano 18 proteini s HDAC aktivitou. Jsou klasifikovany do
tfi hlavnich rodin. Lidské HDAC ttidy I zahruji HDACI, 2, 3 a 8, do tfidy II pak patfi
HDAC4, 5, 6, 7, 9, 10 a 11. Histondeacetylasy 1 a 2 se uplatfiuji pii sniZovani exprese
gend, kdy jsou asociovany s multiproteinovymi komplexy spole¢né se Sin 3 (z angl.
,»Swich independent protein 3“) a NuRD (z angl. ,,Nucleosome Remodeling and histone
Deacetylase). HDAC3 a cela tfida II nejsou asociovany s témito proteiny, nybrz
s proteiny N-CoR a SMRT. Mnohé transkripéni represory a korepresory tedy vyuzivaji pti
své funkci multiproteinové komplexy obsahujici HDAC, vazané na specifické oblasti
genovych promotora. Treti tfidou identifikovanych enzymi s histondeacetylasovou
aktivitou jsou proteiny tfidy SIRT, které nemaji homologni katalytické jadro s predeslymi
typy HDAC. Znéme 7 lidskych SIRT proteint, na rozdil od HDAC tfid I a II jejich aktivita
zavisi zcela na piitomnosti NAD" (jsou NAD" dependentnimi enzymy) [24]. Dynamicky
proces acetylace a deacetylace spolu s enzymy, které se na reakcich podileji je znazornén
na obr. 5.

Rentgenografické studie struktury enzymovych proteinii s HDAC aktivitou prokazaly
pfitomnost zinkového atomu v katalytickém centru enzymi HDAC tfidy I 1 II. Hlavni
katalytické uskupeni HDAC ma tvar ,,valcovité kapsy*“ a nachazi se v ném asparagin-

histidinovy systém pifenosu naboje. Do katalytického centra enzymu se vaze N-
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acetylovany lysin substratd. Deacetylasové jadro savéi HDACI je tvofeno vice nez 390
aminokyselinovymi zbytky [34].

HDAC a HAT mohou regulovat genovou expresi rovnéZ acetylaci a deacetylaci
nehistonovych proteind, transkripénich faktorti jako jsou p53, GATA-1, TFIIE a dalSich

proteint figurujicich v aktivaci a represi transkripce [35].

4.2.1. ABER@NTNi AKTIVITA HDAC A HAT PRI VYVOJI MALIGNiHO
ONEMOCNENI

Patologickd zména aktivity HAT a HDAC je evidentné spojena s karcinogenezi.
Spatna funkce HAT, zplisobenad amplifikaci, translokaci nebo nadmémou expresi genii
byla identifikovana u ur¢itych typt rakovin. Naptiklad mutovany protein p300 byl nalezen
u kolorektalnich, Zalude€nich i u jinych epitelialnich primarnich nadori. Ztrata
heterozygocity v p300 je spojena s vyskytem glioblastomi, hepatocelularnich karcinomi a
leukemii [36, 37]. U akutni myeloidni leukémie (AML) byla nalezena translokace a fuze
genu kodujiciho CPB [38]. Poskozeni funkce CPB muZe byt rovnéZz zplsobeno
onkogennimi virovymi proteiny inhibujicimi histonacetyltransferasovou aktivitu CPB
proteinu [39].

V ptipadé¢ HDAC je ve spojeni s nadorovymi procesy pozorovana jeji nadmérna
aktivita. Neznadme ale pfimé spojeni mezi znamou alteraci v expresi HDAC a uréitym
typem rakoviny, jako je tomu u HAT. V rakovinnych buiikach s nadmémé exprimovanou
HDAC dochazi k represi tumor-supresorovych gentt kédujicich proteiny jako jsou p53, p21
a gelsolin [40-42], zatimco exprese latek aktivnich v tumorovych buiikach je deregulovana.
Ptikladem jsou hypoxii indukovany faktor-1 (HIF-1) a vaskularni endotelialni ristovy
faktor (VEGF) [43]. Aberantni funkce HDACG6 byla nalezena i u nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni jako Alzheimerova choroba, kde zpusobuje
hypoacetylaci tubulinu [44].

Pifikladem role HDAC pfi vyvoji nadoru je aberantni interakce s retinoblastomovym
proteinem Rb. Rb aktivuje transkripéni represor E2F a poté je rekrutovan komplex jehoz
soucasti je HDAC. U nékterych druhti rakovin exprimuje lidsky papilomavirus
onkoprotein E7, ten se vaZze na Rb a ptedchazi interakci s HDAC. Onkovir tak aktivuje

aberantni transkripci genu [45].
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Abnomalni aktivita HDAC, zptisobena vlivem alterovanych proteinii nadorovych
bunék, je béZna u hematologickych rakovinnych onemocnéni. U téchto druhl rakovin
fuzuje PML (z angl. ,,ProMyelocytic Leukemia gene*), nebo PLZF (z angl. ,,Promyelocytic
Leukemia Zinc Finger gene“) s genem pro a-receptor kyseliny retinové (RAR-a). Vznikaji
tak onkoproteiny PML-RAR-a a PLZF-RAR-a, které pusobi jako aberantni represory
transkripce a funguji v sou¢innosti s multiproteinovym komplexem obsahujicim HDAC.
Afinita fizniho proteinu ke komplexiim obsahujicim HDAC je mnohokrat vyssi, nez
v ptipadé normalni funkce RAR-a. Burky postiZzené touto abnormalitou nediferencuji a
vzniké akutni promyelocytarni leukémie (APL). Dusledkem této represe je ztrata citlivosti
buriky na fyziologickou koncentraci kyseliny retinové. V burikach, které exprimuji PML-
RAR-a je mozné farmakologickou davkou ATRA zpusobit disociaci represorového
komplexu obsahujiciho HDAC a proteinu RAR-a. Jind situace nastava u pacienti s fiznim
proteinem PLZF-RAR-a, kdy jedno zvazebnych mist normalniho proteinu PLZF
v komplexu s RAR-a nevaze retinovou kyselinu, proto pacienti s timto poSkozenim Spatné
odpovidaji na lécbu pomoci ATRA. Pokud je vSak funkce HDAC inhibovana (pomoci
inhibitord HDAC), miiZe byt citlivost na ATRA obnovena [7, 46].

Transkripéni represe zprostiedkovana HDAC rovnéz hraje roli v patogenezi lymfomi
a nékterych typti myeloidni leukémie. U non-Hodgkinovi nemoci je maligni transformace
lymfoidnich bunék spojena s nadmérmym piepisem transkripéniho represoru LAZ3/BCLS6,
kde je vliv HDAC rovnéz ptedpokladan. DalSim piikladem ptisobeni HDAC v nadorovych
burikach je ptitomnost HDAC v multiproteinovych komplexech s transkripénimi faktory
AML-1 a ETO, kde tyto dva faktory fuzuji u nékterych subtypi AML v disledku
chromosomalni translokace [24].

Acetylovany protein p53 ma del§i poloCas Zivota. V buiikdch se sniZzuje jeho

ubikvitinace a nepodléha proto tak rychle proteosomalni degradaci [47].

4.2.2. INHIBICE HDAC

Aberantni genova exprese enzymi s HAT aktivitou vedouci k jejich inaktivaci nebo
nadmérna exprese HDAC se uplatiiuji pfi karcinogenezi. Protoze tyto epigenetické zmény

v genové expresi jsou potencialné reversibilni, Ize tam, kde se na téchto zménach podili
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nadmérna aktivita histondeacetylas pouzit jejich inhibitory. Inhibice aktivity HDAC je tedy
mozZnym cilem pro terapeuticky zasah a inhibitory HDAC, jako potenciélni protinddorova
chemoterapeutika, se stavaji pfedmétem raciondlniho navrhovani cilenych léciv.

Inhibice HDAC specifickymi inhibitory zptlisobuje v butikach zmény na molekularni
urovni. Mezi tyto zmény patti alterace v acetylaci proteind a naslednd zmeéna exprese
danych gentl a na zaklad€ toho vznikajici zmény v bunééné morfologii. Schéma plisobeni
inhibitord HDAC je znazornéno na obr. 6 (str. 25). Inhibitory HDAC zpomaluji proliferaci
transformovanych bunécnych linii. Omezeni ristu nadord bylo pozorovano u xenograftl
riznych solidnich tumort, véetné naptiklad pediatrickych neuroblastomti [48].

Inhibitory histondeacetylasy zvySuji acetylaci histoni in vivo a indukuji bunécnou
diferenciaci nebo apoptéozu v zavislosti na typu bunék. Modifikuji acetylaci
heterochromatinu i béhem mitézy, coZ ma za nasledek aberantni regulaci kontrolnich bodu
pfi mitdze, destabilizaci chromosomu a v n€kterych ptipadech apoptdézu. Nekteré nadorové
buriky nejsou pfi 1é€bé inhibitory HDAC schopny zastavit bunéény cyklus, tedy
diferencovat, coz je odliSuje od bunék normalnich, u kterych je diferenciace udrzovana
fadnym zplUsobem. V takovych piipadech je pozorovdna rovnéZz apoptéza nadorovych
buné¢k [49].

Inhibitory HDAC spousti selektivné signaly zptisobujici smrt AML bunék. Ta je
zplisobena aktivaci promotoru genu p21, coZ ma v tomto pfipadé za nasledek zvySenou
expresi TRAIL-receptort (receptory vazici TRAIL z angl. ,,7umor Necrosis Factor-Related

Apoptosis-/nducing Ligand*) [50].
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HDAC Inhibitors

O Hiztone tail

Direct Inhibition direct Activation ({ Acetyl
Activation HDAC
Relaxed chromatin Compacted chromatin
Deacetylated histones Hyperacetylated histones
Transcriptional repression of Transcriptional activation of
pre-programmed set of genes pre-programmed set of genes
‘ Cell growth arrest.
Celi growth differentiation and‘or apoptosis
Tumeor growth Inhibition of tumor growth

Obrazek 6. Molekularni mechanismus pusobeni inhibitort HDAC. Transkripéni represe v oblasti
heterochromatinu, zprostfedkovana HDAC vede k nadorovému ristu; transkripéni aktivace zprpstiedkovana
HAT zastavuje bunéény cyklus a rist, navozuje diferenciaci a v nékterych pfipadech apoptézu. HDAC
inhibitory blokuji aktivitu HDAC pfimo a aktivitu HAT nepfimo. Pfevzato z [S1].

Dalsi biologickou aktivitou inhibitort HDAC je zvySeni acetylace chaperonu hsp90.
V dusledku toho dochazi k destabilizaci komplexu hsp90 s proteiny, které jsou pak Spatné
sbalovany a podléhaji proteosomalni degradaci. Mezi proteiny, jejichz mnozstvi je v burice
timto zplsobem snizovano, patii naptiklad EGFR (z angl. ,epidermal growth factor
receptor*) [52]. Protinadorovou aktivitou HDAC inhibitorh je také inhibice angiogeneze,
ktera je zplisobena zménou exprese nebo stability kli¢ovych proteini fidicich vaskularizaci
tkéné [53].

Aktivita HDAC inhibitord je studovdna rovnéz v kombinaci s jinymi lécebnymi
principy, kde v transformovanych bunéénych liniich ptsobi aditivné a synergisticky (napf.
s radia¢ni terapii, s ATRA a dal§imi) [54]. Inhibitory HDAC pusobi kooperativné pti 1é€bé
hematologickych 1 nékterych solidnich malignanci s analogy retinoidt. Pfi in vitro i in vivo
experimentech bylo u¢innéji dosazeno diferenciace bunék [55], nez pti 1é€bé samotnymi
latkami jednotlivé. V kombinaci se zvySuje jejich cytotoxicita vici burikdm neuroblastomu
in vitro 1 na in vivo xenograftu [49].

Inhibice HDAC pisobi synergisticky s demethylaci DNA, dochazi k opétovné

expresi genl, umléenych v nadorovych procesech. Tomu nasvédCuje fakt, ze apoptdza
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nadorovych bun€k probihd v mnohem vétsi mife, pokud jsou u€¢inky HDAC inhibitorti a
inhibitor(l methyltransferasy vzajemné kombinovany [28].

Bylo zjisténo, Ze inhibici HDAC lze aktivovat méné nez 2% vSech genli. Mnohé
tumor-supresorové geny nebo geny proapoptotickych proteinli jsou deaktivovany
methylaci 1 represi zprosttedkovanou HDAC zéaroveni. Mezi tyto proteiny patfi napf.
pl16™K¥ p14ARF  15™NK®  KMLHI, p73, Rb, BRCAI, VHL, APC a dalsi [56, 57].
Molekuldrnim cilem zasahu inhibitort HDAC jsou i proteiny CPB a p300 s HAT aktivitou
[39].
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S. INHIBITORY HISTONDEACETYLASY

V poslednich letech je zkoumano mnoho latek se schopnosti inhibovat enzymatickou
aktivitu HDAC. Patii mezi n€ latky ziskané z pfirodnich zdroji (metabolity mikrobidlnich
kultur), stejné jako latky z chemickych knihoven a latky uméle syntetizované ptimo
k tomuto Gcelu. Nyni je znamo pies 80 riznych inhibitori HDAC [27, 58]. Studuje se
jejich vliv na posttranslacni modifikace proteinti a faktori. Jejich piisobenim se méni
regulace genii dulezitych pro pribéh bunééného cyklu, diferenciaci a apoptdézu [59]. Pti
pokusech in vitro i in vivo se sleduje schopnost téchto latek zastavit rist nadorovych
bunék, pfimét je k diferenciaci a v nékterych piipadech navodit apoptozu. Nékteré z téchto
latek podstupuji v dobie tolerovatelnych davkach klinické faze testovani [60]. Piivodni
inhibitory HDAC byly nalezeny jako fermenta¢ni produkty kultur mikroorganismi. Prvni
ptirodni latka u nizZ byla potvrzena HDAC inhibi¢ni aktivita je butyrat sodny (NaBu). Je
to kratkd mastna kyselina vznikajici vtéle jako produkt stfevnich bakterii. Castym
pfedmétem studii je také trichostatin A (TSA), ktery je metabolickym produktem
streptomycet [S51]. Dale napfiklad depsipeptid, poprvé izolovany z kultury
Chromobacterium violaceum [61].

Na zakladé struktury se zkoumané inhibitory HDAC rozdé¢luji do Sesti zakladnich
skupin: derivaty hydroxamové kyseliny, cyklické tetrapeptidy, mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, syntetické derivaty pyridylkarbamatu, syntetické derivaty benzamidi a ketony.
Neékteré znamé slouceniny jsou uvedeny v tabulce 1. V nasledujicich kapitolach budou

podrobné popsané jen nékteré vyznamné;jsi slouceniny z piehledu v tabulce 1 (str. 28).
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Tabulka 1. Ptirodni a syntetické inhibitory HDAC. Pievzato z [51].

SKUPINA

PRIKLADY

Hybridni polarni slouc¢eniny (HPC) na
bazi hydroxamové kyseliny

Trichostatin A (TSA)

SAHA (z angl. ,,suberoylanilide hydroxamic acid*)

CBHA (z angl. ,,m-carboxycinnamic acid bis-
hydroxamide*)

ABHA (z angl. ,,azelaic bishydroxamic acid)

NVP-LAQ824

LBHS589

Oxamflatin

PXD101

Scriptaid

Pyroxamid

Cyklické tetrapeptidy

Depsipeptid (FK228, FR901228)
Apicidin

Trapoxin

HC-toxin

Chlamydocin

Depudesin

CHAPS*

Kratké mastné kyseliny

Kyselina valproova (VPA)
Fenylbutyrat (PB)
Fenylacetat (PA)

Butyrat sodny (NaBu)
AN-9 (Pivanex)

Syntetické derivaty pyridylkarbamatu

MS-275

Syntetické derivaty benzamidu

CI-994 (N-acetyldinalin)

Ketony

Triflouromethylketon
o-ketomidy

* CHAPS (z angl. ,,cyclic hydroxamic acid containing peptides*)

5.1. KRATKE MASTNE KYSELINY

Do této skupiny patfi klinicky testovany butyrat. Tato sloucenina ale nevykazuje
zadnou specifitu a ma znac¢né vedlejsi ucinky. Naproti tomu kyselina valproova (VPA)
efektivné inhibuje aktivitu HDAC i v klinicky aplikovatelnych davkéach, kdy je jeji toxicita

nizka [62]. K vyvolani u€inku v podobé acetylace histoni je potfeba dosdhnout relativné

vysoké koncentrace (mM), coZ je u nékterych z té€chto latek obtizné [51].
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Obrazek 7. Inhibice HDAC kritkymi mastnymi nerozvétvenymi kyselinami in vitro. Pokus proveden
se dvéma typy histondeacetylas, izolovanych z bunék teleciho brzliku (oznateny ® a 0). Na ose x je
znazornén pocet uhlikovych atomi inhibujici slou¢eniny a na ose y je procentualné vyjadfena mira inhibice
HDAC vzhledem k aktivit¢ HDAC bez pfidani inhibitorti. Pouzita byla 0,25 mM koncentrace inhibujicich

slou€enin, koncentrace histont byla 440 pg/ml. Pfevzato z [63].

Obr. 7 ukazuje inhibici dvou histondeacetylasovych enzymi rizné dlouhymi
nerozvétvenymi mastnymi kyselinami. Nejucingj§im inhibitorem je butyrat, ale 1 propionat
a pentanoat maji inhibi¢ni aktivitu k HDAC [63]. Relativné nizké poZadavky na délku
uhlikového fetézce tedy poukazuji na mozny mechanismus ucinku téchto sloucenin, kdy

pfi inhibici HDAC tyto latky plisobi spiSe jako vazici se detergenty [63].

5.1.1. BUTYRAT

Butyrat je ctyfuhlikatd kratkd mastna kyselina produkovand mikroflérou tlustého
stfeva. Struktura butyratu je uvedena na obr. 8 (str. 30). V poloviné sedmdesatych let bylo
vypracovano né€kolik studii o tom, jak butyrdit sodny (NaBu) zastavuje bunécnou
proliferaci, méni buné¢nou morfologii a pozméruje genovou expresi v savéich bunéénych
kulturach [64]. Pozdé&ji bylo objeveno, Zze butyrat zvySuje acetylaci histond

v kultivovanych HeLa bunkach (,,nesmrtelné” bunky karcinomu déloZniho kréku) a
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erytroleukemickych buiikdch [65] a nakonec byl na zakladé dalSich studii mechanismus
protinadorového pisobeni butyratu pfisouzen inhibici HDAC [66-69].

Molekuly butyraitu mohou obsadit hydrofobni katalytickou kapsu enzymu, ale
ukazalo se, Ze butyrat je nekompetitivnim inhibitorem HDAC, neasociuje tedy s mistem
vazby substratu [63].

Butyréat inhibuje rist naddorovych bunék tlustého stieva pfi in vivo pokusech na
potkanech, kdy pfedchazi ristu chemicky indukovanych nadord [70], i1 pii in vitro
pokusech s kolorektalnimi lidskymi nadorovymi liniemi [71, 72]. Koncentrace butyratu
majici tento efekt in vitro je srovnatelna s koncentraci zji$t€énou v sav¢im stfevé. Protoze
butyrat vznika v tlustém stfevé anaerobni fermentaci vlakniny, pfedpoklada se, Ze praveé
tato latka je dilezitym spojovacim ¢lankem mezi prevenci rakoviny tlustého stfeva a dietou

bohatou na vlakninu [73].

Ho)ol\/\ /\/lOLOH

Obrazek 8. Struktura butyratu. Prevzato z [25].

Zdé se, Ze omezeni ristu stievnich karcinomi pfi 1é€b€ butyratem neni zpiisobeno
apoptézou. Inhibi¢ni efekt butyrdtu je v téchto ptipadech reversibilni, tzn. vymizi po
pferuSeni 1écby a buriky jsou schopny znovu ,,rozbéhnout bunécény cyklus a proliferovat
[71].

Ve studii pojednavajici o represi a indukci genii pomoci butyratu jsou uvedeny
nékteré butyrat-responzivni geny, tedy geny, jejichZ expresi butyrat ovliviiuje. Promotory
téchto genli maji tzv. butyrat-responzivni elementy. Tyto elementy je mozno rozdélit do
dvou skupin na zakladé jejich DNA sekvence. Zajimava je skupina gent, jejichZ butyrat-
responzivnimi elementy jsou mista vazici transkrip¢ni faktory Spl a Sp3, mezi né patfi gen
pro protein p21 VA1 (WAF1 z angl. ,,Wild-type p53-Activated Fragment I), inhibitor
CDK2 (cyklin dep'endentni kinasy 2), dileZitého regulaéniho proteinu v bunééném cyklu
[25, 74]. Mechanismus je znazornén na obr. 9 (str. 31). Indukce exprese mRNA tohoto
proteinu (p21) skrze aktivaci genového promotoru, probihd cestou nezavislou na p53.
Bunéény cyklus se tak zastavuje ve fazi G;. U lidskych nadorovych bunék tlustého stieva
kultivovanych v médiu byl maximalni efekt pozorovan pfi koncentraci butyratu 5 mM. Pti

zvySeni koncentrace aZ na 20 mM se tento efekt dale jiz nezvétSuje. Toto koncentra¢ni
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rozmezi piiblizné odpovida koncentraci butyratu v tlustém stfevé. V protinddorové aktivité
butyratu vici tumorovym buikam stiev je kromé aktivace proteinu p21 pravdépodobné
zahrnut 1 jiny mechanismus v podobé acetylace nehistonovych proteinti a DNA methylace
[75].

Butyrat zpisobuje inhibici HDAC nejen v rakovinnych buiikéch tlustého stieva.
Mechanismus ptisobeni byl demonstrovan na malignich buiikach prsu [25], prostaty [76] a
dalSich.

Spl CK2 Spl CK2
SAP30 SAP30
i ’ \ Si
RbAP48 mSin3 RbAP48 mSin3
HDACH, 2 HDAC1, 2
BUTYRATE':

Obrazek 9. Model mechanismu indukce proteinu p21™**/“'"!_inhibujiciho CDK2 butyritem. Na
schématech je znazornén promotor genu p21™*F"“"! "kde Spl protein ZBP-89 (z angl. ,zinc finger DNA
binding protein 89*) asociuje s p300 (p300 ma acetyltransferasouvou aktivitu) a s elementem véazicim Sp1l na
DNA. Na druhé stran€ Sp3 rekrutuje komplex proteind a HDAC1 i HDAC2. Mezi t€émito dvéma procesy je
tak ustavena rovnovaha, kdy na levé strané obrazku vytustuje tato rovnovaha v nizkou acetylaci histontl a gen
tak neni pfepisovan. V pfitomnosti butyratu je HDAC aktivita inhibovana, histony jsou hyperacetylovany a
transkripce probiha. Pfevzato z [25].

5.1.2. FENYLBUTYRAT A FENYLACETAT

Strukturné podobny fenylbutyrat (PB) vykazuje rovnéZ povahu inhibitoru HDAC,
jeho strukturu znazormiuje obr. 10 (str. 32). ZvySuje také radiosenzitivitu mnohych
nadorovych linii [77] a zesiluje efekt jinych chemoterapeutik. Jeho ucinek byl potvrzen
napiiklad na prsnich, mozkovych, ovarialnich a rovnéz stievnich nadorovych buiikach
s multirezistencemi na chemoterapeutika [78]. Metabolitem PB je fenylacetat (PA), jehoz

inhibi¢ni aktivita vi¢i HDAC je ¢asto zkoumana ve spojeni s PB. Obé tyto slouceniny jsou
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relativné netoxické [79]. PA je vyuzivan k 1é€bé hyperamonémie spojené s poruchami
mocovinového cyklu. PB i PA maji vysokou volnou frakci nevazanych molekul v lidské
plasmé, vice molekul je tedy schopnych interagovat s nddorovymi buiikami [80]. Tyto
aspekty jsou dobrym predpokladem pro vyuziti PB v klinické praxi, v soucasnosti tato

sloucenina podstupuje faze I a II klinického testovani [81].

o

Obrazek 10. Struktura fenylbutyratu. Pfevzato z [7].

Aktivita PB a PA byla testovana na rakovinnych burikdch maligniho mozkového
nadoru - meduloblastomu. Obé slou¢eniny maji diky strukturnim pfedpokladim (kratké
mastné kyseliny) vyhodnou schopnost prostupovat snadnéji pfes hematoencefalickou
bariéru. Kriticka je tedy v tomto piipadé lipofilita molekul, ktera je vyssi u PB. Jelikoz PA
je metabolitem PB, slouzi PB v podstaté jako ,,posel“ PA do mozkovych nadora [82, 83].
Tam jiz plsobi PA, ktery prokazatelné zpisobuje u bun€k meduloblastomu jejich
akumulaci ve fazi Go/G,. PB je u¢innéjsim diferencia¢nim ¢inidlem neZ PA. Kombinacni

lé¢ba s jinymi chemoterapeutiky ukazala, Ze PA i PB zvySuji uéinnost jinych 1€kt [81].

5.1.3. KYSELINA VALPROOVA (VALPROAT)

Kyselina valproova (VPA), 2-propylpentanova kyselina (struktura na obr. 11, str. 33),
je mastna kyselina s kratkym rozvétvenym fetézcem. V roce 1962 byl ndhodné objeven jeji
protikfecovy ucinek béhem experimentt, kdy byla pouzivana jako rozpoustédlo pro latky
zkoumané jako potencialné protikie¢ové. VPA je zab&éhlym lékem v klinické praxi, od
sedmdesatych let je pouzivana jako antiepileptikum u déti i dospélych [84]. Stale vice se
vSak studuje jeji ucinnost i pfi jinych obtiZzich a chorobach jako jsou bolesti hlavy,
migrény, schizofrenie a jiné patologické procesy mozku. Od roku 1996 se rovnéZ zkouma
jeji protinadorova aktivita [85]. Nyni prochazi I. a II. fazi klinického testovani jako

protinadorové terapeutikum.
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VPA

Obrazek 11. Struktura kyseliny valproové. Pfevzato z [84].

Aby bylo dosazeno antikonvulsivnich u¢inki, je VPA podavana tak, aby se jeji
koncentrace v krevnim séru pohybovala mezi hodnotami 346 - 693 uM (50 — 100 pg/ml).
Pfi vysSich koncentracih nez 693 uM ma VPA hematotoxicky ucinek [86]. Dalsim
toxickym efektem VPA je zfidka se vyskytujici fatalni hepatotoxicita [53]. VPA je jinak
pacienty vesmés dobfe snaSena, pfi indikaci téhotnym pacientkam se vSak ukazaly jeji
teratogenni ucinky [87]. Tyto Glinky byly zkoumany na mysich embryich a embryich zaby
rodu Xenopus. Prokazalo se, Ze VPA zpusobuje vrozené malformace, pfedev§im defekty
neurdlni trubice [62]. RGzné modifikace molekuly VPA vedou ke slouceninam se
separovanymi ucinky, bud’to teratogenimi a nebo antiepileptickymi. To nasvédcuje, Ze
teratogenicita VPA je zplsobena jinym mechanismem neZ jeji antiepilepticky ucinek.
Teratogenni analoga VPA jsou ta, kterd vazi na o-uhlik volnou karboxylovou skupinu,
vodik a dvé alkylové skupiny. Analoga, u nichz je karboxylova skupina pfeménéna na
amid, jako je valpromid (VPM), nebo sloucenina 2-2-propylpentenoova kyselina (2M2P),
kterd mé na a-uhliku jako dal$i substituent methylovou skupinu (obé€ struktury uvedeny na
obr. 12), nezpuisobuji stejné defekty na mySich embryich jako VPA. Ptesto maji tato

analoga stale schopnost tlumit chemicky vyvolané kieCe u mysi.

0
t} [
C—NH2 C—OH

VPM ZM2P

Obrazek 12. Néktera strukturni analoga VPA, vyuZivana pFi studovani mechanismu zplsobujiciho
teratogenicitu a protikfeCovy ucinek kyseliny valproové. Pfevzato z [84].
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K zachovani teratogenity jsou tedy nutné wuréité strukturni charakteristiky,
kterémiiZzeme nalézt 1 u butyratu. Podobné malformace a retardace riistu embryi zpisobuje
také trichostatinem A(TSA). Teratogenni vlastnosti VPA jsou zplsobeny jeji schopnosti
inhibovat HDAC, jak bylo ovéfeno na zakladé podobnych teratogennich u€inkd s TSA pfi
testech sembryi obratlovcl, strukturnich podobnosti s jinymi inhibitory HDAC a
pozorovanou hyperacetylaci histont H3 a H4 a proteinu p53 (obvyklych substrati HDAC)
v testovanych bunécnych kulturach. Hyperacetylace histonti H3 a H4 je znazornéna na obr.
13, jako vysledek pokusu s nddorovymi buiikami teratokarcinomu. Inhibici HDAC in vitro
zpusobuje VPA jiz v rozsahu uvedenych terapeutickych koncentraci nalezenych v krevnim
séru pacientl l1é¢enych na epilepsii. VPA je opticky aktivni sloucenina, existuji proto dva
stereoizomery. Oba maji antiepilepticky ucinek, ukdzalo se vSak Ze pouze jeden
stereoizomer (S)-VPA je teratogenni a inhibuje enzymy s histondeacetylasovou aktivitou
[62, 88].
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Obrazek 13. Hyperacetylace histonii H3 a H4 teratokarcinomovych bun&k dosaZens 1é¢bou VPA.

VPA indukuje akumulaci hyperacetylovanych histonii H3 a H4. Casovy priibéh u¢inku i koncentrace VPA
byly stanoveny metodou ,,western blot“, analyzou extrakti bunék teratokarcinomu F9. KdyZ neni uvedeno
jinak je pouzitd koncentrace VPA | mM. Pro srovnani uvedeny vysledky pokusti s TSA (100 nM) a NaBu

(5 mM). Ptevzato z [88].

VPA indukuje proteosomalni degradaci HDAC?2 a selektivné inhibuje katalytickou
aktivitu HDAC t¥idy I [89]. VPA neinhibuje HDAC6 a 10, které nélezi do tfidy II. Tyto
jsou strukturné odlisné od ostatnich HDAC ttidy I a II, kde hlavni rozdil spo€iva ve
struktufe katalytické domény. Tato odli$nost mtize byt diivodem jejich necitlivosti k VPA.
Protoze HDACG6 je zodpovédna za acetylaci cytoplasmatického a-tubulinu [90], mohla by
byt VPA pouzivana jako semiselektivni HDAC inhibitor.

Kdyz byla VPA identifikovana jako inhibitor HDAC, zacala byt intenzivnéji
zkoumana jeji protinadorova aktivita. Pfi testech in vitro bylo prokdzédno, ze VPA
zpusobuje diferenciaci u bunék riznych nadorovych linii. V burikach teratokarcinomu

VPA indukuje specificky typ diferenciace, charakteristicky sniZenou proliferaci,
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morfologickymi alteracemi, jinou expresi gend a akumulaci transkripéniho faktoru AP-2.
Stejné morfologické zmény a akumulaci AP-2 pozorujeme u bunék s diferenciaci
indukovanou TSA. VPA rovnéz naruSuje proliferaci bunéénych kultur HT-29 néadoru
tlustého stfeva a bunéénych kultur MT-450 rakoviny prsu [91]. VPA pfi in vivo testech
provedenych na zvifecich modelech, na krysach s xenograftem lidského nadoru prsu MT-
450, zpomaluje rist primarnich nadori a zmensSuje velikost a pocet metastaz. VPA
ptekonava represi transkripce zplsobenou expresi PML-RAR-a u transformovanych
mysSich hematopoetickych progenitorovych bun€k a zplsobuje jejich diferenciaci, ne vSak
apoptozu jako TSA. K tomu nedochézi ani pfi relativné vysoké koncentraci VPA (3 mM)
[88]. Diferenciace u hematopoetickych progenitorovych bunék je zavisla na proteinu p21,
jehoz reexpresi l1ze pomoci VPA vyvolat [84]. U bunééné linie akutni myeloidni leukémie
Kasumi-1, ve kterych je exprimovan translokaéni produkt AMLI1/ETO, zptisobuje samotna
VPA ¢asteénou diferenciaci [88].

VPA je prvni terapeuticky u¢innad latka s prokazanou schopnosti ruSit stabilni
methylace DNA i mimo replikaci, tedy mimo fazi déleni buriky, v postmitotickych tkanich
nachézejicich se tfeba v mozku. Skrze zvysSenou acetylaci histont, zplisobovanou VPA, se
usnadniuje pfistupnost demethylasy k DNA. Demethylaci genti dochézi k jejich reexpresi
[29].

Control VPA 0.2 mM VPA 1 mM TSA

ADEL Baitess

o'o..;u. a‘ie’ai
. by m"e &
‘-. '-qh’ u®S a

RA VPA 0.2 mM + RA VPA 1 mM + RA TSA + RA

Obrazek 14. Morfologické zmény zpisobené kombinovanou 1éébou VPA a RA. Primarni buiiky
z kostni dfené pacienta s nové diagnostikovanou AML, obarvené podle Giemsy byly kultivovany po dobu 5
dni spolu s RA (1 uM)a VPA (0,2 mM nebo 1 mM) a pro srovnani s TSA (240 nM) samotnym, nebo
v kombinaci s RA. Pfevzato z [88].

Na zéklad¢ vysledkli vyzkumu pusobeni inhibitort HDAC v kombinaci s kyselinou

retinovou (RA) na buiikky AML, byla zkoumana odpovéd’ leukemickych AML bunék i na
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kombinaci kyseliny valproové a RA. Pfi vystaveni bunék Kasumi-1 nejprve VPA a
nasledné RA byl diferencia¢ni ucinek zesilen. Pfi pokusech in vitro s leukemickymi
burikami, které byly odebrany pacientim s AML se ukazala kombinace VPA/RA byt
minimalné stejné silnym diferencia¢nim prostfedkem jako kombinace TSA/RA [88].

Na obr. 14 (str. 35) jsou viditelné morfologické zmény primarnich bunék z kostni
dfené¢ pacienta snové diagnostikovanou AML po podéni VPA. Na zaklad¢ tohoto
pozorovani a jinych analyz byl nalezen i vét$i pocet bunék podléhajicich apoptdze po
podani VPA, nezli po podani TSA. Odpovéd’ na lécbu byla vyvoldna u piiblizné¢ 40%
testovanych pacienti s myelodisplastickym syndromem (MDS) [86]. VPA a RA indukuji
myeloidni diferenciaci 1 u pacienti s chemoterapeuticky rezistentni AML [8].

VPA v kombimaci s RA a inhibitorem DNA-methyltransferasy (DNMT) Aza-dc (5-
aza-2'-deoxycytidin) pfekonava epigenetické bariéry tumor-supresorového genu RARS2 u
lidské nadorové bunéc¢né linie MCF-7 rakoviny prsu. Transkripéni aktivace genového
promotoru RARS2-RARE samotnou VPA bez Aza-dc neni tolik G¢inna. Spojeni aktivit
inhibitord HDAC a inhibitori DNMT je tedy v pfipadé RA-dependentni obnovy exprese
RAR[S2-RARE u bunék MCF-7 uéinngjsi. Pfi koncentraci 250 pM (ktera je pfipustna
vramci terapeutického rozsahu koncentrace VPA nalezené u epileptickych pacientl
lé¢enych VPA) je inhibovana proliferace rakovinnych bunék. V této kombinaci by VPA
mobhla byt pouzita pro 1é€bu i chemoprevenci rakoviny prsu. Kombinace VPA a Aza-dc ma
rovnéZ antileukemickou aktivitu. Na zaklad¢ pfedeslého vyzkumu byla tato kombinace
podrobena fazi I a II klinického testovani u pacientii s leukémii. Nizké davky Aza-dc a
VPA v davkach do 50 mg/kg mohou byt bezpecné¢ podavany leukemickym pacientiim,
v nékterych ptipadech v8ak mize byt 1é¢ba komplikovana neurotoxickymi u€inky [92].

UKF-NB-3
3 Treatment Cures
3 300 e VPA s
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: T F
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Obrazek 15. Velikost nadori xenograftu neuroblastomovych bungk UKF-NB-3 transplantovanych
mys$im po 16¢b& kyselinou valproovou v kombinaci s interferonem-o. VPA v davce 400 mg/kg za den
(), INF—a 500.000 IU/den (l), VPA 400 mg/kg za den + INF—o. 500.000 IU/den (), kontrolni roztok
pufru PBS (®). Ptevzato z [85].
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Protirakovinna aktivita VPA je pozorovana i vici buitkam neuroblastomu (NB) a je
synergisticky zvySena pouzitim interferonu-o. (INF- o). Pfi této kombinované 1écbé
dochézi ke kumulaci bunék v G,-fazi. INF- oo nema vliv na acetylaci histonl v jadrech NB
bunék. Pfi testech se zvifaty byl zpomalovan rist nadori NB bunék UKF-NB-3 a u dvou
ze Sesti zvifat doSlo ke kompletnimu vylééeni. Vysledky kombinované 1écby jsou
znazornény na obr. 15 (str. 36). Lécba samotnou VPA nevedla vtomto pifipadé ke
kompletnimu vylé€eni ani u jednoho z testovanych zvitat [85].

VPA rovnéz pii pouZiti terapeutickych koncentraci inhibuje proliferaci a migraci
lidskych endotelidlnich bunék a plsobi proti formovani novych kapilér, ptsobi tedy jako
inhibitor angiogeneze pfi in vitro i in vivo pokusech, jak je ukazano na obr. 16. Tyto efekty
jsou zpusobeny snizenim exprese enzymu endotelidlni NO-synthasy (eNOS) v dusledku
inhibice HDAC. In vitro byl tento efekt pozorovan pfi koncentracich 0,5 a ImM — coz jsou
koncentrace obvykle pozorované v krevni plasmé pacienti lécenych VPA. Podavani VPA
bfezim mySim samicim vede ke zna¢né redukci angiogeneze u embrya. Teratogenni ucinky
VPA jsou zplisobeny jeji antiangiogenni aktivitou a ta mtize byt také pfic¢inou hepatotoxicity
VPA [53].

CTL

Obrazek 16. Antiangiogenni efekt kyseliny valproové znizorn&ny na kufeci chorioalantoické
membrané&. 30x zvétSeno. Pfevzato z [53].

Ukazalo se, Ze terapie pomoci VPA miZe byt spojena s vyvojem myelodispastickych
zmén v kostni dfeni a mize vést k sekundarni leukémii, zpisobené zvySenym poskozenim
DNA v duasledku chronické inhibice HDAC [93]. VPA potlacuje expresi membranovych
receptort NCR (z angl. ,natural cytotoxic receptors®) ,,zabije¢skych bunék” (NK), coz
sniZzuje jejich cytotoxicitu vic¢i nadorovym burikdm. U AML byly nalezeny NK buiiky
s nedostatkem pravé téchto receptorii. VPA tedy nejspi$ snizuje expresi NCR, coz oslabuje

imunitni kontrolu zprostfedkovanou NK burikami [94].
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VPA podéavana oralné ma biologicky polo€as primémé 16 h, pro srovnani polocas
strukturné pfibuzného butyratu je asi 5 min. Podavana oralné ma téméf 100% dostupnost.
Je to latka komeréné dostupna a muze byt podavadna i chronicky, s akceptovatelnou
toxicitou [95]. Ne&které mozné neurotoxické u€inky VPA by mohly byt odstranény
vhodnou modifikaci jeji molekuly. Diky mnohaletému klinickému vyuziti poskytuje VPA
relativné bezpecnou a provéfenou alternativu k testovani aktivity inhibitordt HDAC pfi

terapii malignich onemocnéni .

5.2. HYBRIDNI PpLARNi SLOUCENINY NA BAZI
HYDROXAMOVE KYSELINY

Dalsi skupinou inhibitort HDAC jsou hybridni polarni slouceniny (HPC), které
zaCaly byt syntetizovany pro jejich schopnost pfimét buiiky k diferenciaci, v nékterych
ptipadech k apoptoze. Nékteré struktury jsou uvedeny v tabulce 2 (str. 39). Mezi HPC
prvni generace patii HMBA (z angl. ,hexamethylenbisacetamid), ktery je jejich
»prototypem®. Mezi HPC druhé generace pak patti SAHA (z angl. ,suberoylanilide
hydroxamic acid*) a CBHA (z angl. ,,m-carboxycinnamic acid bis-hydroxamide), které se
ukazaly byt asi 2000x uc¢inéj$imi induktory diferenciace bunék, nez pivodni HMBA. Pii
vyzkumu s bunéénymi kulturami in vitro HMBA nezvySuje acetylaci histonu H4 jako
ostatni HPC. Buiiky rezistentni na SAHA maji zkfiZzenou rezistenci k TSA, ale nejsou
rezistentni k HMBA, proto ziejmé HMBA indukuje diferenciaci bun€k jinym zpisobem,
nez-1i HPC druhé generace. Piestoze HMBA vyvolal remisi onemocnéni u pacientt s MDS
a AML, o jeho dalsim klinickém vyuziti se neuvaZuje, protoze v dusledku nutnych
vysokych davek pro 1é¢bu ma znaéné vedlejsi uciky [96].

Hydroxamové kyseliny se koordinuji k zinkovému atomu enzymu skrze jejich CO a
OH skupiny na funkénim polarmim konci, viz obr. 17 (str. 39). Navic je vazba upevnéna
vodikovymi mustky skupin CO, NH a OH inhibitori a aminokyselinovych zbytki
v katalytickém centru enzymu. Hydrofobnim koncem molekuly interaguji s povrchem

katalytického mista [97].
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Tabulka 2. Slou&eniny na bazi hydroxamové kyseliny. Pfevzato z [96].
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Obrazek 17. Struktura molekuly SAHA a jeji &asti. Hydroxamova &ast vazajici zinkovy atom na
pravém konci zobrazenych molekul je spojena pfes spojovaci fetézec (z angl. ,,spacer”) s hydrofobni ¢asti.
Ptevzato z [27, 34].

5.2.1. SAHA

SAHA (z angl. ,,suberoylanilide hydroxamic acid) byla syntetizovana proto, aby se
zjistilo, zda-li je mozné zvysit aktivitu HPC sloucenin pfidanim fenylové skupiny na jeden
z konctt molekuly. Jeji struktura je podobna struktufe TSA (tabulka 2), krera je ptirodnim
produktem bakterii. Obr. 18 ukazuje zpisob inhibice HDAC touto slouceninou.
Hydrofobni konec SAHA je v kontaktu s aminokyselinovymi zbytky na povrchu ,kapsy*
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ve struktufe enzymu. Hydroxamova ¢ast SAHA se vaZe k zinkovému atomu na dné

,»Kapsy*.

Obrazek 18. SAHA se viaze do Kkatalytického centra HDAC, jehoZ tvar je znazornén mitiZkovou
strukturou. Pfevzato z [34].

SAHA inhibuje aktivitu purifikovanych HDAC1 a HDAC3 pifi pouzitych
koncentracich niz8ich nez 100 nM. Akumulace acetylovanych histonti v bunéénych
kulturach je dosazeno pti nizkych, mikromolarnich, (LM) koncentracich viz obr. 19 (str.
41) [96].

SAHA zplsobuje zastaveni bunétného cyklu ve fazich G; a G; v zavislosti na
bunécném typu a pouZité davce. Selektivné indukuje expresi p21 VARV inhibitoru CDK
a indukuje apoptézu nezavisle na p53 u lidské leukemické bunééné linie U937 [98].
SAHA zprostiedkovava §tépeni a aktivaci proteinu Bid s proapoptotickou aktivitou.
V dusledku toho jsou cytochromy c¢ uvolnény z mitochondrii. Pfestoze SAHA indukuje

kaspasovou aktivitu, neni apoptéza zpisobena SAHA ptimo s touto indukci spojena [99].
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Obrazek 19. SAHA inhibuje aktivitu HDAC1 (ll) a HDAC3 (). Extrakt z bungk Jurkat (kultura
lidskych leukemickych perifernich T-bunék) byl podroben imunoprecipitaci s polyklonalnim antisérem proti
HDACI a HDACS3 a testovan na aktivitu HDAC v ptitomnosti a neptitomnosti SAHA. Rostouci koncentrace
SAHA: 0,001; 0,01; 0,1; 0,33; 1; 10; a 100 pM. Na ose Y je uvedena deacetylasova aktivita v procentech.
Ptevzato z [96].

SAHA indukuje diferenciaci, zptisobuje zastaveni bunécného ristu, nebo apoptdzu
Sirokého spektra transformovanych bunéénych kultur. Diferenciace, zplisobena 1écbou
pomoci SAHA byla pozorovana u MEL bunék (mysi erytroleukemické buiiky) a lidskych
nadorovych bunék mocového méchyfe. Acetylace histonu H4 v MEL burikach je
zndzornéna na obr. 20. Apoptdza je pak indukovana napiiklad u lidskych myelomovych

bunék, lidskych myelomonocytarnich

- TSA - HMBA SAHA
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Obrazek 20. SAHA zpiisobuje acetylaci histonu H4. MEL (mysi erytroleukemické buiiky) byly
kultivovany se SAHA pti koncentraci 2,5 uM, HMBA (5SmM) a TSA (75 nM) po dobu (h) uvedenou v horni
¢asti. Histony byly extrahovany zbungk a analyzovany. Stupeii acetylace H4 je oznaden: AcO =
neacetylovany, Acl = monoacetylovany, Ac2 = diacetylovany, Ac3 = triacetylovany, Ac4 =
tetraacetylovany. Kontrola je oznadena symbolem ,,-“. Pfevzato z [96].
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leukemickych bunék, u bun€k lidskych neuroblastomli a T-bun€k akutni leukémie.
Diferenciace i apoptdza byly sledovany u lidskych rakovinnych bunék prostaty a lidskych
plicnich adenokarcinomi. SAHA méni signalizaci zprosttedkovavanou VEGF a pusobi tak
jako silné antiangiogenni ¢inidlo [100].

Pi1 testovani 60 bunécnych linii byla uréena ICsy pro SAHA od 500 nM do 5
uM. Davka potiebnd k vyvolani apoptozy s maximalnim efektem u neuroblastomovych
bunék je od 2 uM vys. Tento efekt je v§ak velmi nizky u normalnich bung€k, proto toxicita
ke zdravym tkanim nekomplikuje klinické vyuZziti SAHA u pacientt [100].

SAHA pusobi synergisticky pfi kombinované 1é¢bé RA, rovnéZz kombinovana 1écba
s dal$imi terapeutiky (Aza-dc, decitabin) dale zvySuje efekt na proliferaci, diferenciaci a
apoptozu u mnohych nadorovych bunéénych linii. Kombinace SAHA s antimetabolitem 5-
fluorouracilem ma silny antiproliferativni u¢inek na bunky kolorektalniho karcinomu
s mutovanym 1 pfirozenym typem p53. V kombinaci s imatinib mesylatem (Gleevec®, viz
kapitola 2.2.) zvySuje SAHA jeho u¢innost u CML bungk, které jsou vic¢i nému rezistentni
(101, 102]. Minimalni koncentrace inhibitoru proteasomu bortezimibu v kombinaci se
SAHA zvySuje apoptdzu lidskych leukemickych bunék [103].

U transgennich mysSich bunék s fuznimi geny PML-RAR-o, jako v ptipadé jinych
inhibitordt HDAC, SAHA inhibuje rist a navozuje apoptdzu ve zvySené miie v kombinaci
s ATRA [7]. Kultivace n€kterych lidskych nadorovych bunék v p¥itomnosti SAHA zvySuje
ucinnost jejich nasledné lééby pomoci etoposidu, ellipticinu, doxorubicinu nebo cis-
platiny, ne vSak pfi nasledné 1é€bé s inhibitorem topoisomerasy, camptothecinem [104].
Lécba bunék v opacném poradi, tedy nejdiive pomoci nékterého z uvedenych 1é¢iv a
nasledné kultivaci se SAHA nevede ke zvySeni cytotoxicity samotného 1é¢iva. Nadméma
exprese nékterych antiapoptotickych gend (napf. gen kddujici protein Ble-2)
v leukemickych buiikdch mtze rusit apoptogenni aktivitu SAHA, nema vSak vliv na jeji
regulacni efekt bunécného cyklu a diferenciaci [98, 105, 106]. Piedpoklada se proto, Ze
SAHA by mohla byt kombinovana s latkami blokujicimi expresi Bcl-2. pro vétsi efektivitu
lécby. Z jinych nez chemoterapeutickych léCebnych strategii byla SAHA testovana
v kombinaci s radioterapii, kdy byl prokazan jeji synergisticky ucinek na lécbu
kultivovanych bunék karcinomu prostaty [107].

Pii sledovani aktivity SAHA in vivo mé& znaény protinddorovy ucinek, potvrzeny
studiemi s xenografty lidskych nadorovych bun€k prostaty, prsu a tlustého stieva.

Protinddorové aktivita byla rovnéz testovana na my$im transgennim modelu s APL. SAHA

42



u téchto mysi sniZuje incidenci, zmnoZeni a velikost nadori. U potkand s karcinomem
prsnich zlaz SAHA inhibuje rust a zplsobuje regresi nadorti béhem pétitydenni 1écby. Pii
vSech téchto testech nebyla aktivita SAHA provazena Zadnymi vazné€jSimi toxickymi
ucinky [107].

Pokusy na mysich s xenograftem lidskych bunék nadoru prostaty CWR22, kdy byla
zvifatim podavana SAHA vdavkach 25, 50 a 100 mg/kg/den intraperitonealné,
vykazovaly vzhledem ke kontrolnim zvifatim redukci velikosti nadord o 78% az 97%.
V néadorech léCenych zvitat byla potvrzena zvySena acetylace histond H3 i H4. Toxické
ucinky, které byly pozorovany v tomto pfipadé byly pouze minimalni [107].

Také kombinovana lécba SAHA s ATRA byla testovana in vivo na transgennich
mysich s lidskou APL. SAHA byla podavana rovné€Z intraperitonealné v ddvkach 50 mg/kg
s ATRA 1,5 mg/kg. Vysledkem 1écby byla 55% remise APL a prodlouzeni doby Zivota
testovanych zvifat bez vedlejsich toxickych uginkd. Zadna remise nemoci nebyla
pozorovana v piipadé 1é¢by jednotlivymi latkami [7]. Kombinovana 1éc¢ba athymickych
mysi s xenograftem meduloblastomu (buriky D 283) se SAHA (200 mg/kg/den) a RA (100
mg/kg/den) podavanymi oralné¢ bud’to kazdy druhy den nebo denné po dobu 7 dni
s nasledujici 7 denni pfestavkou, vykazovala 4 kompletni odpovédi, 10 ¢asteCnych a 4
stabilizace nadoru mezi 29 lé¢enymi zvitaty. Celkova doba 1é¢by €inila 4 tydny [107].

Mezi hlavni toxické ucinky SAHA zjisténé pomoci testd na zvifatech (potkanech a
psech) patii ztrata na vaze, anorexie, hemolyticka anémie a nékteré dalsi. Toxické ucinky
byly reversibilni a vymizely béhem 12 - 14 dni. Nebyly pozorovany Zadné nezadouci
ucinky na kardiovaskularni systém, ani zadné vaznéj$i nevratné poskozeni organt [107].
Mezi genotoxické ucinky testované in vitro patfi chromozomalni aberace u 28%
testovanych bunék pti koncentraci 100 pg/ml a mutagenicita [107].

Provadi se klinické studie faze I i II s pouzitim SAHA u dospélych se solidnimi i
hematologickymi malignancemi. Toxické ucinky limitujici davku jsou anorexie,
dehydratace, prijem a tUnava jak u pacientd se solidnimi, tak s hematologickymi

malignancemi.
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5.2.2. TRICHOSTATIN A

Trichostatin A je jednim z prvnich identifikovanych inhibitort HDAC, jeho struktura
je uvedena v tabulce 2 (str. 39). Byl izolovan jako ptirodni fungistatické antibiotikum z
mikroorganisml streptomycet. Asi 10 let po prvni izolaci TSA byly objeveny jeho
schopnosti indukovat diferenciaci leukemickych bun¢k a zastavovat bunécny cyklus
normalnich fibroblastl ve fazich G, a G,. Jedin¢ (R)-TSA je aktivnim inhibitorem HDAC
a zpusobuje akumulaci hyperacetylovanych histond u mnoha sav¢ich bunéénych linii
[100]. Jako induktor morfologickych zmén u transformovanych bunék pulsobi jiz v
nanomolarnich koncentracich [27].

Na obr. 21 je znazornén mechanismus inhibice HDLP, coz je homologni enzym
histondeacetylasy s deacetylasovou aktivitou izolovany z bakterie Aquifex aeolicus. Patmy
je vstup alifatického fetézce TSA do hydrofobni kapsy katalytického jadra enzymu a jeho

interakce s mistem vazby substratu [27].

Obrazek 21. Trojrozmérny model interakce homologniho enzymu histondeacetylasy (HDLP)
izolovaného z bakterie Aquifex aeolicus s trichostatinem A. TSA zapadd do katalytického mista
homologniho enzymu HDAC s deacetylasovou aktivtou. Popsany jsou aminokyselinové zbytky v blizkosti
inhibujici molekuly, véetn€ jejich polohy v peptidovém fetézci enzymu. Prevzato z [27].

TSA specificky spousti apoptézu bunéénych linii lymfoidniho a kolorektalniho
karcinomu. Tento proces probiha pifes obnovu exprese proteinli potiebnych pro aktivaci

kaspas a jejich preménu z proezym na funk¢ni, katalyticky aktivni proteasy [108].
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Byla potvrzena i vysoka protinadorova aktivita TSA in vitro i in vivo k bunéénym
liniim prsnich karcinomi. Tyto vysledky potvrzuji HDAC jako cil terapeutického zasahu
pfi 1éEbe rakoviny prsu [109]. Jiz dlouhou dobu je pfi 1é¢bé rakoviny prsu vyuzivan
tamoxifen (antiestrogenni 1é¢ivo), ktery pisobi proti vlivu estrogenu na narorové bunky
prsu. Nekteré nadorové buiiky vsak vykazuji ztratu estrogenového receptoru o (ER o) a
stavaji se tak resiztentni vii¢i tamoxifenu, pfestoZe strukturné podobny receptor ER B
zistava v téchto burkach zachovan. Aktivita ER je negativné regulovana funkci HDAC.
Pomoci TSA bylo dosazeno zvySené exprese ER [ a tim byla nadorovym burkam
navracena citlivost vii¢i tamoxifenu [110]. Samotny TSA zvySuje ubikvitinaci cyklinu D1,
ktery je regulatorem bunééného cyklu v pfechodu z G,-faze do S-faze a je dilezitym
prvkem ve vyvoji nadorovych bunék prsu. Ubikvitinaci je cyklin D1 pfedurcen k degradaci
v cytoplazmé. Terapie zamétena proti cyklinu D1 je vysoce specificka pro 1écbu prsnich
nadorovych onemocnéni [111]. Vysledky studii s TSA tedy potvrzuji mozné vyuziti
inhibitorit HDAC v oblasti 1é¢by rakoviny prsu.

Vyznamné zmény v bunétné morfologii, diferenciaci a proliferaci byly zplsobeny
TSA i u nadorovych ovarialnich bunéénych liniich. Byla pozorovana sniZena fosforylace
Rb a nasledkem toho zvySena aktivita p21. RovnéZ bylo patrné sniZeni aktivity proteinu
Id1 (z angl. ,inhibitor of differentiation/DNA binding protein“), ktery funguje jako
transkripéni faktor a ma dulezitou roli v morfogenezi nékterych typd bun€k (napf.

epitelialnich) [112].

5.3. CYKLICKE TETRAPEPTIDY

Cyklické peptidy s epoxidovou &asti nejspiSe chemicky modifikuji aktivni Casti
nukleofili pomoci epoxy skupiny a vytvafeji vodikové vazby. Predpoklada se, Ze tyto
slou¢eniny inhibuji HDAC interakci epoxidové skupiny se zinkovym kationtem nebo
s aminokyselinovymi zbytky ve vazebném centru. Vysoka labilita epoxidu vin vivo
podminkach ¢ini nékteré z téchto sloucenin farmakologicky méné zajimavé. HDAC
inhibitory, spadajici do skupiny cyklickych peptidd, maji prokazateln€ vysokou inhibi¢ni
aktivitu k HDAC. Nékteré z nich, jako cyklické tetrapeptidy apicidin a depsipeptid (Casto
nazyvany FK228 nebo FR910228), jsou pfirodni produkty. Ty vyvolavaji inhibici HDAC

JiZ pfi nanomolarnich koncentracich.
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5.3.1. DEPSIPEPTID

Depsipeptid byl izolovan jako fermentaéni produkt z bakterii Chromobacterium
violaceum [113], jeho struktura je znazornéna na obr. 22. M4 prokazanou cytotoxickou
aktivitu proti mysim i lidskym nadorovym bunkam. Ukazal se byt uc¢innym proti burikdm
plicnich i prsnich karcinomti a melanomtim [114, 115]. V klinické fazi I byl testovan
ucinek depsipeptidu na koZni a periferni lymfomy T-bunék. Lécba u né€kterych pacientt

vyvolala ¢asteénou nebo kompletni odpovéd’ na podané 1é¢ivo [116].

Obrazek 22. Struktura depsipeptidu. Pfevzato z [26].

V inhibici histondeacetylas lidskych nddorovych linii je depsipeptid asi 10x G¢innéjsi
nez TSA, bézné uzivany pfi sledovani inhibice HDAC [117]. K tomu aby byla vyvoldna
acetylace proteinu p53 pomoci TSA je obvykle nutné ozafit buriky gama [118], nebo UV
zafenim [119, 120] a nebo pouzit dalsi inhibitor HDAC. Depsipeptid je pro svou ucinnost
vyuzivan pfi vyzkumu acetylace p53. Depsipeptid indukuje expresi p21V*F"“" a bylo
dokazano, Ze tento efekt je Castecné zprostiedkovan acetylaci p53. Stejné jako naptiklad u
butyratu, indukce p21%AF/cP probiha 1 dal§im mechanismem, nezavislym na p53, cestou
ptes transkrip¢éni faktory Spl a Sp3 [47].

Pti pokusech s depsipeptidem bylo zjidténo, Ze indukuje expresi Na'/I" symportéru
(NIS) v thyroidnich nadorovych burikach. Radiojodidova 1écba téchto nadorti je obvykle
komplikovana neschopnosti tumorovych bunék vychytavat jod. Po tfidenni 1é¢bé
thyroidnich nadorovych linii depsipeptidem byla prokazédna normélni exprese mRNA pro
proteiny NIS. Létba indukovala akumulaci '*°I v buiikach, coZ dokazuje opétovnou
resyntézu NIS. Tohoto efektu je dosaZeno i v nizkych koncentracich depsipeptidu in vitro.
Depsipeptid prochazi klinickymi testy pfi nichz bylo u pacientt zji§téno, Ze ptiblizné 90%
cirkulujici latky je vdzano na proteiny, nicméné k dosaZeni efektivni koncentrace v krevni
plasmé lze pouzit i davky dosahujici az 500 ng/ml, které nevykazuji Zadnou vaznéjsi

toxicitu [121].
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Mechanismus inhibice HDAC depsipeptidem neni doposud pfesné znam. Jedna
z hypotéz ptedpoklada, ze disulfidovy mustek se v nitrobunéénych podminkach redukuje a
vznikd volny konec, &tyfuhlikaty fetézec mezi jednou ze sulfhydrilovych skupin a
cyklickym depsipeptidovym jadrem (viz obr. 23). Tato SH skupina mizZe reagovat
cysteinovym zbytkem pfitomnym v katalytickém centru enzymu a vytvofit tak kovalentni
disulfidovou vazbu. Kovalentni charakter této vazby byl prokazan. Hydrofobni povaha

depsipeptidu usnadiiuje jeho prichod bunéénou membranou [27].

Membrune Cell

oLl IN

FK 12K RedFK22¥

Obrazek 23. Pravdépodobny mechanismus inhibice HDAC depsipeptidem (FK 228). Disulfidovy
mistek je v nitrobun&ném prostfedi redukovan (RedFK228) na aktivni formu, ktera interaguje se zinkovym
atomem v katalytickém centru HDAC. Pievzato z [26].

5.4. SPECIFITA UCINKU INHIBITORU HDAC

U rakovinnych bunék prostaty byl demonstrovan specificky uéinek inhibitort HDAC,
konkrétné¢ NaBu, TSA a depsipeptidu (na obr. 24 na str. 48 depsipeptid oznacovan jako
FR901228). Charakter u¢inku je vSak siln€¢ zavisly na bunééném typu, i na vlastnostech
pouzitych inhibitord HDAC. Na obr. 24 je zndzornéno jak se projevuje rozdilny ucinek
odlisnych inhibitori HDAC na morfologii riznych nadorovych linii tohoto onemocnéni. Je
tedy pfedmétem dalSich vyzkumid vyvinout takové slouceniny HDAC, které budou

ucinkovat viaci vSem témto bunéénym druhtiim [76].

47



A [T 4

. e ? . -
s " A,{-KI. L L
¢ ]

o T e Seoe:

Obrazek 24. Morfologické zmény tFi druhu
nadorovych bunék prostaty p¥i 1é¢bé inhibitory
HDAC. Pouzity byly 100 nM TSA, 5§ ng/ml
FR901228, 1 mM NaBu a jako negativni kontrola
0,1% DMSO, doba 1é¢by je 24 hod. V hornich
Castech jsou zobrazeny bunky ve svételném

mikroskopu (zvétSeno 40x). V dolnich ¢astech jsou
snimky z flourescenéniho mikroskopu, kde jsou
obarvena jadra bunék (zvétSeno 40x). Bunky
stypicky postizenym (kondensovanym, nebo
fragmentovanym) jadrem jsou oznaCeny Sipkou a
representativni afektované jadro je zobrazeno

1 Comon specidlné¢ v dolnim pravém rohu. Buné&né linie
rakoviny prostaty A: LNCaP, B: DU-145, C: PC-3.
Pievzato z [76].
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6. ZAVER

Nedavné studie potvrzuji ucast epigenetickych abnormalit pfi patogenezi nadorového
procesu. Potencidlni reversibilita epigenetickych d&u davd podnét k vyvoji
farmakologickych latek ovlivigjicich epigenetické procesy. Nejvétsi podil na
protinadorové aktivité inhibitordt HDAC ma jejich schopnost obnoveni transkripce geni,
jejichz exprese je béhem vyvoje nadoru potlatena. Zpisob, jakym inhibitory HDAC
zasahuji do exprese geni, je inhibice aktivity enzymu histondeacetylas. Dochazi k alteraci
modifikaci substratt HDAC, mezi které patfi jaderné histonové proteiny i cytoplazmatické
a jaderné nehistonové proteiny. Funkce nékterych proteinl je ovlivnéna inhibici HDAC i
nepiimo, tzn. pfes aktivitu jinych proteind. Z neddvnych vyzkumt vyplyva, Ze ovlivnéni
epigenetickych mechanismi jako jsou modifikace histonovych proteini jsou slibnym cilem
1é¢by mnoha nemoci.

MnozZstvi gent, jejichZ exprese je ovlivnitelna inhibitory HDAC, je omezené. Jedna
se vétSinou o geny hrajici kli¢ovou roli v regulaci bunééného cyklu, buné¢né diferenciace a
proliferace, coZ jsou stézejni procesy naruSené béhem karcinogeneze. Toho lze s vyhodou
vyuzit pfi1 1é¢bé naddorovych onemocnéni. Bylo identifikovano mnoZstvi latek s inhibi¢ni
aktivitou k HDAC. V posledni dobé je témto latkdm vénovana stile vétSi pozornost, o
¢emz sveédci rostouci pocet publikaci pojednéavajicich o problematice inhibice HDAC ve
spojeni s protinadorovou terapii. Byla potvrzena jejich schopnost zastavit rust, navodit
diferenciaci nebo apoptdzu u mnoha druhii kultivovanych transformovanych a nadorovych
bunék in vitro 1 u xenograftil in vivo. Nekteré z inhibitort HDAC prochézi klinickym
testovanim, kde potvrzuji protinddorovou aktivitu proti solidnim tumorim i
hematologickym nadorovym onemocnénim.

Je tieba dale studovat molekularni mechanismy podléhajici vlivu inhibitord HDAC a
regula¢ni mechanismy jakymi se tyto latky uplatiuji pfi 1écbé nddorovych onemocnéni.
Aspektem budouciho studia by se mél stat také pleiotropni efekt inhibitord HDAC a rozsah
jejich puisobeni v buiice na molekularni Grovni. V ramci této problematiky je potiebné také
dalsi studium aktivity, funkce a specifity riznych druhti histondeacetylas. Tyto znalosti 1ze
zuzitkovat pfi vyvoji novych inhibitort HDAC, zaméfenych jak proti histondeacetylasam

riznych tfid, tak tfeba jen proti nékterym HDAC.
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Dalsi prace by se rovnéZz mély zaméfit na pochopeni specifity G€inku inhibitori
HDAC. Stile je malo poznatki o tom, pro¢ nékteré transformované bunky podléhaji
snadnéji nasledkiim inhibice HDAC, neZ butiky normalni. Zatim neni také zcela
definovana specifita inhibitorit HDAC vi¢i riznym subtypim rakovinnych onemocnéni.

V oblasti klinického vyzkumu by se mélo stat predmétem dalSiho studia upfestiovani
nejucinnéjsich terapeutickych strategii, minimalizace toxicity latek, doprovazené vyvojem
novych ucinngjSich inhibitortai HDAC. Pozomost by méla byt zaméfena také na
kombinovanou lécbu s cytotoxickymi, diferencia¢nimi a jinymi druhy terapie, kterd skyta

v oblasti 1écby nadorovych onemocnéni velky pfislib do budoucna.
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