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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABC transportni proteiny rodiny ABC vazajici ATP (ATP binding casette proteins)

ACN acetonitril

ATP adenosintrifosfat

Bcl-2 antiapoptoticky gen

C2-OHPCT C2-hydroxypaclitaxel

C3’-OHPCT C3’-hydroxypaclitaxel

cDNA komplementarni DNA

CcSw Chromatography Station for Windows

CYP cytochrom P450

di-OHPCT dihydroxypaclitaxel

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECL zvy$ena chemiluminiscence (enhanced chemiluminiscence)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ER endoplasmatické retikulum

FBS fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

GIT gastrointestinalni trakt

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (high-pressure liquid
chromatography)

ICso koncentrace inhibitoru zpusobujici padesatiprocentni sniZeni aktivity

i.p. intraperitonealni aplikace

i.v. intravenosni aplikace

K; inhibi¢ni konstanta

Km Michaelisova konstanta

LDL lipidy s nizkou hustotou

LRP protein resistence plicni tkané (lung resistance-related protein)

M mol/]

M1 -Ml1 metabolity SB-T-taxani eluujici pfi HPLC jako 1., 2. az 11. v poradi

MDR mnohocetna 1ékova resistence (multidrug resistance)

MDRI1 gen mnoho&etné 1ékové resistence kddujici P-glykoprotein
(multidrug resistance gene 1)

MFO monooxygenasovy systém se smiSenou funkci (mixed function oxidases)

Milli-Q voda prvniho stupné kvality ziskana preci$ténim destilované vody

mRNA mediatorova RNA
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Seznam pouZitych zkratek a symbolii

MRP

MS

MTT

NAD' (NADH)
NADP" (NADPH)
NADPH-GS
NBD2

NS

OHDTX
OHPCT
6a-OHPCT
ORL

p

PAH

PBS

rRNA
SB-T-taxany
SDS

protein mnohocetné 1ékové resistence (multidrug resistance protein)
hmotnostni spektrometrie
(3-4,5-dimethylazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
nikotinamidadenindinukleotid oxidovany (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany (redukovany)
NADPH - generujici systém
nukleotid vazajici doména 2 (nucleotide binding domain 2)
nizkospinovy stav
hydroxydocetaxel
hydroxypaclitaxel s neznamou polohou OH skupiny
6alfa-hydroxypaclitaxel
otorhinolaryngologie
hladiny vyznamnosti statistického testu
polycyklické aromatické uhlovodiky
sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl — izotonicky roztok (Phosphate Buffer
with Salt)
pregnenolon-16a-karbonitril
polymerasova fetézova reakce
P-glykoprotein
NADPH:CYP reduktasa
substrat cytochromu P450
ribonukleova kyselina
hydroxylovany produkt
poclet otacek za minutu
ribosomaini RNA
Stony-Brook-taxany (syntetické analogy klasickych taxant)
dodecylfosfat sodny
sulfhydrylova skupina
Statni zdravotni Gstav
tetrahydrofuran
retenCni Cas
tris(hydroxymethyl)-aminomethan
vysokospinovy stav
maximalni rychlost enzymové reakce
peroxosloucenina

vinova délka
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. UVOD A PREHLED LITERATURY

Nddorovd onemocnéni patfi v souasné dobé mezi nejzavazné&jsi onemocnéni a Casté
pficiny Gmrti v lidské populaci. Vétsina pfipadi vzniku rakoviny je ddna kombinaci faktord
genetickych a faktori Zivotniho prostfedi jako je nevhodny Zivotni styl, sloZeni potravy a
kontaminujici slozky Zivotniho prostfedi. VSechny tyto faktory oslabuji lidsky imunitni
systém, ktery pak neni schopen dostate¢né fungovat a dochéazi krozvoji nadorovych
onemocnéni.

Lééba nddorovych onemocnéni kombinuje chirurgické zakroky, radioterapii a
chemoterapeutickou 1é¢bu. Chemoterapie je zaloZena na podavani cytostatik, tedy latek,
které jsou schopny usmrtit nddorové buriky. Jejich pouziti je ale Casto v terapeuticky
uéinnych davkach doprovazeno fadou zavaznych neZadoucich udinki plynoucich z
poskozeni zdravych lidskych tkani a organti nebot chemoterapie poskozuje i normalni
buriky, zejména rychle se délici jako jsou buiiky kostni diené, sliznic apod. Stale Cast&jsi
prekazkou usp€3né chemoterapie je navic rozvoj resistence nadori viéi konvenénim
cytostatikiim vedouci k selhani 1é€by.

Proto je v soucasné dob¢ vénovana velkd pozornost hledani zcela novych 1é¢iv nebo
uéinngj$ich derivatd znamych cytostatik, které by mély vyssi farmakologickou uéinnost,
méné nezadoucich G¢inkd a co nejsirsi spektrum terapeutického pouZiti zejména v 16&bé
resistentnich nadord. Zaroven jsou hledany mozZnosti jak zvySit u€innost konvenénich
cytostatik ovlivnénim procesi probihajicich po vstupu cytostatik do organismu jako je jejich
distribuce a biotransformace.

Vyznamnou skupinou vysoce G¢innych protinddorovych 1é€iv jsou taxany, které jsou
v klinické praxi hojné pouZivany. BohuZel metabolismus taxand vede k jejich
farmakologické inaktivaci a proto detailni poznani tohoto procesu a moZnosti zpomaleni
metabolickych pfemén taxani by mohly zvyS$it jejich terapeutickou u¢innost, sniZit
nezadouci ucinky a ptispét tak k u¢inné€jsi protinadorové 16¢bé viude tam, kde jsou taxany
vyuzivany. Jako dal$i problém souvisejici s terapii taxand se v nedavné dobé& ukazal rozvoj
resistence fady nadord vici témto 1é¢iviim. SniZeni resistence viiéi klasickym taxantim nebo
nalezeni novych derivati taxanti G€innych v terapii resistentnich nadori by umoZnilo

uspé&sné aplikovat chemoterapeutickou lé¢bu taxany i tam, kde dosud selhava.

Strana 8



Radka Vaclavikovd Uvod a prehled literatury

1.1 Nadorova onemocnéni a jejich terapie

Nédorové onemocnéni lze charakterizovat jako neregulovany rast bun€k s autonomni
povahou bunééné proliferace spojeny s poruchou kontrolnich mechanismi a s alteraci
bunééné diferenciace. Nekontrolovany rist vede u solidnich nadort ke zvétSeni postizené
tkané, ktera muze stlacovat okolni struktury nebo vést k postupné invazi do okolnich struktur
a k metastasovani./* Ceska republika dr2i evropské prvenstvi v poétu nemocnych rakovinou
koneéniku a ledvin. Mezi nejéastéjsi nadorova onemocnéni v Evropé - patfi rakovina kuze,
prsu a plic. U Zen je nejéastéj$im nadorovym onemocnénim rakovina prsu. Tvofi 22% vSech
diagnostikovanych typt rakoviny v Zenské populaci.*”! V CR se vyskytne kolem 5000
novych pfpadii rotn& a toto onemocnéni roéné piipadne na 95 ze 100.000 Zen.**'*]
V muzZské populaci je pak nejéastéj$im typem nadorovych onemocnéni rakovina plic.

Dnes pohlizime na zhoubné nadory jako na genmetické onmemocnéni, které vznika
nasledkem patologickych zmén v molekule DNA. Od ostatnich genetickych chorob se lii
tim, Ze mutace zplsobujici rakovinu jsou pfevazné somatické. V soucasné dobé se vieobecné
pfijima teorie mechanismu buné¢éné transformace, kde rozhodujici ulohu hraje aktivace
onkogenii a inaktivace tumor supresorovych genii na zakladé genetickych zmén."”! Jako
onkogeny oznafujeme geny, které prostfednictvim svych proteinovych produkti phsobi
transformaci normalniho bunééného fenotypu v nadorovy. Jde o patologicky alterované
varianty normalnich bunéénych genl. Produkuji proteiny, které si sice zachovavaji svou
zakladni funkci, ale bud’ jsou produkovany v nadmérmém mnoZstvi nebo jsou kvalitativné
odli$né a maji zvySenou aktivitu. Naopak geny potlacujici nador tzv. tumor supresorové geny
prostfednictvim svych proteinovych produkti omezuji bunéénou transformaci a proliferaci.
Maji tedy opa¢ny u¢inek neZ onkogeny a ztrata jejich funkce , kterd je disledkem mutaci
pfislusného genu usnadiiuje bunénou transformaci. Bylo identifikovano pfes 50
antionkogenti napf. geny Rb-1 (retinoblastoma 1), p53 (gen proteinu 53), WT-1 (Wilms’
tumor suppressor gene), APC (adinomatous polyposis coli gene), BRCA-1/2 (breast cancer
1/2 genes), pl6 (gen proteinu 16), VHL (Von Hippel-Lindau syndrome suppressor gene),
DCC (tumor suppressor gene Deleted in Colorectal Cancer), PTEN (phosphatase and tensin
homolog) ¢i gen pro E-cadherin. Ve vSech buiikach zarovei existuji kontrolni mechanismy,
kterymi se opravuji chyby vznikajici v pribéhu replikace. Systém opravnych mechanismi je

zajistovan produkty reparaénich genii a jejich porucha usnadiiuje maligni transformaci.’®!
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Obvykle je oviem potfeba péti nebo Sesti nezavislych mutaci, které se musi odehrat v jediné
burice, aby ziskala karcinogenni genotyp. Mutace vedouci ke vzniku nadorii se neobjevuji
najednou, ale postupné se hromadi v pribéhu mnoha let. Nékteti jedinci maji vrozenou
zarode¢nou mutaci v tumor supresorovém genu nebo protoonkogenu a mnoZstvi dalSich
mutaci potfebnych pro rozvoj rakoviny je u nich mensi, coz souvisi s vy3si frekvenci a

&asn&jim vékem mozného vzniku nadorového onemocnéni u takto postizenych jedinci.”)

1.1.1. Rozvoj a priciny nadorovyceh onemocenéni

Cely proces vzniku nadoru tedy kancerogenese probihd v né€kolika relativn€ dobfte
charakterizovanych etapach. Zahdjeni procesu (iniciace) nastava G¢inkem zevnich a vnitfnich
faktord. Dojde sice ke genetické poruse, ale ta miZe zistat bez funkénich disledkt po fadu
let. Teprve spoluti¢asti dal$ich podnétt dochazi k naslednému vyvoji (promoce), pti které se
objevuji poruchy diferenciace. V tomto obdobi existuje jest¢ mozZnost zastaveni tohoto
abnormalniho vyvoje. V opa¢ném ptiklad¢ proces pokraduje, méni se zasadnim zpisobem
fenotyp bunék a vznika maligni klon (stadium konverse ¢&i transformace). Transformované
buriky ztraceji schopnost odpovédi na regula¢ni mechanismy, dochazi k lokalnimu ristu
nadoru (stadium progrese) a posléze k Sifeni nadoru mimo prvotni loZisko (stadium
metastasovdni).

Spoustécim mechanismem celého procesu mohou byt nejriznéj$i kancerogenni faktory,
jejichz spole€nou vlastnosti je ptisobeni genetickych zmén, na jejichz podkladé dochézi
k aktivaci onkogenli nebo inaktivaci antionkogent.. Faktory zevniho prostiedi, které se
podileji na vzniku nadorh lze dle jejich povahy rozdélit na faktory fyzikdini, chemické a
biologické. Za nejvyznamnéjsi z fyzikalnich faktori se povaZuje zafeni (ionizujici,
ultrafialové, Rentgenovo zafeni). Z dalSich fyzikalnich faktori prokazaly kancerogenni u€inek
pusobeni azbestovych vlaken, lokalni tepelné zmény &i chronické draZzdéni. Mezi prokazané
chemické kancerogeny ze zevniho prostedi patii té¢Zké kovy (Cd, Be, Co, Ce, Ni, Cov”),
arsen, polycyklické aromatické uhlovodiky (benzo(a)pyren, methylcholatren aj.) obsaZené
v dehtu, tabakovém koufi nebo v priumyslovych exhalacich. Z dalich chemickych slou¢enin
fadime do kancerogenii aromatické aminy (2-naftylamin, benzidin), nitrosaminy, benzen,
chlorované uhlovodiky, hydraziny a triaziny, dale pak rizné léky a n€které piirodni latky jako
aflatoxin B, aktinomycin D ¢i diestery forbolu. Vét$ina chemickych kancerogeni se pfimo &i

svymi metabolity vaZze na DNA a vytvati kovalentni adukty, méné Castéji dochazi k apurinaci
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a apyrimidinaci DNA, pfi¢nému propojeni (cross-linking), vzniku cyklickych adukti,
interkalati nebo pyrimidinovych dimert. Vedle pfimého genotoxického u¢inku mohou
chemické kancerogeny poskodit geneticky materiél také nepfimo (napf. u¢inkem kyslikovych
radikald vznikajicich jejich plsobenim). Mezi biologické faktory kancerogenese patii
predevsim RNA a DNA viry; herpesviry (virus Epsteina-Barrové), papilomaviry, hepadnaviry
a vomezeném méfitku nekteré bakterialni a parazitarni infekce. Od karcinogenu je tfeba
odligit pomocné faktory (kokarcinogeny, promotory), které maji schopnost jiz existujici

genetické zmény prohloubit, nikoli je samostatng vyvolat.[*¥

1.1.2. Kiasifikace nidoroy Ych onemoenéat

Klasifikace naddori vychazi z jejich histologické skladby, anatomické lokalizace, biologické
povahy a histogenese. Z histologického hlediska rozliujeme nadory na diferencované, méné
diferencované, popr. anaplastické. Podle biologického chovani se nadory déli na benigni
(nezhoubné) a maligni (zhoubné). Nezhoubné nadory vyristaji z déloZni svaloviny, tukové ¢&i
vazivové tkan€. Mohou se vyskytovat v riznych mistech t¢la, vEetné€ Zenskych prsii (m4 je asi
50% Zen), a riznych velikostech. Nejsou-li krvacivé nebo pfili§ nenartstaji neni nutné a ani
vhodné je operovat (kazdy chirurgicky zékrok sniZuje imunitu a nasledna jizva vytvaii hraz v
lymfatickém systému). Nezhoubné nddory nevytvafi metastasy (druhotné nadory v dalSich
¢astech téla) a nikdy se nemohou rozvinout v rakovinu. Typickym znakem zhoubnosti je
tvofeni druhotnych nadori — metastas v dileZitych organech (jatra, plice, kosti, mozek).
Postihuji bud’ celé t&€lo (tzv. generalisace) — tyto jsou jen velmi téZko léCitelné, nebo jsou
ojedin¢lé (napf. v uzlinich nebo jatrech). Koneiné histogenetickda klasifikace pfihlizi
k pivodu nadori dle zakladnich typi tkani. Tak rozeznavame nadory epitelové,
mezenchymové, neuroektodermové, germindilni a smiSené. Epitelové nidory mohou byt
benigni (papilom, adenom) nebo maligni (karcinom). Mezenchymové nadory se tfidi podle
vychozi tkan¢ na benigni (fibrom, myxom, lipom, hemangion, leiomyom, rabdomyom,
chondrom, osteom a synovialom). Maligni pojivové nadory nazyvame sarkomy. Nadorova
onemocnéni krvetvorné tkané vychdzeji zkrevnich bun€k riznych vyvojovych fad.
Zjednodu$ené je lze rozdélit na leukémie difuzné infiltrujici organy a na maligni leukémie.
Do neuroektodermovych nadori fadime jednak nadory centrdlniho nervového systému a
perifernich nervii, jednak nadory znévovych bun€k. Germinalni nadory jsou nadory ze

zarode¢nych bunék. Histologicky mohou byt zna¢né heterogenni (napf. embryondlni
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karcinom, nador ze Zloutkového vacku, choriokarcinom a teratomy). Posledni skupinou jsou
smiSené¢ nadory, které se skladaji zriznych mezenchymovych slozek, epitelovych a
neuroektodermovych tkani riizné vyzralosti a biologické povahy vyskytujici se v dané

oblasti.[®¥

1.1.3. Moznosti terapic nadorovyeh onemocenéni

Ve vétsing ptipadi nestadi k 16€b€ naddorovych onemocnéni jen jedind 1é¢ebna metoda, ale
je nutny komplexni ptistup kombinujici chirurgickou léCbu s radioterapii a uZivdnim
chemoterapeutik. Chirurgie se vyuZiva jednak k diagnostickym t¢elim a jednak je tzv.
paliativni chirurgie dtleZitou sou¢asti komplexni 1é¢by. Jde o opera¢ni odstranéni primarniho
nadoru, kterym se minimalizuje mnoZstvi nadorovych buné€k, zabrdni se komplikacim
bezprostiedné ohroZujicim Zivot a dochazi zpravidla ke zlepSeni kvality Zivota nemocného.
Ve zvlastnich ptipadech se rovnéz uskutedituje chirurgicka lé¢ba metastas za ptedpokladu, ze
nejsou pifitomny metastasy v riznych dalSich organech. Z modernich chirurgickych pfistupa
se vyuZiva plisobeni laseru (napf. u karcinomu jicnu, hrtanu, bronchogenniho karcinomu) a
kryochirurgie. Radioterapie vyuZiva pro lé¢bu nadorti letalnich G¢inkti rtiznych druht
ionizujiciho zafeni. Je to zafeni korpuskularni (¢asticové) a elektromagnetické (fotonové),
pfiCemzZ nejcastéji se pouzZiva elektromagnetické zafeni X (rentgenové, brzdné) o rtizném
nap&tovém rozsahu. V fasnych stadiich ma lé¢ba zafenim kurativni cil, jehoZz zamérem je
uplna eradikace nadoru, oviem je také vyznamnou metodou paliativni. Cilovou strukturou pro
vznik radia¢niho poSkozeni je DNA. Interakce zafeni s DNA probiha jednak pfimo
pisobenim fotonii zéfeni poskozujicim fetézce DNA a jednak nepfimo prostfednictvim
radikali biomolekul. Uginek zafeni se pfitom projevuje jak na urovni molekularni, tak na
urovni buné&¢né zejména zménou proliferadni aktivity a indukci programované smrti buiiky
(apoptosy). Ozafit v3ak nelze celé télo, tim by vznikla nemoc z ozafeni a proto se ozafuje
lokéln€ s pfesn€ vymezenou dobou tak, aby neodumfel i pfirozeny organismus, ale i tak je
nutné pocitat s fadou nezadoucich G¢inkd. Chemoterapie je metoda, ktera vyuZiva k 1écbe
nadorovych onemocnéni u¢inek chemickych slou€enin nazyvanych cytostatika. Hlavnim
kritériem pro vyuZiti chemoterapie jako 1é¢ebné metody je citlivost nadort
k chemoterapeutikim. U zvlasté sensitivnich onemocnéni ma chemoterapie #lohu primdrni
(1étebnou), dale mize mit charakter adjuvantni (dopliikovy k zdkladni lécebné metodé —
chirurgie, radioterapie) pfipadné neoadjuvantni (zlep$uje operabilitu nadort) &i paliativni

(dopliikova, udrzovaci) terapie. U nékterych typid nadori se uplatiiuje také imunoterapie[53 64
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nebo hormondlni terapie. K hormonélni terapii se pouZivaji adrenokortikosteroidy,
estrogeny, antiestrogeny, progesterony a androgeny. Tyto latky se pouZivaji v terapii nadort,
kde hormony a jejich exprese hraje duleZitou roli vrozvoji naddoru napf. tamoxifen je
pouZivan jako anti-estrogen v terapii rakoviny prsu, kde je prokdzanym rizikovym faktorem
prodlouZena exposice estrogentim, které stimuluji proliferaci prsnich bun€k a tim zvySuji
pravdépodobnost, Ze se bude délit builkka s potencidlni nadorovou mutaci.®"*¥ Py
chemoterapii chemickymi cytostatiky v§ak dochazi nejen k niéeni rychle se mnozicich bun€¢k
nadorovych, ale i k nieni pfirozenych rychle se mnozicich bun€k jako jsou buriky jaterni
tkané, bilé krvinky, ervené krvinky, spermie, vajicka. Pro organismus pacienta je lécba
cytostatiky vzdy toxicka. Naptiklad derivaty platiny jsou téZce jedovaté pro ledviny, jiné
pusobi toxicky na nervy, mo¢ovy méchyt, srdce nebo plice. Cytostaticka 1é¢ba pisobi rovnéz
velmi nepfiznivé na psychiku zejména mladSich lidi a zptsobuje i dal$i problémy napf.

drastické sniZeni imunity.

4D Vivaziti ey tostatik v chemoterapeuticke léché

Cytostatika jsou zékladnim kamenem chemoterapie nadorovych onemocnéni. Mezi hlavni
zdroje cytostatik patii syntéza novych latek, fermentace plisni s néslednou izolaci
protinaddorovych antibiotik a extrakce latek ptirozeného ptivodu — zrostlin, mofskych hub
apod. Farmakokinetika cytostatik zahrnuje fadu dil¢ich pochodi, které spolu velmi uzce
souvisi a vzajemné na sebe navazuji. Je to resorpce, distribuce cytostatika v organismu, jeho
biotransformace a vylu€ovani. Resorpce cytostatika zavisi na aplika¢ni cesté (nejucinngjsi je
parenteralni aplikace), form¢ podani a priniku cytostatika membranami. Prinik cytostatika
membranami se miZe dit riznym zpisobem: filtrace membranovymi pory, pasivni difiize
membranami nebo aktivni transport prostfednictvim specifického prenasece. Idealni situace
nastava, pokud je cytostatikum transportovano specificky pouze do transformovanych bun¢k,
v kterych pisobi, ale vsou€asné dob€ neni specifita pouZivanych cytostatik ideédlni a
selektivniho uéinku je €asto dosaZeno diky rozdilné ristové kinetice normalnich a nadorovych
bunék. V nekontrolované proliferujici populaci naddorovych bun¢k se pocet bun€k rychle
zvétSuje, ale jejich regenera¢ni ¢as je ve srovnani s normalnimi butikami — v zavislosti na
pokrocilosti onemocnéni — prodlouZzen. Ke stimulaci déleni bun€k dochazi naptiklad po
chirurgickém odstranéni okolnich buné€k. Je pak nutné zvolit optimalni kombinaci a
naasovani davek cytostatik. Jako pomé&mé Gspé$né se jevi pouZiti vysokodavkové terapie,

kterou byvaji zasaZeny i buniky v klidové fazi napf. kombinace vysokych davek cytostatik
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s antidotem, naslednou transplantaci kostni dfené nebo aplikaci hematopoetickych ristovych

faktort mezi jednotlivymi davkami cytostatik.**)

Jednotliva cytostatika se liSi ¢asti buné¢ného cyklu, ve které plsobi a mechanismem
ucinku, ktery zasahuje nejriznéj$i systémy a pochody v buitkkdch. V soucasné dobé je
cytotoxicky uc¢inek chemoterapeutik vysvétlovan nékolika zakladnimi mechanismy:[63 ]

o Prfimé poskozeni nukleovych kyselin (napt. alkylace, interkalace, inhibice
topoisomeras, roz$tépeni DNA), vedouci k poruse jejich funkce a nésledné apoptose.
Priklady alkylujicich cytostatik jsou cyklofosfamid, karmustin, lomustin. Latkami,
které se rovnéZ vazou na DNA a zabratuji syntéze RNA jsou protinddorova
antibiotika jako doxorubicin (adriamycin), mitomycin-C &i bleomycin.

o Inhibice klicovych enzymi metabolismu vedouci k poSkozeni nukleovych kyselin.
Timto zpsobem pusobi tzv. antimetabolity. Lé¢iva této skupiny zasahuji do S faze
bunééného cyklu. Jednad se o analoga metaboliti inhibujici diléi reakce biosyntézy
nukleovych kyselin (analoga kys. listové, methotrexat) nebo analoga nukleotidi, ktera
jsou inkorporovana do nukleovych kyselin, coZz vede k jejich defektni funkci (6-
merkaptopurin, 5-fluorouracil) ¢i inhibitory topoisomeras napf. camptotheciny
(irinotecan, topotecan)[l n

e Alterace mikrotubuldrniho proteinu vedouci k zastaveni mitosy bunééného cyklu
inhibici tvorby nebo depolymerisaci mikrotubuli (vinka-alkaloidy) ¢i naopak tvorbou
abnormdlnich mikrotubuli a inhibici jejich depolymerisace (taxany). V obou
pfipadech je naruSena rovnovdha mezi volnym tubulinem a tubulinem vazanym
v mikrotubulech.

e Porucha syntézy proteinii - mén¢ ¢asto (aminoglykosidy, tetracykliny)

e Poskozeni bunééné membrdny - méné Casto (peniciliny, cefalosporiny)
1.2. Taxany

Taxany ptedstavuji jednu z nejvyznamnéj$ich skupin protinadorovych 1é¢iv s Sirokym
spektrem terapeutického vyuZiti. Jejim zakladem jsou dvé 1é¢iva vyuZivana v terapeutické
praxi paclitaxel a docetaxel.”™"

Paclitaxel (TAXOL®, obr.1) byl poprvé extrahovan zkiry Pacifického tisu Taxus

brevifolia béhem intenzivniho vyzkumu pfirodnich slouéenin jako antineoplasickych latek na
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konci dedesatych let."** Neni produkovan p#imo tisem, ale endofytickou houbou Taxomyces

[62]

andrenae parazitujici na tisu,”~ ovSem dnes je pfipravovan semisyntetickou cestou.

Docetaxel (TAXOTERE®, obr.1) je semisyntetickym analogem paclitaxelu, pfipravovanym
z 10-deacetylbaccatinu III, inaktivniho prekursoru izolovaného z jehli¢i Evropského tisu

Taxus baccata.”'*"

Paclitaxel Docetaxel
[47,121]

Obr.1: Chemicka struktura paclitaxelu a docetaxelu.

1.2.1. Mechanismus Gc¢inku taxanu

Paclitaxel a docetaxel jsou tzv. mitotické jedy, to znamena, Ze puisobi cytotoxicky
v pribéhu mitosy buné&¢ného cyklu. Interferuji se systémem mikrotubuld a tubulinu
v eukaryotickych butikdch. Tubulin je bilkovina tvofend podjednotkami o a B a jejich
sttidavym fazenim se formuje do protofilament. Tiinact protofilament vytva¥i duty valec,
mikrotubulus o priméru 20nm. Mikrotubuly hraji kli¢ovou ulohu pro spravnou migraci
chromosomi pfi mitose, dale se podileji na udrZeni tvaru buriky, sekreci hormond, transportu
granuli, buné¢né motilit€ a na pfenosu signalii mezi povrchovymi membranovymi receptory a
jadrem.["**? Za normalnich podminek existuje v butice rovnovaha mezi tubulinem volnym a
vazanym v mikrotubulech.!"* Taxany svou interakci s mikrotubuly posunuji rovnovahu mezi

.....

vytvofené mikrotubuly a brani jejich depolymerizaci na volny tubulin &imZ narusuji

rovnovéhu mezi tubulinem volnym a vazanym v mikrotubulech a tim i prib&h mitosy.[''*!3!

Plsobeni taxani v burikach je znazornéno na obr.2.
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Obr.2: Utinek taxanii na mikrotubularni systém v eukaryotickych burikach.['"2
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Obr.3: Jednotlivé faze bunéiného cyklu eukaryotickych buné¢k a ptisobeni taxani

v konkrétnich fazich bunééného cyklu.

Dal3im mechanismem u¢inku taxant je indukce programované smrti busiky — apoptosy.

Tlumi totiZ expresi onkogenu bcl-2 a jeho fosforylaci inhibuji zaroven jeho funkci.
Funkci genu bcl-2 je kédovani membranovych proteint, které inhibuji apoptosu.

Inaktivace bcl-2 tak vede k indukci procesu apoptosy.

1.2.2. Metabolismus taxanu za acasti evtochromu P4560

: [45,46]

[13,62]

Taxany jsou metabolisovany a vyluGovany hlavné hepatobilidrni cestou za tucasti

vyznamné skupiny biotransformadnich enzym@ nazgvanych cytochromy P450. Uginnosti

cytochromt P450 v metabolismu lé¢iv se vénuje zna¢na pozornost a to jak jejich podilu na
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tvorbé findlnich metabolitd 1é¢iv, tak i na reakcich vedoucich ke zvySeni jejich
farmakologické aktivity nebo vyvolavajicich toxické ucinky. Identifikace isoforem
cytochromti P450 metabolizujicich jednotliva 1é¢iva a informace o jejich vyskytu u €loveéka a
jinych Zivoéisnych druhi je z klinického hlediska nepostradatelna s ohledem na stanoveni
ucinki a toxicity 1€¢iv. Poznani metabolismu 1é¢iv také potencidln€é umoziiuje zvySovat nebo
modulovat jejich witinek nebo naopak snizovat vedlejsi u¢inky.!'%13 Rozdilné metabolické
profily taxani jsou dany mezidruhovymi, pohlavnimi a rovnéZ individudlnimi rozdily
vexpresi a obsahu jednotlivych cytochromii P450. MnoZstvi cytochromi v jednotlivych
tkanich totiz nelze brat absolutné. Rada vyznamnych forem cytochromi P450, které
metabolizuji xenobiotika, patii k siln€¢ inducibilnim enzymim tzn., Ze pusobenim latek
zvanych induktory CYP dochazi ke zvySeni mnoZstvi a aktivity enzymu.[1°6] Nékteré CYP lze
u zvifat indukovat aplikaci xenobiotik jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (3-
methylcholanthren,  B-naftoflavon,  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin),  barbiturdty
(fenobarbital), steroidy (pregnenolon 16a-karbonitril, dexamethason), jednoduché uhlovodiky
s aromatickymi Fetézci (ethanol, aceton), hypolipidemicka léciva (klofibrat) nebo makrolidova
antibiotika. Indukovat CYP lze i potravou, alkoholem, kourenim, hladovénim apod.m’m]
Regulace je velmi komplexni a zahrnuje zvySeni transkripce, stabilizaci mRNA, stabilizaci
proteinu i ovlivnéni jeho degradace.?" Jiné latky se chovaji jako inhibitory funkce P450 a to
bud’ kompetitivni (soutéZi se substratem o stejné aktivni misto) nebo nekompetitivni (vaZi se
na jiné misto enzymu nez substrat CYP). Nékteré latky ireversibilné poskozuji hem (tzv.
substraty sebevrazdy = suicide substrates), nebo se ireversibiln€ vazi na protein P450.
Specifické inhibitory CYP lze vyuzit ke studiu podilu ur¢itého P450 na metabolismu riznych
substratd & k inhibice jeho katalytické funkce.”'*® Inhibici cytochromt P450 lze ovlivnit
rovnéZ metabolismus taxani. Z tohoto hlediska jsou vyznamné ptredev§im selektivni
inhibitory CYP3A ovliviiujici metabolismus paclitaxelu a docetaxelu a selektivni inhibitory
CYP2C8 majici vliv na pfeménu paclitaxelu. Znamymi inhibitory CYP3A jsou ketokonazol,

[145] 391

troleandomycin, naringenin,®” gestogen,**! mezi selektivni inhibitory CYP2C8 fadime

sulfafenazol,!'®®! kvercetin a kaempferol."*”!

1.2.2.1 Cytochromy P450

vvvvvv

redukce xenobiotik u Zivocicht a podileji se také na metabolismu fady latek t€lu vlastnich

jako steroidd, mastnych kyselin ¢i prostaglandini. Obecné plisobi tyto hemoproteiny jako
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koncové oxidoreduktasy v enzymatickych komplexech monooxygenas se smiSenou funkci (z
angl. mixed-function oxidases, ddle jen MFO) ptitomnych u Zivoc€ichu i rostlin. V lidském
téle se vyskytuji pfedev§im v jatrech, nicméné vyznamné jsou i jejich hladiny v plicich,
ledvinach, tenkém stfev€, kuZzi, mozku, nadledvinkach, nosni sliznici, varlatech a placenté.
V burikach jsou lokalizovany pievazné v membranach hladkého i drsného endoplasmatického
retikula (déle jen ER), nékteré rovnéZz v membranach mitochondrii jako nezbytné slozky MFO
systému.*"1%] " Slougeniny, které jsou substraty takovych enzymil, jsou v organismu
biotransformovany za vzniku polarnéjSich produktd, které pak mohou byt vyloufeny a
nedochézi tak k bioakumulaci pfislusnych xenobiotik. Vedle detoxikace téchto sloucenin
miZe dochazet i ke vzniku takovych derivati, které jsou biologicky aktivné}si; fyziologicky i

farmakologicky puisobi pfiznivé, jiné mohou byt toxické, mutagenni ¢i karcinogenni [*-1%132]

1.2.2.2. Funkce cytochromu P450 v MFO systému

Cytochrom P450 plni jako zékladnimi sloZka enzymatickych komplexi monooxygenas se
smiSenou funkci vlastni oxidasovou funkci MFO systému tim, Ze zprostfedkovava vazbu
molekularniho kysliku, jeho aktivaci a zabudovani jednoho atomu kysliku do molekuly
substratu, pfiCemz druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Obecny mechanismus

monooxygenasové reakce 1ze shrnout Masonovou rovnici :

RH+NADPH+H +0, > ROH+NADP + H,0

Kde RH predstavuje substrat oxidovany MFO systémem.!'*!

Cytochrom P450 se sklada z apoproteinové slozky a prostetické skupiny, kterou je hem
typu b navazany koordina¢né kovalentni vazbou atomu Zeleza (ve svém centru) na
sulfhydrylovou skupinu (SH) aminokyseliny cysteinu v primarni struktufe apoproteinu
P450.%9 Dalgimi slozkami MFO systému jsou NADPH-P450 reduktasa (EC 1.6.2.4.)
dodavajici elektrony potfebné k redukci a frakce membranovych lipida. Fosfolipidy MFO,
které nejsou nezbytné nutné pro vazbu substratu interaguji z&asti specificky s P450 (zptisobuji
posun rovnovahy smérem k vysokospinové formé (VS) a konformaéni zmény zvySujici
afinitu P450 k substratu). Zaroveii stimuluji tvorbu funkéné aktivniho komplexu tim, Ze
vytvati vesikularni utvary, které usnadiiuji interakce P450-reduktasy a jsou zasobarnou
substrati pro P450.*" Fakultativnimi slozkami jsou pak cytochrom bs a cytochrom bs
reduktasa (EC 1.6.2.2.).'**
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Ve schématu (obr.4) je shrnut obecny mechanismus reakéniho cyklu cytochromu P450
v MFO systému.
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Obr. 4: Reakéni cyklus cytochromu P450 (RH — substrat, ROH — hydroxylovany produkt,
XOOH - peroxosloucenina)

1.2.2.3. Formy cytochromu P450

Cytochromy P450 tvoti tzv. superrodinu hemoproteinti typu b s identickou prostetickou
skupinou i mechanismem katalyzy, ale riznou strukturou apoproteinové &asti, ktera je
zodpovédna za rozdily v substratové specifit€.!'?®! Tyto riizné formy (isoformy) jsou fazeny na
zaklad¢ podobnosti aminokyselinové sekvence do genetickych rodin (sekvenéni homologie
Vvétsi nez 40%) a podrodin (homologie v&tsi neZ 55%).!'>! V sougasnosti bylo jiz popsano na
500 isoenzymii P450, které nalezi do 74 rodin, 14 z nich jsou rodiny savéich cytochromi
P450. Téchto 14 rodin obsahuje 26 podrodin, z nich 20 bylo nalezeno v lidském genomu.
Rodiny cytochromti P450 jsou oznacovany prvnim ¢islem za zkratkou P450. Nasleduje velké
pismeno oznacujici podrodinu. Jednotlivé isoenzymy jsou pak oznadeny ¢islem za pismenem

podrodiny. Pro zjednoduseni Nebert a spol.’¥) navrhli oznageni forem P450 zkratkou CYP
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(cytochrom P450), za niZ pak nasleduje oznaCeni rodin a podrodin podle vySe uvedenych
kriterii.?®%%9%132) Jednotlivé isoformy P450 mohou byt rozpoznany na zikladé jejich
struktury, substratové specifity nebo reakcemi sriiznymi typy induktort.®®! Mezi lidmi a
jinymi Zivo¢iSnymi druhy existuji genetické a indukci vyvolané rozdily jejich exprese.
Napiiklad nékteré formy CYP potkani pouZivanych jako nejb&éZnéjSich experimentalnich
zvifat nejsou pritomny u ¢loveéka a naopak i ortologni (analogické) formy potkanich a
lidskych forem maji ptes fadu katalytickych podobnosti vyrazné rozdily.lgo] Z tohoto pohledu
jsou perspektivnimi experimentalnimi modely pro farmakologické a toxikologické studie bez
potieby indukce biotransformadnich enzymi miniprasata a prasata,'®® jejich? enzymaticka
vybava je velmi podobna lidské. Napt. pro nejvyznamnéjsi lidsky CYP3A4 byla nalezena
ortologni forma CYP3A29 u prasat[6°] i miniprasat.m Organy a tkané z transgennich jedincd
obou zminovanych zivo€isnych druhlii jsou navic potencidlnimi kandidity pro vyuZiti
v humanni terapii hlavng xenotransplantacich.”®! Z t&chto divodii je jejich vyuZiti jako
experimentalniho modelu studia metabolismu xenobiotik tolik aktualni. V predkladané praci
byla vénovana pozornost cytochromim P450 podilejicim se na metabolismu taxand. Jedna se
o podrodinu CYP 3A u lidi, potkanti, prasat i miniprasat a cytochrom P450 2C8, ktery je
pfitomen pouze u lidi a prokazatelné se ucastni metabolismu paclitaxelu.

Cleny podrodiny lidskych CYP3A4 jsou CYP3A4, CYP3A5 a CYP3A7. Cela podrodina je
velmi dileZita v katalyze metabolismu riznych 1é¢iv, karcinogenll a endogennich substrati.
Jsou nejrozsifenéj$imi formami CYP (20 — 60%) v jatrech a jsou i v jinych tkanich. Mezi
substraty CYP 3A4 patii testosteron, progesteron a androstenedion.!"*® Z 1é&iv to jsou
quinidin, nifedipin, lidokain, erythromycin, troleandomycin, roxithromycin, cyklosporin,

warfarin, triazolam, midazolam, diazepam atd. a ddle mnoho prokarcinogeni napf. aflatoxin
B,.[835103,106]

CYP2C podrodiny jsou u Elovéka hojné zastoupeny a maji Sirokou substratovou specifitu.
V metabolismu a u€innosti fady 1é€iv hraji velmi vyznamnou roli. Je pro né totiz typicky
vyrazny geneticky polymorfismus, ktery zpusobuje, Ze u ur€itych skupin lidské populace je
zcela zabranéno chemoterapeutickému G¢inku nékterych 1é€¢iv, které jsou na cytochromech
P450 podrodiny 2C metabolicky zavislé. U lidi byly identifikovany ¢&tyfi formy tohoto
enzymu (2C8, 2C9, 2C18 a 2C19). Jsou exprimovany vylu¢né v jatrech. O metabolické uloze
samotného CYP2C8 je znamo pomé&mé¢ malo. Substrdtem pro tento CYP je napiiklad
paclitaxel a také tolbutamid a benzfetamin, které jsou substraty rovnéz pro CYP2C9. CYP2C8

ma také svou roli v metabolismu endogennich latek jako retinol a retinova kyselina.[**!4"!

Strana 20



Radka Vdclavikova Uvod a prehled literatury

1.2.3. Metabolismus paclitaxelu

Metabolismus paclitaxelu probiha v jdtrech a spoliva v oxida¢nich reakcich, pivodni

(81]

1é¢ivo a metabolity se vylucuji Zlu¢i a zaZivacim traktem," - pro coZ svéd¢i i to, Ze paclitaxel

byl objeven u pacientli v plasmé&, moci a Zluci, zatimco jeho metabolity pouze ve Zlugi. 142
Hlavnimi pozicemi molekuly paclitaxelu, kde probihaji metabolické ptemény za ucasti CYP

jsou para-pozice C-3’-fenylu, meta-pozice C-2 benzoatu, polohy C-6 a C-10.°%%)

U lidi je v in vitro podminkéch s lidskymi jaternimi mikrosomy zakladni biotransforma¢ni
reakci oxidace v C6 pozici na taxanovém kruhu za vzniku hlavniho lidského metabolitu 6a-
hydroxypaclitaxelu (6a-OHPCT). Dalsi metabolit odpovida hydroxylaci v para pozici na
C3’ postranniho fetézce, pfiCemz mnoZstvi 6a-hydroxypaclitaxelu vyrazn€ prevySuje C3 -
hydroxypaclitaxel (C3-OHPCT).**'"! V in vivo podminkich byly objeveny ve Zludi
pacienti oba monohydroxylované metabolity detegované in vitro, dale dihydroxypaclitaxel
(8182841 3 navic 7 minoritnich metaboliti, znichz 3 byly identifikovany jako 10-
deacetylpaclitaxel, 10-deacetylbaccatin III a baccatin IIl. V pokusech s cDNA
exprimovanymi lidskymi CYP!'" bylo zjisténo, Ze tvorbu C3’-hydroxypaclitaxelu katalyzuje
CYP3A44, tvorbu 6a-hydroxypaclitaxelu katalyzuje CYP2C8. Velké individudlni rozdily
v metabolismus paclitaxelu u lidi jsou dany interindividualnimi rozdily v expresi CYP2C8 a
CYP3A4 proteini v jatrech a rovn&z genetickym polymorfismem CYP2C8.!"** Metabolismus
paclitaxelu je zaroveni jeho detoxikaci a metabolity jsou mnohem méné€ cytotoxické nez

pivodni 1é&ivo.l761]

Pfeména paclitaxelu se 1i8i u lidi, potkant a dal$ich Zivo¢iSnych druhii. U potkana byly
v in vitro podminkach detegovéany dvé fenolické slouc¢eniny odpovidajici C3 -OHPCT a C2 -

B v in vivo

hydroxypaclitaxelu(C2-OHPCT) a dvé neznamé fenolické slouceniny.
podminkach bylo objeveno ve Zlu¢i potkani kromé paclitaxelu 9 jeho metabolitl, z nichz
byly identifikovany C3-OHPCT a C2-OHPCT a minoritni baccatin II1. Tvorby metabolitt
se ucastni CYP3A1/2.1 6a-OHPCT vznikajici u lidi nebyl v krysi Zlugi viibec nalezen.®* U
jinych experimentélnich zvifat byl detegovan vzdy C3'-OHPCT, 6a-OHPCT vznikal také u
morcat, kde se tvofil navic jesté jeden neznamy metabolit a u pst, kde vznikaly navic dva

metabolity s neznamou strukturou. Opice tvoii stejné metabolity jako ¢lovek. [26]
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1.2.4. VMetabolismus docetaxelu

Docetaxel se narozdil od paclitaxelu pfeméfiuje stejnym zplisobem u lidi a jinych
Zivodisnych druhii (my$, potkan, kralik, pes).’?**! Metabolismus probiha vyluéng v jdtrech a
metabolity jsou vyluovany pies Zlu¢ do vykalu, kde piedstavuji aZ 75% pivodniho 1é¢iva.
Pouze méné nez 10% bylo objeveno ve vykalech jako nezménény docetaxel. Ackoli je
docetaxel strukturn€¢ velmi podobny paclitaxelu, metabolismus probihd odli$nym

zpﬁsobem.m L131]

Hlavni metabolickou cestou jsou postupné oxidace terc-butyl esterové
skupiny na postrannim fetézci. Docetaxel je oxidovan na primarni alkohol hydroxydocetaxel
(OHDTX) a nasledn€ oxidovan pies nestdly aldehyd na dva diastereomerické
hydroxyoxazolidinony A a B. Jinou oxida¢ni cestou hydroxydocetaxel poskytuje pies

odpovidajici karboxylovou kyselinu oxazolidindion *>'*!:13!]

Dal3imi metabolickymi cestami docetaxelu jsou 7-epimerizace na diastereomer docetaxelu,
ktery podléhd stejnym metabolickym pfemé&nam jako docetaxel. V in vitro podminkach
s cDNA exprimovanymi CYP 3A4 a lidskymi jaternimi mikrosomy Shou M. a kol.[*!]
detegoval ¢tyfi metabolity, pficemZ hydroxydocetaxel byl hlavnim metabolitem, minoritnimi
byly oxazolidinony. Vznikal také 7-epimer docetaxelu a to i pokud nebyl do inkuba¢ni smési
pfidan NADPH generujici systém. Vin vivo podminkach byly v lidskych vykalech
detegovany stejné metabolity jako in vitro, kromé 7-epimeru, zato oxazolidindion vznikal
jako hlavni metabolit, hydroxydocetaxel a oxazolidinony byly pouze minoritnimi
produkty."*!! Metabolismu docetaxelu se Gdastni cytochromy P450, z nichZ nejaktivnéjsi byly
CYP3A4 a 3A5 zejména zahrnuté v pfeméné docetaxelu na hydroxydocetaxel, nasledné
oxidace jsou katalyzovény pfedevsim CYP3A4 a Caste¢né 3AS. Epimer docetaxelu je také
metabolizovan obéma CYP podrodiny 3A. Modifikace postranniho fetézce docetaxelu v C2,
C4 a C13 pozicich vyznamné redukuji cytotoxicitu docetaxelu. Na druhé strané primérna

uginnost 7-epimeru byla in vitro a in vivo srovnatelna s docetaxelem. 2311

Kompletni in vitro charakterizace metabolismu substrati jakymi jsou taxany zahrnuje
urCeni kvalitativniho profilu a kvantitativnich parametri. To pfedstavuje identifikaci
cytochromi P450 ucastnicich se metabolickych reakci a detailni identifikaci produkti
pfemény. Kvantitativni parametry vseobecné zahrnuji stanoveni maximadlni rychlosti
metabolismu (Vnay) a Michaelisovy konstanty (K,), jejichZ znalost je duleZitd pro odhad
intracelularnich koncentraci substrati a produktd. Z praktického hlediska slouzi ke zjisténi

optimalnich podminek pro kvantitativni stanoveni aktivity enzymu in vitro nebo k odhaleni
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mechanismu uginku mnohych 16&iv."*! V nasledujici tabulce 1 jsou uvedeny kinetické

parametry premény paclitaxelu a docetaxelu cytochromy P450 tak, jak byly nalezeny

v literatufe.

Tabulka 1: Kinetické parametry metabolismu taxanii u lidi v podminkdch in vitro.

Preparat Koane. CYP Sledovana tvorba metabolitu Citace
PACLITAXFEL C3"-OHPCT 6a-OHPCT
Km Vllll! l(III Vlllll
pM  pmolV/mgP/min pM  pmol/mgP/min
Lidské 0.3
) . 15 53+14 15 120+ 30 [24]
jaterni mikrosomy  nmol CYP/ml
Lidské
. . “.“%]/ | 16-21  830-930 [47]
jaterni mikrosomy ~ Proteinuw/m
Lidské 0.18
jaterni mikrosomy  nmol CYP/ml 40+10 870160
cDNA 10 [113]
exprimovany pmol CYP/ 54+ 10 10.4
CYP 2C8 inkubaci
Lidské
. . 18 19.3 [65]
Jaterni mikrosomy
Lidské
, _ Img 3.3 16.0 12.1 32.0 [134]
jaterni mikrosomy ~ Proteinu/ml
DOCETAXFEL Hydroxydocetaxel
Km Vinax
uM  pmol/mgP/min
091+£0.14 1.17+0.08
Lidské 20 — 100 pro CYP 3A4 5
121
jaterni mikrosomy ~ PmOlCYP/ml g 7g 11 86 136+0.17 21l
pro CYP 3AS
Lidské
. . 2.1+03 26106 [117]
Jaterni mikrosomy
Lidské
. . 10 80-120 [18]
Jjaterni mikrosomy
Lidské
. ) 1.1 9.2 {75]
Jjaterni mikrosomy

Strana 23



Radka Viclavikovd Uvod a pFehled literatury

1.2.5. Vyvuziti klasickych taxanu v protinadorové terapii

Paclitaxel byl poprvé pouzit v roce 1992 v 1é¢b& rakoviny vajeniki.’® V roce 1994 byl
schvalen pro vyuZiti v terapii rakoviny prsu a dnes je také vyuZivan v terapii karcinomu plic a
Kaposiho sarkomu.!*”$%!13155] proviiuje se u&innost paclitaxelu u karcinomu esofagu a
nadoru ORL oblasti, prostaty a kreku.'" paclitaxel je podavan intravenosni (i.v.) cestou
v davkach 135mg/m’ v tiihodinové infizi. Pod4vani paclitaxelu je spojeno s celou fadou
nezédoucich u¢inkt zejména alopecie (ztrata vlast) nastupujici po podéani paclitaxelu u viech
nemocnych a neutropenie (sniZzeni hladiny neutrofilnich bilych krvinek v krevnim obrazu).
Dale to jsou gastrointestindlni potize, myelosuprese, ktera ma za nasledek neutropenii a také
vysoka detnost hypersensitivnich reakci, ktera byla béhem podavani paclitaxelu sniZena
zménou rezimu, podavanim paclitaxelu v dlouhodobych infuzich a profylaktickym
podavanim kortikoidd a blokatord histaminovych receptord (H, a H,). Pfi dodrZeni
doporucenych postupti se etnost téchto nepiijemnych hypersensitivnich reakci sniZila na 5 —
10%. Vedlejsi uéinek kardiovaskuldrni toxicita se projevuje poruchami srde¢niho rytmu,
neurotoxicita zase sensorickymi poruchami, ale vdavkich pod 200mg/m® zpravidla
neurotoxicita nebyva zavazna. Tyto piiznaky byly nejCastéji popsany pfi pouZiti kombinace
paclitaxelu s cisplatinou a u nemocnych s diabetem. Jsou vyrazné&$i pifi konzumaci
alkoholu.[% 14413

Docetaxel se pouziva v terapii rakoviny prsu i dalich nddorovych onemocnéni, kde se
ukazal klinicky G¢inny napt. bronchogenni karcinom, karcinom ovaria aj. Provéfovana je
jeho indikace u karcinomu pankreatu, Zaludku, sarkomi mékkych tkani a maligniho
melanomu. Dévkovani docetaxelu je obvykle 100mg/m® v jednohodinové infuzi.
Nezadoucimi uinky jsou alopecie a neutropenie, gastrointestindini toxicita, myelotoxicita,
ktera je zavaZznym nezadoucim u¢inkem a retence tekutin projevujici se perifernimi edémy
nebo vypotky. Docetaxel viak nezplisobuje zdvazné hypersensitivni reakce tak Casto jako

paclitaxel a 1ze jim zamezit premedikaci dexamethasonem. [6%104114.144]

Jak jiz bylo uvedeno, taxany jsou CcCasto v terapiich kombinovdny s dal$imi
protinddorovymi latkami a k prevenci nezadoucich u¢inkd jsou soutasné podavany kortikoidy
a antihistaminika 1'% Uginnost docetaxelu se mirné sniZuje v kombinaci s cisplatinou a
doxorubicinem, naopak stoupa v kombinacich s etoposidem, cyklofosfamidem, 5-
fluorouracilem a methotrexatem. Premedikace dexamethasonem nema vliv na udinky

docetaxelu, stejné jako dal§i lé¢iva mitomycin C, vinkristin a navelbin.”) Pro sniZeni
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neutropenie je podavan faktor G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) pfed samotnou
1é&bou i béhem ni.!'"!

Utinnost taxand muZe byt vyznamné ovlivnéna soutasnym plsobenim induktoriz &
inhibitoru enzymu GcCastnicich se metabolismu taxani. Pfi souasném podavani barbiturati
byla vyznamné€ stimulovdna hydroxylace postrannich fetézct paclitaxelu a docetaxelu.®!!
Steroidy a benzodiazepiny stimulovaly tvorbu metaboliti C3 -hydroxypaclitaxelu, méné 6a.-
hydroxypaclitaxelu.[* Inhibitory tvorby obou metaboliti paclitaxelu v lidském organismu
byly pfedevsim ketokonazol, felodipin, gestoden, a-naftoflavon, mikonazol, terfenadin a
testosteron.!*”*¥ Selektivnimi inhibitory tvorby C3’-hydroxypaclitaxelu byly substraty CYP
3A jako je troleandomycin, orfenadrin, erythromycin a cyklosporin. Tvorbu 6a-
hydroxypaclitaxelu inhibovaly naringenin, kvercetin, kaempferol, diazepam, retinova kyselina
a mimé tolbutamid.?**"'"3] Mefenytoin, hexobarbital a sulfafenazol oviem tvorbu 6a-
hydroxypaclitaxelu neovliviiuji, alkoli jsou b&nymi inhibitory podrodiny CYP 2C.1'3

Cimetidin, ranitidin, dexamethason a difenylhydramin metabolismus taxanii neovliviiuji,*®

mimné inhibuji vinka-alkaloidy a antracykliny.**%")

Jednou z nejvaznéjSich prekazek v uspé$né terapii nadorovych onemocnéni, kde jsou
vyuZivany taxany je rozvoj resistence nadori vuéi témto IéCiviim obecné nazyvany
mnohocetnd lékova resistence (multidrug resistance, MDR).P"* proto je v soucasné dobe
vénovana velkd pozornost vyvoji novych latek na bézi taxant, které by méli méné
nezadoucich ucinku, lepsi farmakologické vlastnosti a zejména vys$$i protinddorovou aktivitu

zvl4asté u resistentnich nadorq.

1.2.6 Nové derivaty taxanu

Na zakladé¢ rozsdhlych strukturné-aktivitnich studii byla syntetizovana fada novych
derivatl klasickych taxanid paclitaxelu a docetaxelu. Nékteré z téchto derivati jsou z hlediska
biologické aktivity vyznamné G¢innéj$i nez klasické taxany v riiznych typech nadorovych
bunétnych liniich a to zejména resistentnich. Resistentni buné¢né linie vykazuji genotyp
MDR dany zvySenou expresi membranového transportéru P-glykoproteinu a nékterych
dalsich ABC transportnich proteini (vice viz. kap. 1.4). Analogy klasickych taxani uéinné
v resistentnich liniich se zdaji byt perspektivnimi pro dal$i studium a jejich potencidlni vyuZiti

v terapii resistentnich nadora.
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Vyznamné skupiny novych taxanovych analogu:

Taxany druhé generace (derivaty syntetizované =z prekursoru paclitaxelu 10-
deacetylbaccatinu III): Tyto derivaty pusobi velmi silné cytotoxicky proti resistentnim

nadorovym buné&nym liniim exprimujicich genotyp MDR.["®]
Zastupci:

SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216 - velmi u¢inné v resistentnich bunéénych liniich

rakoviny prsu.®®

SB-T-101187, SB-T-1213 a SB-T-1250 - plsobi cytotoxicky a zaroveil inhibuji P-

glykoproteinovou effluxni pumpu.*!

Per-ordiné dostupné taxany druhé generace:

SB-T-1213 - 135x aktivnéj$i neZ paclitaxel v MCF-7-R resistentnich buné&énych liniich

rakoviny prsu, inhibuje transportni funkci P-gp effluxni pumpy.*>*!

Ortataxel (IDN-5109, BAY 59-8862) - v soufasné dobé€ ve druhé fazi klinického
testovani, vyznamné u¢innéj$i nez paclitaxel v inhibici ristu P-gp-exprimujicich nadori a
bun&&nych liniich.?*” Ortataxel neni na rozdil od paclitaxelu substratem P-gp a neni jim
tedy pfed¢asné z nadorovych bunék vyluovan. Navic tento derivat je schopny inhibovat
nadorovy rist po peroralnim podani u mysi na rozdil od paclitaxelu, ktery peroralné neni
ucinny vzhledem k tomu, Ze je vylu€ovan diky expresi P-gp v tenkém stfevé do stfevniho
obsahu. Také vedlej$i G¢inky jako neurotoxicita a dal$i u¢inky jsou u ortataxelu
redukovany."' Tento taxanovy analog mtZe byt diky své aktivité vhodnou alternativou
pro terapii nadort resistentnich viéi paclitaxelu a muZe rozsifit spektrum vyuZiti taxand

napf. v terapii nadora stiev.['*!]

Ortataxel i SB-T-1213 indukuji zvy$enou polymerizaci mikrotubult a tvorbu neobvyklych
mikrotubuli napf. otevienych vladken mikrotubuli nebo mikrotubulii s protofilamenty
navic. Jejich pusobeni na systém mikrotubuli je silnéj$i nez v pfipadé paclitaxelu a
pravdépodobné jde o jiny typ interakce s mikrotubuly neZ u paclitaxelu, protoze dochazi
k jinym konfirma¢nim zménadm mikrotubuli po vazbé téchto novych taxanid, ovSem

mechanismus tohoto pasobeni jesté neni plné objasnén.™

Fluorotaxany: syntetizovany jsou inkorporaci fluoru do molekuly taxanu. Vznikaji tak

derivaty, kde jsou C-H vazby v mistech podléhajicich obvykle hydroxylaci pfi
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metabolismu (para-poloha C-3° fenylu, meta-poloha C-2 benzoatu, C-6 methylen)
nahrazeny vazbou C-F, ktera zabraiiuje ataku CYP béhem metabolismu. Nedochézi tak
k metabolické inaktivaci typické pro klasické taxany.

Zastupci:

3 °-(4-fluorophenyl)paclitaxel a 2-(3-fluorobenzoyl)paclitaxel — nepodléhaji hydroxylaci
v poloze C-3" a jsou tak u¢innéj$i neZ paclitaxel

2-(3-fluorobenzoyl)docetaxel naopak podléhal obvyklé hydroxylaci béhem metabolismu.

3°-CFs-taxany - mnohonasobné u¢innéj$i nez klasické taxany v resistentnich nadorovych
liniich MCF-R, LCC6-MDR (bunééné linie rakoviny prsu) a H-460 (bunétna linie

rakoviny vaje¢niki).['"!

e Imunokonjugaty taxami; Existence specifickych antigentt na povrchu nadorovych
bun€k nabizi moZnost vyuziti protilatek selektivné rozpoznéavajicich maligni tkan od
zdravé tkané. Toto zjisténi vedlo ksyntéze konjugati taxanii s monoklondlnimi
protilatkami se silnou vazebnou afinitou k nadorové specifickym antigenim. Nicméné
tyto derivaty nebyly v obvyklych davkach taxand u¢inné in vivo. V soucasné dobé€ jsou
syntetizovany a sledovany konjugaty, které jsou vazany na protilatku pfes disulfidovy
mustek. Cely konjugat se po vazbé protilatky k niddorovému antigenu dostiva
endocytosou do nitra bun€k, kde je disulfid $t€pen intracelularnim glutathionem a

umoziuje uvolnéni aktivni formy taxanu.!'!

e Derivity taxanii bez postranniho C-13 Fetézce: Témto derivatim byl odstranén cely
postranni fetézec v poloze C-13 taxanového kruhu a zistala jen baccatinova zakladni

struktura. Diky tomu derivaty sice nejsou cytotoxické, ale jsou schopné modulovat funkci
P-gp.
Zastupci:

tRA96023 — neni cytotoxicky, ale sniZuje resistenci vi¢i chemoterapeutikim napft.
taxanim a antracyklinim zptsobenou pravé nadmérnou expresi P-gp.[79]

tRA 98006 moduluje vyluovani mitoxantronu z resistentnich bun&nych liniich
exprimujicich P-gp, MRP-1 a BCRP a rovnéZ neni sam cytotoxickou latkou.!!”?

Ne vSechny derivaty klasickych taxand vedou ke zvy$eni protinddorovych ucinki;
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e Cyklohexylové analogy docetaxelu a paclitaxelu: VSechny cyklohexylové derivaty byly
syntetizovany modifikaci paclitaxelu a docetaxelu v polohach C-2 a C-3° postranniho
fetézce C-13 a to konkrétné zavedenim fenylu nebo aromatického uhlovodikového zbytku.
JelikoZ protinadorova aktivita téchto derivatd neni vét$i neZ klasickych taxanti, nejsou
substituce ve zminénych polohach nezbytné pro silnou vazbu taxani na jejich tubulinovy

receptor. %]

1.3 Fenolické antioxidanty

V pfirodé¢ se vyskytuje velké mnoZstvi fenolickych sloucenin. Na lidsky organismus maji
silné, Casto pfiznivé biologické u€inky a proto stoji ve sttedu zajmu perspektivniho vyuZiti ve
vyZivé a farmakoterapii. Syntetizovany jsou v rostlinaich zfenylalaninu za u&asti
kondenza¢nich reakci. V soufasné dobé je zndmo vice nez 8000 latek se strukturou

flavonoida.'®!

1.3.1. Rozdéleni a v¥skyt prirodnich fenolickyeh antioxidantu

Chemicky jsou fenolické antioxidanty aromatické sloufeniny sjednou ¢&i vice
hydroxyskupinami pfimo na kruhové struktufe.!"?”! D&lime je na flavonoidy a non-flavonoidy,
kam patii dvé odliSné skupiny sloucenin trihydroxystilbeny a derivaty kyselin.[76"27] Piehled
nejznaméjSich zastupct fenolickych antioxidantd, jejich struktura a vyskyt v pfirod¢ jsou
uvedeny v tabulce 2A-B.

Flavonoidy jsou charakterizovany jako molekuly majici dva fenyly spojené pyranovou
kruhovou strukturou. Existuji volné ¢i konjugované s dal§imi flavonoidy, cukry (glykosidy),
non-flavonoidy (acylderivaty) a kombinacemi téchto slougenin."*"! F lavonoidy nalezneme
v zeleniné (napf. Cesnek a cibule), dale v ovoci hlavné jablkach a napojich jako je ¢aj, vino a

[30,50.76] Celkovy pfijem flavonoidi dle Hertoga a kol®% pfedstavuje 23 mg

pivo.
flavonoidiVden u dospélého <¢loveéka, pifiCemZ pievliddajicim flavonoidem v potravé je
kvercetin. Vyznamnym zdrojem veskerych fenolickych antioxidanti je vino a to zejména
¢ervené, kde je koncentrace fenolickych antioxidanti mnohem vy38i neZ ve viné bilém.!'?"]
Vyrazné nizZ3i koncentrace v bilych vinech je dusledkem odstranéni slupek a jader z mo$tu

pred fermentaci bilych vin, minimalizujici vstup fenolickych a lipidickych slozek. Fenolické
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antioxidanty maji ve viné vliv na vzhled, chutové vjemy, vini a antimikrobidlni vlastnosti

vin."® V &erveném viné tvoii flavonoidy > 85% celkového obsahu fenold > 1000 mg/L.["

Tabulka 2A: Rozdéleni, struktura a vyskyt flavonoidi v potrave.’%74114
v

5 4
o]
Flavanon Anthokyanidin
Trida Zastupce ChemickyV nazev Viskvt v potravé
FLAVONOIDY
flavonoly Fisetin 3,7,3°,4" - tetrahydroxyflavon Brokolice, kapusta, kfen,
Galangin 3,5,7-trihydroxyflavon grapefruit, Cerny &aj, cibule,
Kaempferol 3,5,7,4’-tetrahydroxyflavon slupka  jablek, olivy,
Kvercetin 3,5,7,3",4 -pentahydroxyflavon Cervené vino, porek,
Morin 3,5,7,2° ,4’-pentahydroxyflavon hlavkovy salat, brusinky,
Myricetin 3,5,7,3",4°,5 -hexahydroxyflavon fazole
Isorhamnetin 3,5,7,4"-tetrahydroxy-3 -
methoxyflavon
Rhamnetin 3,5,3",4 -tetrahydroxy-7-
methoxyflavon
Rutin 3,5,7,3",4’-pentahydroxyflavon-3-
rutinosid
flavanony Eriodictyol 5,7,3°,4 -tetrahydroxyflavanon
Hesperetin 5,7,3 trihydroxy-4 "-methoxyflavanon
Hesperidin 5,7,3 trihydroxy-4'-methoxyflavanon- Slupka a duZina citrusovych
7-rhamnoglukosid plodu
Naringenin 5,7,4’-trihydroxyflavanon
Naringin 5,7,4 -trihydroxyflavanon-7-
rhamnoglukosid
flavony Apigenin 5,7,4 -trihydroxyflavon
Chrysin 5,7-dihydroxyflavon Celer, petrZel, paprika,
Luteolin 5,7,3",4"-tetrahydroxyflavon mrkev, slupky ovoce
Nobiletin 5,6,7,8,4",5’-hexamethoxyflavon
Tangeretin 5,6,7,8,4 -pentamethoxyflavon
flavanoly Gallokatechin
(+)-katechin 3,5,7,3",4’-flavanpentol
(-)-epikatechin cis-forma (+)-katechinu Zeleny a &erny ¢aj, Eervené
Taxifolin 3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavanol vino, jablka
Kondenzované
tanniny
anthokyanidiny Kyanidin 3’-anthokyanidin Grapeftuit, vino, tfe$né,
jahody, maliny a jiné

¢ervené ovoce
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Tabulka 2B: Rozdéleni, struktura a vyskyt non-flavonoidi v potravé.’%74114
COOH COH
1 1
3
(oo
5 4 4
Stilben Kys. benzoova Benzaldehyd
COOH
CH
CH
1
4
Kys. skorFicova a-tokoferol
T'iida Zastupee Chemicky ngzes Vishyt v potravd
NON-FLAVONOIDY
stilbeny Astringin 3,5,3°4’-tetrahydroxystilben-3-O-p-
glukopyranosid
Piceid 3,5,4’-trihydroxystilben-3-O--
glukopyranosid Podzemnice olejna, ne¢které
Piceatannol 3,5,3",4"-tetrahydroxystilben druhy ovoce a zeleniny
Polydatin 4,3",5 -trihydroxystilben-3-O-B-D-
glukopyranosid
Pterostilben 3,5,-dimethoxy-4"-hydroxystilben

Rhapontigenin 4’-methoxy-3,5,5 -trihydroxystilben
Rhaponticin 4’-methoxy-3,5,5 -trihydroxystilben-
5-0- B-glukopyranosid

Resveratrol 3,5,4 -trihydroxystilben
Oxyresveratrol 3,5,2",4’-tetrahydroxystilben
Resveratrolosid 3,5,4’-trihydroxystilben-4"-O$-
glukopyranosid
Derivity kyselin
derivaty Kkys. Gallova 3,4,5-trihydroxybenzoova kys.
benzoové
Vanilkova 4-hydroxy-3-methoxybenzoova kys.
Gentisova 2,5-dihydroxybenzoova kys.
derivaty Vanilin 3-methoxy-4-hydroxybenzaldehyd
benzaldehydu Obili, ryze, raj¢ata, Spenat,
Aldehyd kys. Aldehyd 3,5-dimethyletheru kys. kapusta, bilé vino, olivy,
syringové gallové kéva, jablka, $vestky,
derivaty kys. Kavova 3,4-dihydroxyskoticova kys. broskve, meruiiky, boriivky,
skoFicové hrusky
p-kumarovi 4-hydroxyskofticova kys.
Ferulova 4-hydroxy-3-methoxyskoticova kys.
a-tokoferol 3,4,-dihydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-2-

(4,8,12-trimethyldecyl)-2H-1-
benzopyranol-6-ol
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Non-flavonoidy jsou strukturné jednodussi nez flavonoidy a zahrnuji stilbeny a derivaty
kyselin. Jde o fadu sloudenin, které se liSi mnoZstvim a polohou hydroxylovych skupin.
Derivaty kys. skoficové jsou b&Zné esterifikovany cukry, organickymi kyselinami nebo
riznymi alkoholy. Nezbytnym strukturnim skeletem stilbeni jsou dva aromatické kruhy
spojené methylenovym mustkem. Non-flavonoidy se stejné jako flavonoidy vyskytuji ve ving,
kde jsou primarné uloZeny ve vakuolach hroznii a odtud pak snadno extrahovany jejich
rozdrcenim. Nejvyznamnéj$im non-flavonoidem je stilben resveratrol, ktery se naléza ve
formé cis a trans v né€kterych druzich ovoce a zeleniny. Jednim z nejbohatSich zdroji je
rdesno (Polygonum cuspidatum), vinna réva (Vitis viniferum) ¢i podzemnice olejna (Arachis
hypogea). Z kvetoucich rostlin pak miZeme resveratrol nalézt ve dvou druzich lilii (Veratrum

grandiflorum a Veratrum formosanum) a nékterych dalSich druzich rostlin.!!26:127]

1.2.2. Viastnosti a u¢inky prirodnich fenolickyeh antioxidantu

Jednotlivé fenolické antioxidanty se 1i§i svymi fyzikalnimi vlastnostmi zejména
rozpustnosti, kterd je vyznamnym faktorem pro jejich vyuZiti. Obecné jsou fenolické
antioxidanty Spatné rozpustné ve vodé. Zpravidla je tfeba vyssich teplot pro jejich Gspé$né
rozpusténi.

Fenolické antioxidanty hraji nezastupitelnou roli v lidské vyZiv€. Nejuniverzalné&jsi
vlastnosti je jejich antioxidaéni piisobeni projevujici se vychytavanim volnych radikalti a
v blokovani oxidace bunéénych 1 nebunéénych sloZek jako jsou membrany a lipidy s nizkou
hustotou (Low density lipoproteins, LDL).!"?"! Urité fenolické antioxidanty brani & sniZuji
shlukovani krevnich desti¢ek ovlivnénim rovnovahy mezi syntézou tromboxani a
prostacyklinii, ovliviiuji pritok krve arterialnim systémem, plsobi pfiznivé na progresi i
regresi aterosklerosy a svymi antioxidaénimi u¢inky ptsobi proti dal§im procestm
souvisejicich s tvorbu reaktivnich forem kysliku a peroxidaci lipidi v plasmé a
membranach.l’%'*"! Antioxidagni u&inky fenolickych antioxidanti fadi flavonoidy mezi latky
dilezité pro prevenci nemoci spojenych s oxidativnim po$kozenim membran, proteinii a
DNA.BY K vyznamnym uginkim fenolickych antioxidanti patii i jejich protinddorové
pusobeni, pficemz jejich vliv na rovnovahu aktivace a inaktivace karcinogeni se projevuje ve
dvou smérech:!'”! i) inhibice CYP (ovSem byla popsana i stimulace); ii) indukce
detoxikacnich enzymu (glutathiontransferasy, glukuronyltransferasy apod.) Inhibice

nékterych enzymovych aktivit zahrnutych v procesu aktivace karcinogenti €i stimulace
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dalSich enzymt procesu detoxikace byla povaZovana za duleZitou v chemické prevenci
rozvoje rakoviny. Tyto G€inky se ale ¢asto 1isi ve studiich provadénych in vitro a in vivo.[124]
Schopnost fenolickych antioxidant ovlivilovat enzymatickou aktivitu né€kterych CYP je
intenzivné sledovana a byla vyuZita v pfedkladané praci pro studium vlivu vybranych
fenolickych antioxidantl in vitro na aktivitu podrodiny lidskych a potkanich CYP3A enzymii
a CYP2C8 Gcastnicich se metabolismu taxanl. V tabulce 3 je znazornéno inhibi¢ni ptisobeni
riznych fenolickych antioxidantii na CYP u potkanti a lidi v podminkach in vitro tak, jak byly

nalezeny v literatufe.

Tabulka 3: Priklady pisobeni fenolickych antioxidantii jako inhibitori aktivity CYP v in
vitro podminkdch v potkanim a lidském organismu.

Fenolicky Inhibovany CYP 1Ce Ki Tvyp inhibice Citace
antioxidant (tM) (n'™)
Apigenin 6.0 1.12 smiSeny
Chrysin 0.8 0.17 smiSeny
Fisetin Potkani CYP1A1/2 9.0 1.15 smiSeny
Morin 18.5 4.5 smiseny [85]
Myricetin 15.0 20 smiseny
Hesperetin 68.0 4.27 smiSeny
Kaempferol Potkani CYP1A1/2 4.0 1.8 smieny [47,85]
Lidsky CYP2C8 9.0
Potkani CYP1A1/2 15.0 2.0 smiSeny [47,85,1
Kvercetin Lidsky CYP1A2 36]
Lidsky CYP2C38 9.0
Potkani CYP1A1/2 58.0 24 smiSeny [34,47,8
Naringenin Lidsky CYP1A2 7-29 kompetitivni 5]
Lidsky CYP2C8
Xanthohumol Lidsky CYPIA1 50nM  nekompetitivni [49]
Lidsky CYP1BI1 kompetitivni
Resveratrol Lidsky CYP1A2 smieny 149]
CYPI1Al CYP1A2
Flavon 0.14 0.066
3-hydroxyflavon <0.1 <03
S5-hydroxyflavon Potkani CYP1A1/2 <0.1 <03 [150]
7-hydroxyflavon <0.1 <03
3,7-dihydroxyflavon <0.1 <03
Galangin

1.3.3 Syinteticke derivaty flavonoidu

Diky pozitivnimu plsobeni pfirodnich fenolickych antioxidanti na lidské zdravi byla
v posledni dobé€ syntetizovana fada jejich derivata vychazejicich zejména z tfidy flavonoidii.
V pifedkladané praci byly zvoleny pro studium vlivu derivati flavonoidi na transport taxant
v sensitivnich a resistentnich bunéénych liniich rakoviny prsu syntetické derivaty odvozené
od flavont, chalkonil, auront, chromont a azaisoflavonti. Pravé tyto derivaty flavonoida byly

vybrany, protoZze se jedna o slibné modulatory P-gp zprostiedkovaného transportu 1éCiv.
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Spoleéna je pro viechny zastupce vazba k cytosolarni NBD2 doméné P-gp, diky které jsou
tyto latky schopné zvratit resistenci nadorovych bunék vici cytostatikﬁm.[”"“ﬂ Struktura
sledovanych syntetickych derivati flavonoidi a jejich vazebna afinita k NBD2 doméné P-gp

je uvedena v tabulce 4.

Tabulka 4: Struktura sledovanych derivati flavonoidii a vazebna afinita k cytosoldrni NBD2
doméné P-gp.

[11,14-16]

Azaisoflavon
Irida/mizes Substituenty Ky (uMy
Aurony
CB-285 4,6-OMe; 4'-Cl 0.99+0.2
CB-284 4,6-OMe; 4"-Br 0.82+0.08
CB-287 4,6,3°,4,6'-OMe 92 +43
ML-50 4-OH; 6-OMe 1.32+0.33
ND-285 4-OH; 6-OMe; 4'-Cl 0.46 + 0.08
ML-30 4-OH; 6-OMe; 4'-CH,CH; 10+ 0.15
A-55B 4-OH; 6-OMe; 7-1; 4'-CN ND
Chalkony
FBB-14 4-1;2°,4°,6"-OH 0.25 +0.06
Flavony
CB-436 3-OMe; 5,7-OH; 4’-Br > 100
Flavonoly
Kaempferid 3,5,7-OH; 4-OMe 50+02
AB-2DE 3,5,7-OH; 4°-1 1.06 + 0.08
Chromotll)y
MH-11 T\ > 100
2-CO—NL_/N CHj3: 5-OH
Azaisoflavony
A-12° 3-phenyl; 5,7-OH > 100

*Disocia¢ni konstanta vazby k P-gp; "MH-11 a A-12 (1pM) zvySovaly akumulaci rhodaminu-
123 v K562R resistentnich bunéénych liniich 5-krat a 2-krat vice neZ inhibitor P-gp prvni
generace cyklosporin A.[*¥
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1.4 Resistence nadoru

1.4.1. Studium resistence nadoru vudi chemoterapeutikum

Resistence malignich nadori vu¢i chemoterapeutikim je v soucasné dobé jednim ze
zasadnim problémi a piekazek v uspé$né chemoterapii nadorovych onemocnéni.l*”)
Resistence pfitom nevznik4 jen na jedno lé¢ivo, ale zpravidla na celou skupinu 1é€iv, které se
li§i strukturou i mechanismem u¢inku a diky tomu se tento fenomén nazyva mnohocletnd
lékovd resistence neboli multidrug resistence (MDR)."'*) Mezi 16&iva, na ktera vznika
resistence patéi antracykliny (doxorubicin, daunomycin), vinka-alkaloidy, actinomycin D,
valinomycin, gramicidin D, puromycin a také taxany (paclitaxel a docetaxel).[su MDR
genotyp malignich bunék miiZze byt vrozeny nebo ziskany po pisobeni protinddorovych
1égiv.[1%°]

Jednim ze zadkladnich mechanismid vzniku MDR je transportni funkce né€kterych
transmembranovych transportnich proteinti ze skupiny tzv. ABC-transportnich proteinii
(ATP binding cassete proteins). Tyto proteiny zplsobuji pfedCasné a velmi GCinné
vyluéovani (efflux) protinadorovych 1é¢iv znadorovych bunék, kde jich pak nejsou
dostate¢né koncentrace pro cytotoxicky ucinek.[®) V soutasné dob& je znamo 49 lidskych
ABC-transportnich proteini, které jsou rozdéleny na zakladé sekvenéni homologie do sedmi
podrodin; ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF a ABCG (az 80% sekven¢ni
homologie mezi né€kterymi ¢leny jednotlivych podrodin napi. ABCB)[IS‘”. Piehled vsech

podrodin lidskych ABC transportnich proteint a jejich nejvyznamnéjSich zastupci je uveden

@ v tabulce 5. Pro rozvoj resistence jsou
@ & substinp-gp vyznamné zejména P-glykoprotein

S P-glykoprotein ) )
5 (P-gp), MRP protein (multidrug
3:5:4:#:_5;‘525:f:i:f:‘:f:f:? resistence associated protein) a
l::::ﬁf:;‘ anal ; 4 i c¢cMOAT (canalicular multiple organic

0800600080000 0000
anion  transporter). P-gp  je
Cytoplasma i , .

& transmembranovy glykoprotein o

velikosti 170kDa  tvofeny 1280

aminokyselinami. Jde o ATP-fizenou

effluxni pumpu, kterd Obr.S:

Umisténi P-glykoproteinu v bunééné membrané

a jeho transportni funkce.
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vyuZiva pro svou transportni funkci energii z hydrolyzy ATP.USH Transportni funkce P-gp je
znazornéna na obr. 5. Je exprimovan v jatrech, ledvinach, sttevech, mozku, déloze, varlatech
a placents.5*"! Z toho vyplyva 1 jeho fyziologickd funkce, kterou je piedevsim fizeni
absorpce, distribuce a exkrece celé fady xenobiotik a klinicky vyznamnych 1é¢iv. Brani také
priniku xenobiotik do mozku ¢&i reproduktivnich orgénﬁ.“%’m] Vysoka exprese P-gp
v naddorovych bunkach napf. nadori prsu, slinivky, stfev, jater, ledvin, vajecnikd,
nemalobunééného karcinomu plic ¢i v leukemickych buiikach ovSem vede k rozvoji resistence
nadorti diky predtasné a nadmémé exkreci 16&iv do extracelularniho prostoru.”¢”! Mezi
substraty P-gp fadime tato protinadorova léCiva; vinka-alkaloidy (vincristin, vinblastin),
antracykliny (doxorubicin, daunorubicin), epipodophylotoxiny (etoposid, teniposid), taxany
(paclitaxel, docetaxel), kolchicin a actinomycin D.[71.66.67]

Za dal$i moZné mechanismy pfispivajici k rozvoji MDR se povazuji inhibice apoptosy
zvy3enou expresi Bcl-2 nebo Bcl-X;, proteind, mutace tumor-supresorového genu p53, zména
v expresi a aktivité topoisomerasy II, zvySend hladina glutathionu, zvysSena aktivita
glutathion-S-transferasy a zmé&ny v reparaci DNA.['251EN619) yoyor novych 16&iv, na ktera
by resistence nevznikala ¢i pouziti modulatori ABC-transportnich proteini téastnicich se

vzniku MDR je v posledni dob¢ intenzivné studovan.

Strana 35



9¢ puvys

unsejquia ‘jdeu yuolqousx uodsues jurgljig AulApa] ‘easys ‘engl yZbo1 LVOWD? ‘THIN 7004V
BAIRY[ BISDIRU ‘}1OS YyoAAoQn|z B nuouLioy "193s A1p8nfuoy
pA0pJns ‘Apruoamn|g ‘| g urxojepje ‘Ausrnoyna] ‘Auraisko
‘uotypesn3 nos( Kpnsqns “Jpuodsueny Lydytoadsniny elepreA ‘20)1d eupwi(oz jupsy oyouw 1'g1dgg 6204V ‘X-SD 004V ‘AN ‘IddN 1008V
vuipoapod (iU L)) D)oYy

J10s yaAaogniz podsuen jJuAnyY KAd01eday bz 9109V ‘YADd ‘TOl4d ‘dDdS ‘ddsd 11924V

yRuUnq SLIpUOYdOIW b1 2O9VLIIN ‘TO9V-I ‘01d909V or1go9av

AuwiososAf “yozour ‘2opis bzl 1dV1 ‘6909V [1:101: A4

yapyUng A ppidifoysoy

yodsuel} ‘njosolAd op JLIPUOYI0IW Z Ny Hodsuen yRUnq SLIpuOYd0IW 9¢b-¢¢by 109dV-W sgDdVv

N[0S03A3 Op JLIPUOYI0YW Z NWAY Hodsues], yRUNQ SLIPUOYdO W g'e1b-1"¢1bx LVSV ‘d1INLV L9409V J2:10%: \ 4

239z nyodsuen eu Jse() jRuUnq JLIpUOYdOYIU 9¢b-¢¢bz €O9VLI ‘LVINN ‘v109V 9909V 9404V

prds s4o4dv i [01: 4

Qikoojeday z nuijoyo[Ap1EysSoj 909INIS JUIBI[Ig Akooeday 1ZbL 1204V ‘€-014d ‘€ADd ‘C4aN 404V

ppndad podsuely jugy} BUISIRA €'1zd9 dL17S94 ‘1 1ONIY ‘TdSd ‘TAV.L €404V

ar11s9d ‘11LdV
ppndad podsuel ], JURY} BUIFIRA ¢€'1zd9 ‘L109V ‘PONIN ‘14Sd ‘1dV.L 909V
ejuooe[d & ASQS

Eﬁxmu&umogo I9NA 3JU3]SISAt _.O>No.~ L:74 maﬂm>oavON ,%EZu& J_oNoE mmb«_. oxm_.bm_._.mb

asa1dxa gyosAA “ynolqousx npej oxd edwind juxnjyg JONUNY S A3 RISBIAZ ‘JUPH) BUISIRA 1ZbL 0L1dD ‘dD-d ‘1ADd ‘TIAN 1904V

vuspoapoid (v LA 99V

WaJp Juisoy ‘ejeIeA ‘esyoen) [1b-11dL €1voav €IvOdv

Jopnez gebe Ivoav IVOgV

njo191s9]0Yo npodsuen A 1589 20pis ‘A[eAS ybLi oIvogav orvOav

aopis yTbLI 6vO9gv [3491:\4

Ayjuafea yTbLl Vo4V svOogVv

nwisAs oylutunwi yopsyyung A gpidiy esejsoswoy wogp Jusoy ‘snwky; ‘A1h003na) ge1del X08V ‘Lvogv LVOgV

engl 1ZbL1 9VOdgVv 9IVOgV

BIRjIRA ‘9IPIS ‘A[RAS yTb-12bL1 svogv SVOgv

1103d39210)0) NUBIqUISW dINY ‘I ‘aDLS ‘1a91s

nouppung sayd njsjow nuodsues jugaoxpapisordz nonds091030§ AYunq ‘eunal zadi ‘WA 0109V ‘61d4Y YOIV yvOodqayv

uex Jsiep e 29d €' €1dot D-04V ‘¢vodVv £VOdV

20pas “a9f[d ‘AuIApa] “Yazowr ¢b6 voav voav

1p1di]0Js0J BSEISOAWOY B NJOIAISIOYD OYURRUNG 3o8[n3ay JUY) BUISIRA 1¢b-zzbe d¥A0 ‘1.LATAH ‘ddl ‘1vodV 18791: A4
rarpoapod (1 Hgvi vodv

LR TTHY) azu_ﬁﬁo_:_m Isaadxa gaouey |, ERU7ATTS g | AAZRN [oquIAY

lost]

1oyunf yoral v pipriodsuvy yofaoupiquiau DY Yoyspl pajyaid S eNINqeL

Amipd5]1] pajya4d U poas]

DAOYJAD[oD] DYDY




LE punys

0]0131s 3001(X3 & odsuel], oAdfis 9xua) ‘el 12dz T wi[oI3lS ‘p A11q ‘8D0AYV 8904V
1]019)s 3294x3 & Wodsuei], oAdps Pud) ‘engl 12dg 1 wijoIg ‘¢ A11q ‘sDOAV $904V
030 ‘Yazous ‘A3gjonjeur €'€Tb11 z4nd ‘vooav D04V
zidg €009V €008V
wuIpjAoenuUe B NUOHUBXONUI [PNA 35US)SISAI 1{0AZOI A
eYO[N ‘QUOIUE YILdIURSIO TPIoIals Yoiqousx podsuel], eAd)s ‘enp[ “20pis ‘gjusdse(d TThy dOgV ‘TIXN ‘14404 ‘TO09V 7904V
N[013}SA[0YD JUPAORNIAA 30j]d “Yozow £'Tb1T 809V 1004V ‘And 1904V
nwipoapod (upg) <3 gV
upy} AUYda8A TSsTb-1'gTbe €109V €109V
up) AUYoagA 9¢b-ggbr zioav 109V
y93s3001d yoAAtiuyz d Azpjuksosjold JusgAaz aa eyojp) uUEN) AUYO9sA €€ 12d9 0sodv 1109V
vurpoapod (TN )Y 4O
SeNR] Jonqryut ejereA Apjupsfea 1¢by ITASVNN ‘dgVO 1409V
wmpoaped (VO oy
up[asAy ydLwsewr Lodull JU[PWOSIX0Iad Awrosixoiad € ¥byl A0Ld “TIdNXd yaogav
urjasAY yoAwsew podw JupwIosIxoIad Awosrxorad zz-12di 0LdNd ‘1dNXd €aoayv
urpasAy yofwsew podul JujpWOSIX0Iog Awostxoad 11bZ1 ATV 11a1V 7angv
u1jasAY yofuisewr podwil JUBUIOSIX0IJ Awosixoad 8Tbx da1v ‘aiv 1409V
vaipoapod ((U IV ) (151
npojd ysonel A 9sa1dxs g0osAA
‘K1Ko03na] Juragriad e yop juisoy zubiz £1004V €1004V
YOJUp} YO3§A OA AUIpe[Y PyZju Zibgg 21009V 1008V
weop Jusid e engl [y uedy Auyoasa 121bot SN 11009V 11004V
npruoamyn3-g-, [(Z)[01penss podsuel], YoJuBY} Yo35A 9A AUTpRlY HXZJU 12d9 SN 01009V 01204V
Yojuedy} yojuzeiso YyoogA A %ﬁmvm_a
[pue) fupaseiq $YZIU ‘OAIS[BAS JUIBISOY E 90PIS 1zidzi NS 6224V
QUeuey YIAU[SSBIP YIJUANISUSS QLY I0IP[NPON eYATUI[S rsidri nNns 8004V
[puey AA0pLIo[YD Aikoor3uejoyd ‘eaaps 2o1d TigbL A1AD Jiele:\ 4
we3nfuoy yafaouoryiemn3 e ppudad podsuei], Aikdoreday ‘Aurapa] 1grdgl 9IIN 9209V
awo_mcm :o%>o~@wo.«ocog
Yo4AOpISOS[NU ‘DPHOSNU YoANIINADS Modsuer] enel eupwfoz jupy) eulsigA LTbe SMINW $204V
nuipue|Sejsold e pBojeur YoLaoiejsojouowt
Y9£AOPISOR]NU ‘TPLOSPINU YIANOIHAO Lodsuel], Jupy) BUISIA zebel YOI $204V
JUOTUE YOAYOIUESIO 9DYXD JUASHS © JUIpIjig AwiApa| ‘eadgs ‘engl €1ZbL1 AN £204V
vatpoapod GG L L)) DU
20MUNY EYNI0j01Y asaadxa zaoyey} QINTIRYOY AAZEN oquiag

Aarmipai1] pajya4d U poaj]

DAOYJAD[OD] DYPDY




Radka Viaclavikovd Uvod a prehled literatury

1.4.2. Resistence niddora vudi taxanum a moznosti jejiho potlaceni

Vyuziti taxani jako protinadorovych 1é¢iv je &asto limitovano rozvojem resistence
nadorovych bunék viigi t&mto cytostatikiim.”?”! Nadorové buiiky pfitom ziskavaji resistenci
proti taxaniim riznymi mechanismy; i) existence resistentnich isomerti mikrotubull ¢i mutace
B-tubulinové podjednotky mikrotubuldi v blizkosti vazebného mista pro paclitaxel,!'*'*? ij)
vysoka exprese ABC membranovych transportnich proteini zejména P-gp kédovaného genem
MDR-1 a dale MRP-1 proteinu ¢i BCRP proteinu.m’m] Zvlasté v terapii rakoviny prsu, kde
jsou taxany a také vinblastin obvykle pouZivany, dochézi ¢asto k rozvoji resistence viuci témto
16¢iviim, které jsou substraty P-gp.!"! Také Mechetner a kol'””! nasel vyznamnou korelaci mezi
zvySenou expresi P-gp a resistenci vii¢i taxantim a doxorubicinu u pacientl s rakovinou prsu.
K resistenci nadort prsu pfispiva oviem také vysoka exprese proteini BCRP, MXR, ABCP a
ABCG?2. BCRP neboli Breast Cancer Resistance Protein je také znam jako placentarni ABC
transportér, ktery zpusobuje resistenci vici flavopiridolu, mitoxantronu, daunorubicinu a
inhibitoriim topoisomerasy 1.1%¢%7)

Latky ovliviiujici transportni funkci P-gp lze terapeuticky vyuZit pro zvySeni koncentrace
1é¢iv v nadorech. V sou€asné dob¢ byla popsana fada modulatorti P-gp a jejich mnoZstvi stale
roste. Moduldtory P-gp rozd€lujeme na modulatory 1. a II. generace a ostatni modulétory
(Tabulka 6). Moduldtory 1. gemerace U¢inné inhibuji transportni funkci P-gp a jsou
vyuZivany v klinické praxi. Nejznaméj$imi modulatory P-gp 1. generace jsou cyklosporin A a
verapamil. Ob¢ tyto latky jsou substraty P-gp a proto pisobi mechanismem kompetitivni
inhibice. BohuZel pouZiti téchto latek je ¢asto doprovazeno fadou zavaznych neZidoucich
ucinkd v koncentracich, které jsou pro 1é¢bu vyuiivé.ny.”o’m] Napt. cyclosporin A ma
v davkach potiebnych pro potladeni resistence zavazné imunosupresivni a neurotoxické
utinky.?¥ Na zakladé modulatort 1. generace jsou vyvijeny moduldtory P-gp Il. generace,
které maji vétsi vazebnou specifitu k P-gp a jsou tedy siln€j$imi inhibitory jeho funkce.
Zaroveni jsou u nich redukovany zavazné nezddouci G¢inky typické pro modulatory I.
generace.!'"! Typickym zastupcem inhibitord P-gp II. generace je derivét cyclosporinu PSC-
833, ktery je v druhé fazi klinickych testd. Tato latka nema nezidouci imunosupresivni a
neurotoxické u¢inky typické pro cyklosporin A. V kombinaci s paclitaxelem PSC-833 zvySuje
hladiny paclitaxelu i 6a-OHPCT v plasmé. To je dano pravdépodobné inhibici CYP3A4
potlacujici tvorbu C3’-OHPCT a zabrarujici dal§imu metabolisnssOHPCT. PSC-833
rovnéZ miiZze sniZovat vylu€ovéni do stievniho obsahu a tim zvySovat absorpci paclitaxelu a

jeho metabolitii ze stfeva prostfednictvim inhibice P-gp ve stievni sliznici pfi entero-hepatarni
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cirkulaci.P*®! PSC 833 je asi 10x uginn&jsi nez cyklosporin A nebo verapamil a piisobi jinym
mechanismem u¢inku. Neni totiZ substratem P-gp a proto pisobi jako nekompetitivni
inhibitor P-gp vazbou na jiné misto P-gp neZ transportovany substrat. V soucasnosti probiha
I1I. faze klinického testovani vyuZiti tohoto inhibitoru v terapii akutni myeloidni leukémie,
karcinomi vaje¢nikd ¢i myelomu. Dexniguildipin G¢inkuje velmi siln€ in vitro, oviem
zistava zde neZadouci ukinek bradykardie. GF120918 je nyni v I. fazi klinickych testi.['>)

Vyvoj dalSich novych ucinnych moduldtori transportni funkce je velmi aktualni. Nékteré
ptirodni flavonoidy a resveratrol diky svym u¢inkim lze povaZovat za vhodné potencialni
modulétory P-gp. Tyto latky se vyskytuji jako b&Zna sloZka potravy, vazi se k P-gp a zaroven
maji protinddorové uéinky. Flavonoidy pfedstavuji novou tiidu tzv. bifunkénich modulatort,
které piekryvaji ATP-vazebné misto na P-gp a hydrofobni oblast interagujici se steroidni ¢asti
substrati v cytosolarni doméné P-gp.m] V literatufe byla nalezena fada udajii o pisobeni
flavonoidt na transportni funkci P-gp. Flavonoidy kaemferol, galangin, kvercetin a genistein
moduluji transport 1é¢iv v MDR exprimujicich nadorovych buiikach, pfi¢emz se vazi k NBD2
cytosolarni doméné P-gp. Pouze flavonoidy s touto vlastnosti jsou pfitom schopné zvysit
akumulaci 16¢iv.?*'%] Kvercetin a jeho methoxylované derivaty napk. inhibovaly vazbu k P-
gp a vyluCovani P-gp substratu rhodaminu-123 a zvy3ovaly tak sensitivitu MCF-7 bun¢k
rakoviny prsu viti adriamycinu.!"? Z daliich antioxidantd, fenolické latky v zeleném &aji
hlavné (-)-epigallokatechin gallat inhibovaly vazbu a vylu€ovani dvou substratd P-gp,
rhodaminu 123 a [’H]-vinblastinu v CHRCS resistentnich buiikich vaje¢nikii kiedka a
lidskych Caco-2 buiikach.®® Na druhé strang kvercetin, kaempferol a galangin zvySovaly
exkreci adriamycinu v HCT-15 stfevnich burikach stimulaci transportni funkce P-gp.[25 I Na
zékladé nalezenych protichtidnych vysledki pisobeni piirodnich fenolickych antioxidantt
jsou syntetizovany ruzné syntetické derivaty flavonoidd, které se vazi siln€ k NBD2 doméné
P-gp a jsou potencidlnimi modulatory P-gp s moZnym vyuZitim v potlaCeni rozvoje resistence
nadord. V pfedkladané praci byl sledovan vliv tfindcti zastupcd syntetickych derivatt
flavonoidii na transport ['*C]-paclitaxelu v sensitivnich a resistentnich lidskych buiikach
rakoviny prsu.

Dal$imi moZnostmi jak ovlivnit funkci P-gp je vyuZiti anti-P-gp protildtek. Dnes je znama
monoklonalni protilatka MRK-16, ktera se vaZe k P-gp a ptisobi jako jeho nekompetitivni
inhibitor. Celosvétovy vyzkum se také zaméfuje pfimo na ovlivnéni exprese MDR1 genu a
tim i nasledné exprese P-gp pouZitim antisense MDRI oligonukleotidii. V in vitro studiich na

mySich 3T3 fibroblastech antisense MDRI1 oligonukleotid sniZoval expresi P-gp a zvySoval
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intracelularni akumulaci 1égiva.”! Modulatory P-gp ovSem nemusi ovliviiovat jen transport
1é¢iv, ale rovnéz jejich farmakokinetiku ovlivnénim exkrece z jater, ledvin i stfev, kde se
vyskytuje P-gp a mohou také ovlivnit dal$i transportéry 1é¢iv nebo metabolické cesty moZnou
interakci s enzymy metabolismu napf. CYP3A4.01%! Specifitu konkrétnich modulatort k P-gp
a moZnosti jejich interakce s dal§imi 1é¢ivy ¢i enzymy metabolickych drah je nutné pii studiu
novych potencidlné farmakologicky vyuZitelnych modulatori P-gp brat v Gvahu a detailné

stanovit.
Tabulka 6: Prehled moduldtorii transportni funkce P-gp.!'*’
Modulatory P-gp
Typ modulatoru Skupina Zastupci
Verapamil
. ., (1o Nifedipin
Blokatory kalciovych kandli Bepridil
Nicardipin
Amiodaron
Kardiovaskuldrni léciva Dipyridamol
Quinidin
Chinin
Antimalarika Chinacrin
Cinchonin
Cefoperazon
Antibiotika Cefriaxon
Modulitory P-gp 1. - En om)"cm
generace Cyklosporiny Cyklosporin A
L Trifluoperazin
Fenothiaziny Fluphenazin
Tamoxifen
Metabolity tamoxifenu:
Hormo N-desmethylramoxifen a 4-
k4 hydroxytamoxifen®
Toremifen
Progesteron
Terfenadin
Kremophor
Ostatni Benzquinamid
Estramustin
FK 506
Derivaty cyklosporinu PSC 833
Modulatory P-gp 1L Blokdtory kalciovych kandli Dexniguildipin, Dexverapamil
generace Ostami S9788, GF120918, SR33557,
nt ~ Rapamycin
Kvercetin a jeho methoxylované derivaty
Kaempferol
Fenolické antioxidanty a jejich Galangin
derivd -)-epigallokatechin gallat
Jiné modulétory v Crepig Genistein g
Syntetické derivaty flavonoidi
Protilatky Monoklonadlni protilatka MRK-16
Oligonukleotidy Antisense MDR-1 oligonukleotidy
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem této studie bylo rozsifeni soufasnych znalosti v oblasti metabolismu a transportu
protinadorovych 1é€iv ze skupiny taxani paclitaxelu a docetaxelu. Dal§im cilem bylo poznani
metabolickych cest a transportu novych syntetickych analogt na bazi taxanti SB-T-1103, SB-
T-1214 a SB-T-1216 jako potencidlnich 1é¢iv vyuZitelnych v terapii resistentnich nadord.
Soucasné byly hledany moZnosti ovlivnéni sledovanych procesti metabolismu a transportu
fenolickymi antioxidanty s cilem zvysit G¢innost taxant. Poslednim cilem této prace bylo
studium in vivo G¢inkl taxant na T-bunééné lymfomy v modelovém organismu potkana.

V ramci prace byly FeSeny nasledujici problemati

a) Metabolismus taxani in vitro

e Detailni studium metabolismu klasickych a novych taxan jejich interakcemi
s cytochromy P450 vramci jaternich mikrosomalnich frakcich. Znalost vsech
metabolickych pfemén taxani je velmi dileZitd z hlediska jejich u€inkii nebot’
metabolismus taxanG vede k inaktivaci pavodnich 1é¢iv a jejich vyloudeni

Z organismu.

e  Studium metabolismu klasickych i novych taxant v sérii cDNA exprimovanych
lidskych CYP (CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4) pro identifikaci konkrétnich

isoforem cytochromi P450 zodpovédnych za biotransformaci taxanti.

e Stanoveni mezidruhovych rozdili  metabolismu klasickych a novych taxani
vizolovanych jaternich mikrosomdlnich frakcich &lovéka, potkana, prasete a
miniprasete. U&elem této &asti studie bylo zjistit, jaké jsou rozdily v metabolismu
taxant vriznych Zivo€iSnych druzich sohledem na vybér nejvhodnéjsiho
experimentalniho modelu zvlasté prase€ich a miniprase¢ich jaternich mikrosomalnich

frakci diky jejich enzymatické vybavé, ktera je velice blizka lidem.

e Stanoveni parametri enzymatické kinetiky metabolismu klasickych a novych taxant

v jaternich mikrosomalnich frakcich — uréeni K, @ Vmax oxidaci taxant
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e Studium pusobeni fenolickych antioxidanti na metabolismus klasickych taxani
v izolovanych jaternich mikrosomalnich frakcich ¢lovéka a potkana z hlediska mozZné

inhibice metabolismu taxand, ktera by vedla ke zvy$eni jejich €inkd.

b) Transport taxanii v lidskych sensitivnich a resistentnich bunéénych liniich rakoviny

prsu

e Studium transportu neradioaktivnich forem klasickych a novych taxani a 'C-
znateného paclitaxelu lidskymi buné&nymi liniemi rakoviny prsu. Ugelem této &asti
studie bylo stanoveni rozdilu v transportu klasickych a novych taxant v sensitivnich a

v adriamycin-resistentnich buné¢nych liniich rakoviny prsu.

e Stanoveni vlivu verapamilu, syntetickych analogli taxant a dale vybranych pfirodnich
a syntetickych fenolickych antioxidanti na transport '*C-znageného paclitaxelu
v bunéénych liniich rakoviny prsu scilem modulovat transport '*C-znateného

paclitaxelu zejména v resistentnich nadorovych burikach.

¢) In vivo uclinky paclitaxelu a docetaxelu na T-bunécné lymfomy v modelovém

organismu potkana

e Studium uCinkii riznych davkovych schémat paclitaxelu, docetaxelu a jejich
kombinaci na rozvoj T-bunéénych lymfomu v organismu laboratorniho potkana. Cilem
této studie bylo stanoveni rozdili v u¢innosti paclitaxelu a docetaxelu na T-bunééné
lymfomy a zji$téni, zda kombinace obou lé¢iv nepovedou k indukci jejich cytotoxického

pusobeni.
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3. MATERIAL A METODY

Veskeré pouzité chemikalie, metody a postupy jsou detailn€ popsany v piiloZzenych

publikacich a rukopisech.

3.1 Priprava a charakterizace experimentalnich preparitu

Experimentalni preparaty pouZité ke studiu metabolismu taxani;

Ke studiu metabolismu klasickych a novych taxani byly pouZity izolované jaterni

mikrosomalni frakce riznych experimentdlnich druhd. Udaje o premedikaci zvifat, izolaci

mikrosomalnich frakci a charakteru jednotlivych preparati shrnuje tabulka 7.

Tabulka 7: PouZité experimentdini prepardty riznych Zivocisnych druhu, premedikace zviFat
a charakteristika preparadti z hlediska specifického obsahu cytochromu P450.

Premedikace Specificky
Experimentdini preparat Zdroj preparatu experimentalnich obsah CYP?
zvitat
Kontrolni potkani mikrosomy Bez premedikace 0.39
(N°=5)
Benzen — inhalace benzenu
Potkani mikrosomy s indukci (4II(;(g)/bmu 1; i?l:zdll:h(;?:;i po
CYP2EI(N =35) Potkani kmene Wistar aparatufe. Usmrceni ihned.
(vaha 280-300g), Pregnenolon-16a-karbonitril
aklimatizace 23 dni pfed | (PCN) - aplikace per os sondou
zabitim ve zvefinci do zaludku v DMSO (25 mg
Potkans mi . . | SZU,stravaavodaad |  PCN/2.5 ml DMSO/kg) po
otkani mikrosomy s indukci libitum dobu 3 dndi v 12t hodinovych
CYP3A1/2 (N =5) . . 0.95-1.16
intervalech. Usmrceni 16hod
po posledni aplikaci.
Samci bilé varianty
Miniprase¢i mikrosomy Goettingen miniprasat, .
(N=2) stati 6 mésicd, vaha 22 Bez premedikace 0.23
-31kg
Prase¢i mikrosomy (N = 3) Samci prasat Bez premedikace 0.36-0.50
Lidské mikrosomy (N = 10) Nahodni dérci Bez premedikace 0.13-0.31
Membrény izolované z
E.coli transformovanych ,
. expresnimi vektory CYP1A2: 6.83
_CDNA exprimované CYP-NPR® ziskanych CYPIBI: 3.71
bicistronické systémy CYP- .
d od prof. P.F. . CYP2C9: 3.45
NPR®: G «ch Bez premedikace CYP2A6: 2.12
CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1 uengeriche e
? 3,A 4 ’ ’ > | (Vanderbilt University CYP2ELI: 9.56
School of Medicine, CYP3A4:3.08
Nashville, Tenessee,
USA)

*Pomér koncentrace CYP a bilkoviny v daném preparatu; nmol CYP/mg proteinu. "nmol
CYP/ml, °N = poéet jedincti daného experimentalniho druhu, ®NPR =NADPH-CYP reduktasa
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K izolaci mikrosomélnich frakci byli pouZiti; samci potkani kmene WISTAR SPF -
zakoupeni od firmy VELAZ (Praha, CR) a drZeni pted zabitim ve zvifetniku SZU Praha.
Lidské vzorky jater pochéazeli od nahodnych darcd. Jednalo se o vzorky ziskané od 10 muzi
ve véku 16 — 42 let, ktefi zemfeli na nasledky dopravnich nehod ¢i stfelnych poranéni. Jatra
miniprasat byla ziskdna darem prof. RNDr. Pavla Anzenbachera, DrSc. (Palackého
Universita, Olomouc). Jdtra prasat byla ziskana z jatek (Cesky brod, CR) a z Vyzkumného
Gstavu Zivoéigné vyroby (Praha — Uhtingves, CR). Mikrosomalni frakce byly ptipraveny

(4143,

zjater vSech pouzitych druhii metodou diferencidlni centrifugace. 11 1z0lované

mikrosomalni frakce i1 jednotlivé exprimované CYP byly uskladnény v 0.5 — 1.0 ml
alikvotech pti -80°C. Koncentrace mikrosomalniho proteinu byla méfena podle Lowryho!™!
s hovézim sérovym albuminem jako standardem. Koncentrace cytochromu P450 byla méfena
spektrofotometricky podle Omury a Sata!'® s pouZitim molarniho absorpéniho koeficientu

0.091 cm™ .pmol™.I".

3.2 Studium metabolismu taxanu jednotlivvmi enzvmovymi preparaty
Inkubace:
SloZeni inkubacnich smési (Iml): 150mM KCI/50mM Tris-HCI pufr (pH = 7.4), enzymovy
prepardt o koncentraci 1mg/ml mikrosomalniho proteinu nebo 150 pmol/ml cDNA
exprimovaného CYP (CYP1A2, 1B1, 2A6, 2E1, 2C9 a 3A4) s NADPH-CYP reduktasou,
substrat paclitaxel (2.5 — 25uM), docetaxel (2 - 25uM) nebo nové taxany SB-T-1214, SB-T-
1216 a SB-T-1103 (2.5-50uM). Reakce byla zapocata pfidanim 100ul. NADPH-generujiciho
systému (1ImM NADP", 10mM glukosa-6-fosfat, 10mM MgCl; a 0.5 U/ml glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa) a probihala za tfepani 30 min pii 37°C. Roztoky taxani byly pfidavany do
inkubaéni smési ve formé¢ 10mM roztoku taxanu v methanolu. Maximalni koncentrace
organického rozpoustédla ve finalni inkuba¢ni smési byla < 0.5%, v/v, ktera neovliviiovala
pfeménu substratu. Kontrolni vzorky neobsahovaly NADPH-generujici systém. Inkubace
byla ukonéena zchlazenim a okamZzitou extrakci organické faze 2 x 3.5 ml ethylacetatu.
Ethylacetatové extrakty byly odpateny pod proudem dusiku a uloZeny pfi -80°C do analyzy
HPLC.
HPLC analyza:
Odparky ethylacetatovych extraktii byly rozpustény v 200pul mobilni faze a analyzovany za
isokratickych podminek pomoci HPLC na pfistroji Agilent Serie 1100 s automatickym
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davkovatem. Podminky HPLC pouZité pro analyzu a detekci metaboliti jednotlivych taxani

jsou shruty v tabulce 8.
Tabulka 8: Podminky HPLC analyzy metabolitu taxani
Taxan Kolona Mobilni faze Pn]to.k Standardy
a detekce
1.2 m/min
Macherey-Nagel . ) . .
Paclitaxel Nucleosil 100-5 C18 “’1(2‘2?3“5"13/{:;) 22om 3 hydroxypactiaxel
(5 um, 4x250 mm) 9% yaroxyp
Hydroxydocetaxel
Macherey-Nagel Acetonitril:Methanol: 1.0 ml/min 2stereomerni
Docetaxel Nucleosil 100-5 C18  Tetrahydrofuran:H,0 '23 0 nm hydroxyoxazolidinony
(5 pm, 4x250 mm) (21:35:2:42) oxazolidindion
7-epidocetaxel
Nové taxany(SBT- Macherey-Nagel . .
1103, SBT-1214,  Nucleosil 100-5 C18 “’t‘;‘g‘;‘:ﬁ'ﬁgo 19 ml/min +
SBT-1216) (5 pm, 4x250 mm) %

*Standardy metaboliti novych taxani nejsou dostupné vzhledem k tomu, Ze metabolismus
téchto taxanovych analoghi dosud nebyl nikde sledovan. Proto byla tvorba metabolitii
kvantifikovana s vyuZitim samotnych novych taxani jako standardd diky jejich podobnému
absorpnimu koeficientu ptfi 230nm. Stejného postupu bylo vyuZito pro kvantifikaci
minoritnich a novych metaboliti detekovanych pfi studiu metabolismu klasickych taxanu.

Data byla analyzovana s vyuZitim CSW softwaru (Chromatography Station for Windows
verze 1.7, DataApex, CR). Metabolity byly identifikovany a kvantifikovany na zaklad&
hmotnostni spektroskopie a porovnanim s autentickymi standardy.

Identifikace metabolitii MS/MS analyzou (mé&feno na pracovisti RNDr. Petra Simka
v Entomologickém ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich):

Definované HPLC frakce metabolitli paclitaxelu, docetaxelu, SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-
1216 byly sbirany a vysuSeny pod proudem dusiku. Vzorky byly pfed MS analyzou
rozpustény ve 125pul smési 10mM mravenéanu amonného a methanolu (1:1). Podminky MS
analyzy byly nasledujici: kolona Synergi Hydro-RP, 85x2mm, 4pum, teplota kolony 35°C,
mobilni faze methanol:H,O (70:30) s 10mM mraven¢anem amonnym, pritokova rychlost

200pul/min na LCQ hmotnostnim spektrometru (ThermoFinigan, USA).

3.3 Studium vlivu fenolickych antioxidantu na metabolismus klasickych
taxanu

Byl sledovan viiv deviti pFirodnich fenolickych antioxidantii na metabolismus paclitaxelu

a docetaxelu v PCN-indukovanych mikrosomech potkana a vlidskych jaternich
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mikrosomech. Konkrétni sledované fenolické antioxidanty a jejich koncentrace jsou shrnuty
v tabulce 9. Byly méfeny vznikajici mnoZstvi metabolitii taxanti dle postupti uvedenych
v kapitole 3.2, bez a spifidavkem fenolickych antioxidantli v inkuba¢nich smésich (5 -
40uM). Koncentrace fenolickych antioxidanti byly voleny s ohledem na jejich rozpustnost,
farmakologicky dosaZitelnou hladinu a jejich G¢innost. Tam, kde se ukdzala vyznamna
inhibice metabolismu 10uM paclitaxelu a docetaxelu, byly dale stanoveny ICsy pro jednotlivé
fenolické antioxidanty a sledovdna enzymaticka kinetika této inhibice ur¢enim inhibi¢nich
konstant (K;) a typu inhibice pfi stoupajici koncentraci taxand (2.5 - 20uM) i fenolickych
antioxidantd (5 — 40uM). K inhibi¢nim experimentim byl pouZit rovnéZ znamy specificky
inhibitor CYP3A podrodiny troleandomycin, ktery byl stejné jako fenolické antioxidanty
pfidavan do inkubaénich smési v koncentracich 30, 60 a 100uM.

Tabulka 9: Prehled sledovanych fenolickych antioxidantii na metabolismus paclitaxelu a

docetaxelu v PCN-indukovanych jaternich mikrosomech potkana a v lidskych jaternich
mikrosomech.

Trida fenolickych Testovany . - Pouzité koncentrace
L. " » - Systematicky nazev Ly L L
antioxidantu zastupcee g N fenolickych antioxidantd (nM)

FLAVONOIDY

Flavanoly (+)-katechin 3,5,7,3",4’-flavanpentol 30°
(-)-epikatechin cis-3,5,7,3",4’-flavanpentol 30°
Flavonoly fisetin 3,7,3",4 -tetrahydroxyflavon 10,20,40
morin 3,5,7,2",4"-pentahydroxyflavon 5,15,20
myricetin 3,5,7,3",4°,5 -hexahydroxyflavon 5, 10, 20, 30
kvercetin 3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavon 5,10, 20, 30
Flavanony naringenin 5,7,4'-trihyroxyflavon 10, 20, 30, 40
NON-FLAVONOIDY
Stilbeny resveratrol 3,5,4"-trihydroxystilben 5,15, 20, 30
Derivity kyseliny kyselina gallova 3,4,5-trihydroxybenzoova 30°
benzoové kyselina

*fenolické antioxidanty, jejichZ u¢inek se neprojevil ani v 30uM koncentraci a proto nebyl
dale jejich vliv sledovan

3.4 Studium transportu taxanu v lidskych bunéénych liniich rakoviny prsu

Transport klasickych i novych taxani byl sledovan na pracovidti Laboratofe regulace
bun&éného ristu (UMG AV CR, Praha-Kr&) v lidské sensitivni (MDA-MB-435) bun&éné linii
rakoviny prsu a linii (NCI/ADR-RES) resistentni vi¢i doxorubicinu (adriamycinu), ktera
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vykazovala resistenci rovnéz vici taxanim. Tyto bunééné linie se li8i expresi nékterych ABC
transportnich proteinti zejména P-gp, kterd byla stanovena na urovni mRNA na pracovisti
Laboratofe regulace bun&éného ristu UMG AV CR metodou RT-PCR tedy kvantitativni PCR
po reversni transkripci. Imunohistochemicky byla na wrovni proteinu sledovana exprese P-gp
metodou Western blot s naslednou chemiluminiscen¢ni detekci P-gp pomoci Pierce ECL

Western Blotting Chemiluminiscence Substrate (Genetica, CR).
Inkubace taxanu s lidskymi bunéénymi linemi rakoviny prsu

Bunééné linie byly inkubovany v intervalech 15 — 240 min s RPMI mediem obsahujicim
paclitaxel (1-5uM), docetaxel (1-4puM), SB-T-taxany (1-5uM) nebo radioaktivn€ znaceny
["*C]paclitaxel (0.02 — 0.5uM). Taxany byly rozpustény v DMSO (maximalni koncentrace
organického rozpou$tédla v inkubaéni smési byla 0.1%, v/v). Po inkubaci bylo medium
odebrano, buiikky promyty ledovym PBS a uvolnény 2x400 ml trypsinu a EDTA.
K uvolnénym butikam byl ptidén pfed méfenim 10% SDS pro lyzu bunék a k uvolnéni 1é¢iva.

Sledovdni akumulace taxaniu pomoci HPLC

Taxany byly extrahovany zdvakrat promytych a pak uvolnénych bun€k 2x3.5 ml
ethylacetatu, extrakty byly odpafeny do sucha pod proudem dusiku a jejich akumulace byla
analyzovana za stejnych podminek HPLC jako pfi sledovani metabolismu taxanil (viz. tabulka
8). Jako standardy byly pouzZity vzorky taxanti (1uM) v RPMI mediu s 10% FBS.

Sledovdni transportu [’ ‘Clpaclitaxelu bunéénymi liniemi rakoviny prsu

K méfeni transportu v bunéénych liniich rakoviny prsu byl pouzit paclitaxel v radioaktivné
znatené formé jako [14C]paclitaxel. Pfi stanoveni mnoZstvi akumulovaného paclitaxelu byl
k uvoln&nym butikdm po jejich inkubaci s ['*C]paclitaxelem a nasledném promyti p¥idan
kapalny scintilator Bray a nasledné byla méfena kapalnéd scintilace. V piipadé sledovani
vyluovani ["*C]paclitaxelu ze sensitivnich i resistentnich bungk byl nejprve ["*C]paclitaxel
inkubovan 120min s bufikami, poté odebran a nahrazen ferstvym mediem. Burky byly
promyty a uvolnény po 10 — 90min intervalu trvani effluxu stejnym zptisobem jako v pfipadé

sledovani akumulace lé¢iva.

Sledovdni vlivu vybranych pFirodnich fenolickych antioxidantii a syntetickych derivitii

flavonoidii na transport [V Clpaclitaxelu bunéénymi liniemi rakoviny prsu

Dva vybrané piirodni antioxidanty a 13 syntetickych derivati antioxidantt zvolenych na

zaklad¢ jejich schopnosti modulovat P-gp zprostfedkovany transport bylo pouZito ke studiu
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jejich vlivu na transport ['*C]paclitaxelu v lidskych sensitivnich (MDA-MB-435) a
resistentnich (NCI/ADR-RES) buiikach rakoviny prsu. Vliv antioxidanti byl sledovéan dle
postupt uvedenych v kapitole 3.4 bez a s pfidavkem fenolickych antioxidantii v inkubaénich
smésich (5 — 40uM). Jako zastupci ptirodnich fenolickych antioxidanti byly vybrany
kvercetin a resveratrol, které G¢inn¢ in vitro inhibuji metabolismus paclitaxelu. Série
syntetickych derivati flavonoidi pouZita ke sledovani ovlivnéni transportu ['*C]paclitaxelu
bunéénymi liniemi byla ziskdna darem Ahcena Boumendjela PhD. (Department de

Pharmacochimie Moléculaire, Faculte de Pharmacie de Grenoble (Meylan, France);

o Derivaty auronu: CB-284 (4'-bromo-4,6-dimethoxyauron), CB-285 (4’-chloro-4,6-
dimethoxyauron), CB-287 (4,6,3",4",6 -pentamethoxyauron), ND-285 (4'-chloro-4-hydroxy-6-
methoxyauron),  ML-30  (4’-ethyl-4-hydroxy-6-methoxyauron), = ML-50  (4-hydroxy-6-
methoxyauron), A-55B (4’-kyano-7-iodo-4-hydroxy-6-methoxyauron)

e Deriviaty chalkonu: FBB-14 (4-iodo-2°,4",6 -trihydroxychaikon)

e Derivaty flavonu: CB-436 (4'-bromo-3-methoxy-5,7-dihydroxyflavon)

e Derivaty flavonolu: kaempferid (4'-methoxy-3,5,7,trihydroxyflavon), AB-2DE (4’-iodo-
3,5,7,trihydroxyflavon)

e Derivaty chromonu: MH-11 (5-hydroxy-2-karbopyrazol-methyl-chromon:
e Derivaty azaisoflavonu: A-12 (3-phenyl-5,7-hydroxy-4-chinolon)

Pro vSechny sledované fenolické antioxidanty (10uM) byla stanovena cytotoxicita v MDA-
MB-435 i NCI/ADR-RES bunéénych liniich MTT metodou na pracovisti Laboratofe regulace
bun&éného ristu (UMG AV CR, Praha-Kr¢).

3.5, Sledovini uéinku klasickveh taxanu in vive v organismu potkana
s implantovanymi T-bunéénymi lvmfomy

Jako modelovy organismus pro sledovani novych aplikaci cytostatik taxanid byly pouzity
samice potkanit Sprague-Dawley/Cub s transplantovanymi T-bunéénymi lymfomy.
Suspenze bungk lymfomi v mnozstvi 10° bunk/potkana byly aplikovany subkutinné na
pracovidti doc. RNDr. Berty Otové CSc. (Ustav biologie a lékafské genetiky, 1.LF a VFN
UK, Praha, CR). Déle byly aplikovdny taxany paclitaxel a docetaxel v riznych davkovych
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schématech a kombinacich a sledovany jejich hladiny vkrvi a zmény parametri T-

buné&énych lymfomu po aplikaci taxani, jak popisuje tabulka 10.

Tabulka 10: Ddvkové schéma taxani, odbér krve a vzorkii pro sledovani ucinki paclitaxelu a
docetaxelu na T-bunécné lymfomy v organismu experimentalniho potkana.

Sledovana skupina a

Lo . Davkové schéma taxani Odbér vzorki a fasové intervaly odbéru
pocet jedinci ve skupiné

Sledovani hladin paclitaxelu a docetaxelu v krvi potkanu v ruznych davkovych schématech

. Odbeér 200pL krve pod narkosou z ocasu
Paclitaxel 20mg/kg tlesné vahy | G0 lech: 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180,

LP- 240, 300 a 360min®

Odbér 200pL krve pod narkosou z ocasu
Docetaxel 20mg/kg telesné vahy | o olech: 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180,

P 240, 300 a 360min®
Odbér 200uL krve pod narkosou z ocasu

L.skupina (N = 4)

I1.skupina (N = 4)

. _ Paclitaxel 3x tydn¢ 6mg/kg . )
I11.skupina (N = 4) nésledovano davkou 20mg/kg \Y lntervaleczl‘11.00,3i)(z), ;2(;,6 ia)(l)l,1 :1(3, 120, 180,
. Odbér 200uL krve pod narkosou z ocasu

. _ Docetaxel 3x tydné 6mg/kg . ;
IV.skupina (N =4) nésledovéno dévkou 20mg/kg v intervalech: 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180,

240, 300 a 360min®
Vi opakovaneho podani pachitaxelu a docetavelu na télesnou vaha, velikost a vahu lymfomu

Ve stejny den jako premedikované

Lskupina (N = 5) Kontrolni skupina skupiny byli potkani zvaZeni a zabiti

17 dni po posledni aplikaci byli potkani
zvéZeni, zabiti a zvaZené lymfomy byly
zmraZeny pti -80°C

17 dni po posledni aplikaci byli potkani
zvaZeni, zabiti a zvaZené lymfomy byly
zmraZeny pti -80°C

Paclitaxel i.p. 4 davky 10,6,6 a

IL.skupina (N = 5) 6mg/kg v tydennich intervalech

. _ Docetaxel i.p. 4 davky 10, 6,6 a
IIL.skupina (N = 5) 6mg/kg v tydennich intervalech
Kombinace dvé& dévky docetaxelu
10 a 6mg/kg v tydennim intervalu
nasledovano dvéma davkami
paclitaxelu po 6ti mg/kg

17 dni po posledni aplikaci byli potkani
zvéZeni, zabiti a zvaZené lymfomy byly
zmraZeny pii -80°C

IV.skupina (N = 5)

Kombinace dv& davky paclitaxelu
10 a 6mg/kg v tydennim intervalu
nésledovano dvéma davkami
docetaxelu po 6ti mg/kg

17 dnf po posledni aplikaci byli potkani
zvaZeni, zabiti a zvaZené lymfomy byly
zmraZeny pfi -80°C

V.skupina (N = 5)

Vv opakovaného poddni paclitaxelu a docetaxelu na télesnou viahu. velikost a vihu lvinfomu v péti
davkovém schématu taxanu

Ve stejny den jako premedikované

I.skupina (N = 6) Kontrolni skupina skupiny byli potkani zvaZeni a zabiti

1 den po posledni aplikaci byli potkani
zvéZeni, zabiti a zvaZené lymfomy byly
zmraZeny pti -80°C

. _ Paclitaxel i.p. 5 davek 10,6,6,6 a
I1.skupina (N = 6) 6mg/kg v tydennich intervalech
1 den po posledni aplikaci byli potkani
zvéZeni, zabiti a zviZené lymfomy byly
zmraZeny pfi -80°C

Docetaxel i.p. 5 davek 10,6,6,6 a

llL.skupina (N =6) 6mg/kg v tydennich intervalech

K odebrané krvi bylo pfidano 0.5 ml Milli-Q H,O a 3.5 ml ethylacetatu.
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Kromé téchto sledovanych skupin potkanid byli pouZity dal§i dvé zcela odli$né skupiny
potkani s T-bunéénymi lymfomy, kde nebyl aplikovan in vivo Zadny z taxand. Jednalo se o
kontrolni skupinu bez premedikace a skupinu premedikovanou PCN (induktor CYP3A1/2)
1.g. v davce 25 mg/kg v olivovém oleji v 12ti hodinovych intervalech béhem 3dni. Z té&chto
zvifat byla po usmrceni izolovana jatra a pfipraveny jaterni mikrosomalni frakce. Ty byly
vyuZity ke studiu metabolismu taxani in vitro dle postupii popsanych v kap.3.2. Dale byly
ziskdny nadory a stfeva téchto potkani, ze kterych byly izolovany post-mitochondrialni
frakce s obsahem plasmatickych membran. V post-mitochondrialnich frakcich byla stanovena

[102]

koncentrace proteinu dle Omura a Sato a 30pg proteinu/15uL. frakce bylo pouZito pro

stanoveni exprese P-gp na urovni proteinu dle postupu uvedeného v kapitole 3.4.

3.6. Zpracovani vvsledku

Ziskané vysledky byly statisticky hodnoceny. Veskera data jsou prezentovana jako praméry
+ SD (smeérodatné odchylky) stanoveni. Signifikantni rozdily vlivu fenolickych antioxidantt
na metabolismus a transport taxanti byly hodnoceny s vyuzitim oboustranného Studentova t-
testu. Za statisticky vyznamné byly povaZzovany vysledky s hodnotou P < 0.05 a P < 0.01. PFi
sledovdni metabolismu paclitaxelu, docetaxelu a novych taxani in vitro byly z linearich
zavislosti sestrojenych metodou linearni regrese zreciprokych Lineweaver-Burkovych
vynost rychlosti tvorby metaboliti vypocitany kinetické parametry metabolismu paclitaxelu
tedy Michaelisovy konstanty (K,) a maximalni rychlosti reakce (Vmax) z prisedikd s osami.
P¥i sledovdni vlivu fenolickych antioxidantii a troleandomycinu na metabolismus taxani in
vitro byly pocitany ICso G¢inné inhibujicich antioxidantt a troleandomycinu z poklesu tvorby
metaboliti (v % zbyvajici aktivity) s rostouci koncentraci antioxidanti a troleandomycinu.
Inhibi¢ni konstanta K; a typ inhibice byly uréovany z Dixonovych vynosi,®® kde se vynasi
pievracené hodnoty rychlosti metabolické reakce proti koncentraci inhibitoru a z Lineweaver-
Burkovych vynost, kde se vynasi pfevracené hodnoty rychlosti metabolické reakce proti
pfevracenym hodnotam koncentraci substratu.!'*”! Cytotoxicita klasickych a novych taxanii
v lidskych sensitivnich a resistentnich bunéénych liniich rakoviny prsu byla hodnocena na

zakladé stanoveni ICso po 96hod vystaveni bun€k plisobeni taxanti.
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4. VYSLEDKY A DISKUSF,

4.1. Studium metabolismu taxanu in vitro

K testovani interakci klasickych taxanti (paclitaxel, docetaxel) i novych taxanovych
analogii (SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216) scytochromy P450 byly pfipraveny
subceluldrni systémy mikrosomd jaternich buné€k lidi, miniprasat, prasat a potkant.
V ptipad€¢ potkani se jednalo o skupinu nepremedikovanych zvifat a skupiny potkanii
premedikovanych znamymi induktory konkrétnich isoforem cytochromu P450. K indukci
CYP3A1/2 byl pouZit pregnenolon 16a-karbonitril (PCN), k indukci CYP2E1 benzen.
Mikrosomalni frakce byly charakterizovany z hlediska koncentrace mikrosomalniho
proteinu a cytochromu P450. ZvySeni obsahu majoritn€ indukovanych forem bylo ovéfeno
pomoci specifickych aktivit cytochromi P450 a zvySenim hladin jejich apoproteinti

pomoci imunodetekce.*?

4.1.1. Metabholismus paclitaxelu in vitro zivocisnymi evtochromy P4350

Z literatury jsou znamy pfedevsim mezidruhové rozdily metabolismu paclitaxelu u lidi a
potkanti. Proto byla sledovana pfeména paclitaxelu Zivocisnymi cytochromy P450
v podminkéch in vitro za pouziti mikrosomalnich frakci izolovanych z jater &loveka,
potkana, miniprasete a prasete a cDNA exprimovanych lidskych cytochromt P450
(CYP1A2, 1BI1, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4). Bylo sledovano, jaké metabolity vznikaji po
inkubaci paclitaxelu s jaternimi mikrosomy a cDNA exprimovanymi CYP a které z nich
jsou hlavni a které minoritni produkty pfemény paclitaxelu. Vznikajici metabolity byly
detekovany pomoci HPLC. VSechny vyznamné vznikajici metabolity byly identifikovany
pomoci hmotnostni spektrometrie mé&fené v Entomologickém ustavu AV CR v Ceskych
Budéjovicich RNDr. Petrem Simkem. Vzhledem k tomu, Ze hlavni metabolity taxant in
vitro a in vivo se shoduji, podminky in vifro adekvatné reprezentuji situaci v Zivém
organismu.

V nepremedikovanych potkanich mikrosomech byl jako hlavni metabolit detekovan
C3 -hydroxypaclitaxel (C3°-OHPCT), dale C2-hydroxypaclitaxel a obtiZzn¢ detekovatelny
minoritni metabolit di-hydroxypaclitaxel (di-OHPCT). C3’-OHPCT byl identifikovan
porovnanim s autentickym standardem a hmotnostni spektroskopii. C2-OHPCT a di-

OHPCT byly identifikovany rovnéz MS analyzou a také porovnanim retencnich Cast
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s literaturou.[*'*! Kromé¢ téchto metabolitd byl identifikovan novy minoritni metabolit
charakterizovany HPLC-MS jako hydroxypaclitaxel (OHPCT). Tento metabolit ma velmi
podobny, nicméné odliSny eluéni retenéni ¢as (tg = 80.40 + 0.15% eluce paclitaxelu) jako
lidsky 6a-hydroxypaclitaxel (tg = 79.55 £ 0.15% eluce paclitaxelu). Metabolity
nevznikaly, pokud nebyl pfidan do inkubaéni smési NADPH generujici systém nezbytny
pro funkci CYP systému. Indukce CYP2EI benzenem nezvysila rychlost metabolismu
paclitaxelu v mikrosomech potkana, coz vyluCuje ucast CYP2E1 na metabolismu této
latky. Indukce CYP3A1/2 pomoci PCN naopak vyznamné zvySovala rychlost metabolismu
paclitaxelu v mikrosomech potkana, ¢imz se potvrdila Gcast CYP3A podrodiny na jeho
pfeméné. Tvorba hlavniho C3’-OHPCT byla v PCN-indukovanych mikrosomech navysena
7 — 30x vice v riznych experimentech, minoritnich metabolitd vznikalo rovnéz vice a to
C2-OHPCT 11-45x vice, neznamého OHPCT 5-15x vice a di-OHPCT 2-13x vice nez
v kontrolnich mikrosomech potkana. Charakteristika vSech nalezenych metabolitli
paclitaxelu v jaternich mikrosomech sledovanych experimentdlnich druh@ je uvedena
v tabulce 11.

Profil metabolismu paclitaxelu v jaternich mikrosomech prasat a miniprasat byl stejny,
ale li§il se v poméru tvorby jednotlivych metaboliti. V obou typech mikrosomi byl
hlavnim metabolitem nezndmy OHPCT C(itajici 95% z celkového mnozZstvi metabolit
paclitaxelu. C3-OHPCT byl minoritnim metabolitem stejné jako C2-OHPCT, ktery
vznikal v jaternich mikrosomech miniprasat, ale ne konvencnich prasat (Tabulka 11).

V lidskych jaternich mikrosomech byl hlavnim metabolitem 6a-hydroxypaclitaxel (6a-
OHPCT), ktery byl unikatnim lidskym metabolitem a nevznikal v Zadném jiném
sledovaném Zivo¢isném druhu. Byl identifikovan na zaklad€ porovnani s autentickym
standardem a pomoci hmotnostni spektroskopie. Minoritnimi metabolity v lidskych
mikrosomech byly C3-OHPCT a C2-OHPCT charakterizované pomoci HPLC-MS
(Tabulka 11). Chemicka struktura vSech metaboliti paclitaxelu nalezenych v jednotlivych
jaternich mikrosomalnich frakcich potkand, miniprasat, prasat a lidi je znazornéna v obr.6.

Pro identifikaci cytochromii P450 ucastnicich se metabolismu paclitaxelu byla
sledovana pfeména paclitaxelu v sérii lidskych cDNA exprimovanych cytochromii P450
(CYPIA2, 1B1, 246, 2CY9, 2E1 a 344). Z celé pouzité série cytochromi P450 byl aktivni
pouze CYP3A4, ktery metabolisoval paclitaxel na C3’-OHPCT (1.38 + 0.2 pmol/min/nmol
CYP) a C2-OHPCT (0.15 £ 0.1 pmol/min/nmol CYP). Tento vysledek potvrdil vyznamnou

ulohu CYP3A4 na metabolismu paclitaxelu v lidském organismu.
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Radka Viclavikova Vysledky a diskuse

Ke konetnému potvrzeni uCasti konkrétnich cytochromii P450 v metabolismu
paclitaxelu u vSech sledovanych experimentalnich druhti byl sledovan vliv
troleandomycinu (30, 60 a 100uM, specificky inhibitor CYP3A) a fisetinu (30uM,
inhibitor CYP2C8) na metabolismus paclitaxelu. Fisetin jednozna¢n¢ inhiboval tvorbu -
OHPCT v lidskych jaternich mikrosomech, &imz se potvrdila ucast CYP2C8 na
metabolismu paclitaxelu v lidském organismu. Troleandomycin inhiboval in vitro tvorbu
C3’-OHPCT a C2-OHPCT u potkani, prasat, miniprasat i lidi (Pfiloha &.III). Dale
inhiboval také tvorbu di-OHPCT u potkanti a neznamého OHPCT u potkanti, prasat a
miniprasat. Tyto vysledky jsou jasnym dikazem t¢asti CYP3A podrodiny na metabolismu
paclitaxelu u vSech sledovanych Zivo¢i$nych druhli. Velké mezidruhové rozdily nalezené
ve sledovanych experimentalnich druzich plynou zejména zvyznamu CYP2C8
v biotransformaci paclitaxelu. Tento cytochrom P450 je vyznamnym lidskym enzymem,
ktery nema ortologni formu u Zadného ze sledovanych Zivo&i$nych druhti. Neptfitomnost
CYP2C8 je vyznamna zejména u miniprasat a prasat, jejichZ enzymatickéa vybava je jinak
velmi blizka ¢lovéku a jsou dokonce povazovany za potencidlni déarce transplantatd pro
¢lovéka. OvSem fakt, Ze nemaji odpovidajici formu lidského CYP2C8 muZe mit zasadni

vyznam pro biotransformaci vSech latek, kterych se lidsky CYP2C8 ucastni.

4.1.2. Metabolismus docetaxelu in vitro Zivocisnymi evtochromy P430

Byla sledovana pfeména docetaxelu Zivo&isnymi cytochromy P450 v podminkach in
vitro za pouZziti mikrosomalnich frakci izolovanych z jater ¢lovéka, potkana, miniprasete a
prasete a cDNA exprimovanych lidskych cytochromi P450 (CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9,
2E1 a 3A4). Opét bylo sledovano, jaké metabolity jsou hlavnimi a jaké minoritnimi
produkty piemény docetaxelu. Vznikajici metabolity byly detekovany pomoci HPLC a
charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

Oproti paclitaxelu byl profil metabolismu docetaxelu shodny ve vSech sledovanych
zivo¢i$nych druzich. Hlavnim metabolitem byl hydroxydocetaxel (OHDTX) nasledovany
dvéma minoritnimi metabolity odpovidajicimi  strukturou diastereoisomernim
hydroxyoxazolidinoniim A a B. Tyto dva minoritni metabolity byly ovSem v mikrosomech
potkana, miniprasete a prasete obtizné detekovatelné. Jediny mezidruhovy rozdil v
metabolismu docetaxelu byl nalezen v PCN-indukovanych mikrosomech potkana. V téchto
mikrosomech byly dominantni oba diastereoisomerni hydroxyoxazolidinony A a B . Tento

rozdil 1ze pfi€ist indukci CYP3A1/2, ktery se podili na metabolismu docetaxelu a ve

Strana 55



Radka Viclavikovd Vysledky a diskuse

velkém mnoZstvi indukuje rychlejsi oxidaci hydroxydocetaxelu na hydroxyoxazolidinony.
ProtoZze metabolity byly efektivné tvofeny mikrosomy PCN-premedikovanych potkanu
s indukci CYP3A1/2 a z literatury je znamo, Ze se ho u¢astni CYP3A podrodina,m] nebylo
tieba provadét dal$i identifikace konkrétnich forem CYP ucastnicich se metabolismu
docetaxelu. Charakteristika vSech nalezenych metaboliti docetaxelu v jaternich
mikrosomech sledovanych experimentalnich druhl je uvedena v tabulce 11. Chemicka
struktura metaboliti docetaxelu nalezenych v jednotlivych jaternich mikrosomalnich
frakcich potkanti, miniprasat, prasat a lidi je znazornéna v obr.7. Vzhledem k tomu, Ze
metabolismus docetaxelu se mezi jednotlivymi druhy nelisil, lze fici, Ze prasata a
miniprasata jsou vhodnym experimentilnim modelem pro studium metabolismu

docetaxelu.

4.1.3. Metabolismus analogu taxanu in vitro ZivodiSnymi cvtochromy P430

RovnéZ u novych taxanovych analogi SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216, které jsme
méli k dispozici, byla sledovana pfeména Zivo¢i$nymi cytochromy P450 v podminkach in
vitro za pouZiti mikrosomalnich frakci izolovanych z jater ¢lovéka, potkana, miniprasete a
prasete a cDNA exprimovanych lidskych cytochromi P450 (CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1
a 3A4). JelikoZ metabolismus téchto latek i mezidruhové rozdily metabolismu byly dosud
zcela neznamé, byly vSechny metabolity detekované pomoci HPLC vznikajici
v dostate€ném mnoZstvi charakterizovany pomoci MS analyzy.

SB-T-1103 byl metabolisovdn na 11 produktii oznacovanych M1-M11, SB-T-1214 na
9 metabolitii oznacovanych M1-M9 a SB-T-1216 tvoFil 8 metaboliti M1-M8 dle jejich
rostoucich reten¢nich ¢asi. MS analyzou metabolitu M1 taxanu SB-T-1214 byl odhalen
jako piimés tohoto metabolitu dal$i velmi minoritni metabolit (M10), takZe konec¢né
mnoZstvi metaboliti SB-T-1214 je deset. Nasledujici metabolickd schémata znazormiuji
cely proces pfemény véetné reanalyz metaboliti SB-T-1103 (obr.84), SB-T-1214 (0obr.8B)
a SB-T-1216 (0br.8C) v jednotlivych jaternich mikrosomalnich frakcich potkant,
miniprasat, prasat a lidi. Hlavnimi polohami, kde probihala oxidace byly C-13 postranni
feté€zec, C-2 aromaticka €ast a poloha C-10 na taxanovém kruhu. Detailni charakteristiky
viech nalezenych metabolith SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216 v jaternich
mikrosomech sledovanych experimentalnich druhti jsou uvedeny v tabulkdach 12,13 a 14.
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Radka Vdclavikovd Vysledky a diskuse

Jak je z tabulek ¢.12-14 patrné, metabolicky profil vSech téi novych taxanu se lisil od
ostatnich druhii v PCN-indukovanych mikrosomech potkana. Diky zvySenému mnozstvi a
aktivit¢ CYP3A1/2 ve zminénych potkanich mikrosomech zde viibec nevznikaly né€které
minoritni metabolity a na druhé strané obvyklé majoritni metabolity byly v téchto
mikrosomech déale oxidovany. Tyto vysledky sv&déi o roli CYP3A podrodiny
v metabolismu SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216.

V sérii cDNA exprimovanych lidskych CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4 se pouze
CYP3A4 Gcastnil metabolismu novych taxani (obr.9). Témito experimenty bylo potvrzeno,
Zze CYP3A4 je vyznamnym cytochromem P450 podilejicim se na metabolické pfeméné
taxanovych analogi SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216.

Obr. 9: Tvorba metaboliti SB-T-taxanti cDNA exprimovanym CYP3A4. Vysledky jsou
uvedeny jako prumérné hodnoty + SD (n= 3).

\
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& 40 1
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E |
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4.1.4. [nzy maticka Kinetika metabolismu Klasickyeh a novveh taxanu in vitro

Ze sledované premény paclitaxelu a docetaxelu byla odhadnuta afinita taxant
k cytochromu P450 stanovenim K, a také uréenim maximalni rychlosti enzymové reakce
Vmax pro hlavni metabolické ptemény paclitaxelu a docetaxelu v jaternich mikrosomalnich
frakcich potkana, prasete, miniprasete a ¢lovéka (Tabulka 15). Km @ Vipax byly uréeny
z odpovidajicich Lineweaver-Burkovych vynosa zavislosti pfevracenych hodnot rychlosti

tvorby metabolitii na pfevracenych hodnotach koncentrace taxanu.

Tabulka 15: Kinetické konstanty majoritnich oxidacnich reakci v jaternich mikrosomech
clovéka, potkana, prasete a miniprasete. Koncentrace paclitaxelu 2.5 — 25uM, docetaxelu
2.0 -25uM. Vysledky jsou vyjadreny jako prumérné hodnoty + SD (n > 2).
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. Oxidaéni i Kn \% ; ,
. ‘ max
Mlkrosomy reakce Ccyp (uM) {(pmol/min/mg plrotcinu) v m“/km
PACLITAXEL ,
Potkani C3-hydroxylace ~ CYP3A1/2  16.1£2.4 19.7£11.7 12
Potkan{ PCN- C3"-hydroxylace ~ CYP3A12  24.5:4.3 184.5+ 11.1 7.5
indukované
Miniprasedi Hydroxylace CYP3A29  15.0£2.0 29.0+4.0 1.9
neznama poloha
Prasei Hydroxylace CYP3A29  17.0+3.0 14.0+3.0 038
neznama poloha
Lidské 6a-hydroxylace CYP2CS 9.3+4.7 60.9+ 39.7 6.5
DOCETAXFL"
Potkani Hydroxylace CYP3A1/2 5.6 52 9.1
docetaxelu
. . Hydroxylace
Miniprasedi docetaxelu CYP3A29 8.1 23 29
Praseti Hydroxylace CYP3A29 5.1 21 4.0
docetaxelu
Lidské Hydroxylace CYP3A3/4 5.4 17.4 32
docetaxelu

*Cytochromy P450 odpovédné za oxidaéni reakci, bV)’/sledky jsou vyjadfeny jako pruméry dvou nezavislych
duplicitnich mé&feni

Pro v3echny tfi nové taxanové analogy SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216 byly
stanoveny kinetické parametry v lidskych jaternich mikrosomalnich frakcich. Kinetické
parametry byly uréeny metodou nelinearni regrese s vyuZzitim programu GraphPad Prism
verze 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a porovnany s klasicky ur¢enymi
konstantami Ky, @ Ve z linearnich transformaci (Tabulka 16). Vysledky ukazuji dobrou
shodu stanovenych parametrt, ale parametry stanovené linearni regresi jsou zatizené vétsi
chybou, protoZze v Lineweaver-Burkové transformaci dat ma nejvétSi vyznam oblast
nejnizSich koncentraci a tak nepfesnosti vyskytujici se v nizkych koncentracich mohou
znaéné€ ovlivnit kone¢né hodnoty kinetickych konstant. Proto se také v souasnosti od
pouZiti té€chto transformaci ustupuje a do popiedi se dostdvaji metody stanoveni
kinetickych parametri nelinearni regresi s vyuZitim modernich poc¢ita¢ovych softward.

Tabulka 16: Kinetické konstanty majoritnich oxidacnich reakci SB-T-taxani v lidskych
Jjaternich mikrosomech. Koncentrace novych taxaniu 2.5 — 50uM. Vysledky jsou vyjddieny
Jjako priaméry dvou nezavislych méreni.

Taxan Oxidacni Kn V max

reakce Cyp (M) (pmol/min/mg proteinu) Vm“/Km
Typ regresc pouZity ke stanoveni Nelin. Lin. Nelin. Lin. Nelin. Lin.
Kinetickych parametru regrese  regrese  regrese regrese regrese  regrese
SB-T-1103 Tvoma  cypsas 771 12.15 3636 54.55 472 4.49
SB-T-1214 Tvoma = cypaas 711 1012 8562 10514 1204 1039
SB-T-1216  ‘voha o CyPsad 2285 2690 16520 17857 723 6.4
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4.2 Vliv fenolickych antioxidantu na metabolismus klasickych taxanu

4.2.1. Vv fenolickveh antioxidantu na metabolismus  paclitaxelu v lidskveh a
potkanich jaternich mikrosomech

Metabolickd pieména paclitaxelu v Zivém organismu vede k inaktivaci tohoto
1é¢iva.*"81 Proto jsou hledany inhibitory metabolismu paclitaxelu, které by sniZovaly
tvorbu inaktivnich metaboliti a tim zvySovaly cytotoxické pilsobeni paclitaxelu.
V predkladané praci byl studovan vliv deviti fenolickych antioxidanth (fisetin, katechin,
epikatechin, kvercetin, kys. gallovd, morin, myricetin, naringenin a resveratrol) na tvorbu
metaboliti paclitaxelu v jaternich mikrosomech potkana indukovanych PCN a v lidskych
jaternich mikrosomech. Jednotlivé fenolické antioxidanty byly pfidavany do inkuba¢nich
smési a pomoci HPLC bylo sledovano, zda ovliviluji tvorbu metaboliti paclitaxelu. Mezi
jednotlivymi sledovanymi antioxidanty byly nalezeny znaéné rozdily v jejich pisobeni na
metabolismus paclitaxelu v lidskych a potkanich jaternich mikrosomech. V potkanich
mikrosomech, kde se Uastni metabolismu paclitaxelu pouze CYP3A1/2 podrodina, byl
vyznamnym inhibitorem metabolismu paclitaxelu resveratrol. Fisetin také uCinné
inhiboval tvorbu metaboliti ovSem aZ ve vysSich a farmakologicky obtizné dosaZitelnych
hladinach (obr.10A).

V lidskych jaternich mikrosomech katalyzuji tvorbu metaboliti dva cytochromy P450;
CYP3A4 a CYP2CS8. Pravé CYP2C8 je zde dilezZity, protoZze se podili na hlavni
metabolické cesté paclitaxelu 6a-hydroxylaci. V literatufe byly nalezeny udaje o pisobeni

851371 3 také v této praci byl

fenolickych antioxidanti na aktivitu tohoto lidského enzymu
zjistén silny a¢inek né&kterych fenolickych antioxidanti na aktivitu CYP2CS8. Fisetin,
morin, kvercetin a resveratrol byly u€innymi inhibitory tvorby 6a-hydroxypaclitaxelu
katalyzované pravé CYP2C8. Mimym inhibitorem byl naringenin. Tvorbu C3'-
hydroxypaclitaxelu, ktery je druhym lidskym hlavnim metabolitem, jehoZ vzniku se
ucastni CYP3A4, inhiboval resveratrol ndsledovany morinem (obr.10B). Fisetin opét
uc¢inkoval aZ ve vy$§i 40uM koncentraci.

Utinné fenolické antioxidanty byly charakterizovany stanovenim ICsy z poklesu tvorby

metaboliti paclitaxelu pfi rostouci koncentraci inhibitoru, dale byla urCena inhibiéni
konstanta (K;) a typ inhibice (Tabulka 17).

Strana 65



Radka Viclavikovd Vysledky a diskuse

Obr.10: Vliv fenolickych antioxidanti na tvorbu metabolitd paclitaxelu v PCN
indukovanych mikrosomech potkana (A) a v lidskych jaternich mikrosomech (B). Konc.
paclitaxelu 10uM, konc. fenolickych antioxidanti 30pM. Data jsou vyjadiena jako
primémé hodnoty + SD (n > 2). Jako statisticky vyznamné jsou dle oboustranného
Studentova t’testu hodnoceny vysledky s hodnotami *p<0.05 a **p<0.01.

A

f
Vliv fenolickych antioxidantii na tvorbu metaboliti paclitaxelu - PCN indukované mikrosomy
potkana
OC3’-hydroxylace 0O C2-hydroxylace ® Hydroxylace v neznamé poloze
T - I L T
Katechin  Epikatechin Fisetin Kys. Gallova Morin Myricetin Naringenin  Kvercetin  Resveratrol
Fenolické antioxidanty
- J
B
4 Vliv fenolickych antioxidantlii na tvorbu metabolitii paclitaxelu - Lidské mikrosomy
0O C3'-hydroxylace M 6alfa-hydroxylace
140 -
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§ 100 | E3) B i

; 80 - ¥ {- Ed *

é 60 b %

= 40 %

2 20 1
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Katechin  Epikatechin  Fisetin Kys. Morin Myricetin  Naringenin ~ Kvercetin  Resveratrol
Gallova

L Fenolické antioxidanty

Uvedené vysledky ukazuji silné inhibi¢ni G€inky nékterych fenolickych antioxidanti na
metabolismus paclitaxelu zejména na tvorbu jeho hlavniho metabolitu v lidském organismu
6a-hydroxypaclitaxelu. Zvlast¢ v pfipadé fisetinu silné inhibujiciho aktivitu lidského
CYP2C8 jde o dfive neuveiejnéné pusobeni fisetinu, které miZe mit velky vyznam
zhlediska moZného ovlivnéni metabolismu substrati tohoto dilezitého lidského
cytochromu P450. Uginky fenolickych antioxidantti na metabolismus paclitaxelu je tfeba
v budoucnu ovéfit ve studiich in vivo. V pfipadé potvrzeni nalezenych in vitro aktivit
fenolickych antioxidantii, by mohly byt tyto latky podavany souéasné s paclitaxelem a vést
k potenciaci jeho u€inkd zamezenim ztraty biologické u¢innosti paclitaxelu zpisobené jeho

metabolickou inaktivaci.
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Tabulka 17: Charakteristiky inhibice metabolismu paclitaxelu fenolickymi antioxidanty
v lidskych a v potkanich PCN-indukovanych jaternich mikrosomech. Hodnoty jsou
vyjadieny jako prumérné hodnoty + SD (n > 2). PouZité koncentrace fenolickych
antioxidantu; 0 — 40uM, paclitaxelu 0 — 15uM.

Inhibitor Mikrosomy lnhlbovz'ma reakce Typ inhibice ICso K;
’ paclitaxelu : (uM) (nM)
Fisetin Lidské 6a-hydroxylace SmiSeny 10.8+22 1.3-6.0
Morin Lidské 6a-hydroxylace Smi3eny 17.3+24 73-123
Kvercetin Lidské 6a-hydroxylace SmiSeny 159+13 4.0-13.0
C3’-hydroxylace Smi3eny 18.7+28 12.2-163
Resveratrol P ;%3:;5;1:- C2-hydroxylace’ Nekompetitivni  26.3 + 6.5
Hydroxylace, neznima SmiZeny 272421 98-157
poloha
Lidské 6a.-hydroxylace Smifeny 26.5+2.0 16.5-20.7
C3’-hydroxylace 28.5+4.6 :

? Vzhledem k slabé inhibici nebyly K; a typ inhibice uréovany

mikrosemech

Byl sledovan vliv dvou pfirodnich fenolickych antioxidantti na metabolismus docetaxelu
a to kvercetinu a resveratrolu v lidskych jaternich mikrosomech. Vzhledem k tomu, Ze
docetaxel nevykazuje mezidruhové rozdily metabolismu (Pfiloha &.III), byl rovnéz vliv
fenolickych antioxidanti sledovan pouze v lidskych jaternich mikrosomech. Resveratrol
byl vybran na zéklad€ jeho vyse uvedené¢ho pisobeni na aktivitu CYP3A4, ktery se u€astni
metabolismu docetaxelu. Kvercetin byl pak vybran na zaklad¢ jeho vyznamu jako
fenolického antioxidantu nejbéZnéji se vyskytujiciho jako slozka lidské stravy. Resveratrol
ucinné inhibujici tvorbu C3’-hydroxypaclitaxelu metabolismus docetaxelu neovliviioval,
coz naznacuje jeho velkou selektivitu vici jednotlivym substratiim lidského CYP3A4,
protoZe i strukturné velmi podobné latky jako jsou paclitaxel a docetaxel jsou
resveratrolem po metabolické strance odli$né ovliviiovany. Kvercetin inhiboval pouze
tvorbu hlavniho lidského metabolitu docetaxelu hydroxydocetaxelu a to az ve 30uM
koncentraci. Ani v této koncentraci ale nedosahoval 50% inhibice. Dochéazelo k inhibici
tvorby hydroxydocetaxelu pouze ze 41%. Sledované fenolické antioxidanty G¢inn€ inhibuji
zejména tvorbu lidského CYP2C8 (viz. vySe), zatimco aktivita lidského CYP3A4 je
ovlivilovina mnohem méné, jak je potvrzeno touto studii pisobeni resveratrolu a

kvercetinu na metabolismus docetaxelu v lidskych jaternich mikrosomech.
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4.3, Studium transportu taxanu v lidskveh bunéénych liniich rakoviny
prsu

V tvodni ¢asti bylo zminéno, Ze ¢astym problémem uspé$nosti terapie taxany je rozvoj
mnohocetné lékové resistence nddori (multidrug resistence, MDR). V této studii byl
sledovan transport klasickych a novych taxant lidskou sensitivni buné¢nou linii rakoviny
prsu (MDA-MB-435) a linii resistentni vii¢i adriamycinu (NCI/ADR-RES). Tyto buné¢né
linie se li§i expresi nékterych ABC transportnich membranovych proteint zejména P-gp,
ktery hraje vyznamnou roli v transportu antracyklinti, taxant a dal$ich xenobiotik. Proto se
dalo o¢ekavat, Ze pouzitd buné¢na linie bude resistentni kromé& adriamycinu také vici
taxanim. Rozdilnd exprese 11 ABC transportéri na iurovni mRNA byla sledovana
metodou semikvantitativni RT-PCR v Laboratofi regulace bun&&ného ristu (UMG AV CR,
Praha-Kr¢).

Hlavni rozdil byl nalezen v expresi MDR1 genu koédujiciho tvorbu P-gp, ktery byl
exprimovan ve vysokych hladinach v resistentnich buiikach, zatimco v sensitivnich nebyl
vibec detekovan. Z dalSich ABC transportnich proteind byl nalezen rozdil v expresi
ABCB4 a ABCC6 mRNA, které byly detekovany pouze v resistentnich buiikach, naopak
ABCBS a ABCC2 mRNA byly exprimovany v sensitivnich butikach (obr.114). Produkty
téchto gend by rovnéZ mohly mit vliv na vznik resistence nddorovych bunc¢k vuci
cytostatikim. Nejvyznamnéj$i rozdil pozorovany v expresi MDR1 genu byl potvrzen
imunodetekci P-gp také na urovmni proteinu pomoci Western blotu s naslednou
chemiluminiscen¢ni detekci P-gp (obr.11B).

A B MDA-MB-435 NCI/ADR-RES

| o —

Obr.11: (A) Exprese mRNA
ruznych ABC transportéra, LRP a
kontrolniho genu 18S rRNA. Cisla
v zavorkach znamenaji pocet cykla
T T o @B s 5 pii PCR reakci. (B) Exprese proteinu

P-gp chemiluminiscen¢ni detekei.
Exprese byla stanovena v MDA-MB-
- ABCC 3% - ABCHS OO 435 a NCIADR-RES bun&nych
liniich rakoviny prsu. Jako positivni

MDA -MB -435
NCI -ADR -RES
MDA -MB -43§
NCI -ADR -RES

Caco -2
Caco -2

- e ABCC2 (25x) — @ ABCBM4 (351)

e kontrola exprese ABC transportéri

e —— ABCC5 (1) - oun w17 (0) byly poui.ity lidské stfevni buriky
adenokarcinomu (CaCo-2).

- @ A\BCC6 (35%)

@D Sum» S |3 RNA (1)

18 S rRNA (RT)

Strana 68



Radka Viclavikovd Vysledky a diskuse

4.2 1. Cytotonicita a  transport Klasickyeh a novyeh faxanu v sensitivnich  a
resistentnich bunécénych liniich rakoviny prsu

Byla sledovana cytotoxicita klasickych a novych taxanii v sensitivni (MDA-MB-435) a
resistentni (NCI/ADR-RES) bunééné linii rakoviny prsu uréenim davek ICsp nutnych
k dosazeni 50% toxického G¢inku taxant. Cytotoxicita byla stanovovana v Laboratofi
regulace bunééného rlistu (I:TMG AV CR, Praha-Kr¢) Ing. Marii Ehrlichovou. ICsy
paclitaxelu a docetaxelu byly 1000x a 600x vy3$i v resistentnich liniich neZ v sensitivnich
bunéénych liniich. Naopak hodnoty ICsy novych taxani byly srovnatelné v sensitivnich
liniich s docetaxelem, ov§em v resistentnich liniich byly mnohonasobné niZ3i nez v ptipadé
obou klasickych taxant (Tabulka 18). Resistentni nadorové buiiky jsou tedy mnohem
citlivgj$i vici novym taxanim, coZ poukazuje na jejich potencialni vyuZiti zejména pfi

rozvoji resistence nadoru.

Tabulka 18: Stanoveni cytotoxickych davek ICsy (nM) klasickych a novych taxanu
v sensitivni (MDA-MB-435) a resistentni (NCI/ADR-RES) lidské bunécné linii rakoviny
prsu. Hodnoty ICsy byly stanoveny po 96hod vystaveni bunék taxanim nebo samotnému
mediu s hovézim sérum albuminem jako kontrolou. Hodnoty jsou vyjadreny jako primér
osmi nezavislych stanoveni.

Taxany Bunélné linie
MDA-MB-435 NCI/ADR-RES
Klasické I1Csy  Sledovany koncentracni  1Cs Sledovany koncentraéni
taxany (nMh) rozsah taxanu (nM) (ndl) rozsah taxanu (nM)
Paclitaxel 1.0 0.1-1000 1000 0.1-1000
Docetaxel 0.5 0.1-1000 300 0.1-1000
Nové taxany
SB-T-1103 05 0.01-10 1.0 0.03-30
SB-T-1214 03 0.003-3 5.0 0.03-30
SB-T-1216 02 0.003 -3 3.0 0.1-100

Déle byla sledovana akumulace klasickych i novych taxand v obou typech bunéénych
linii. Paclitaxel byl pouZzit jednak v neradioaktivni formé a jednak jako radioaktivné
znacena forma [”C]paclitaxel. Akumulace 1é¢iv, ktera nebyla radioaktivné znaena, bylo
méfeno po promyti bun€k, jejich sklizeni a nasledné extrakci taxani ethylacetatem pomoci
HPLC (viz. kap.3.4). MnoZstvi [MC]paclitaxelu akumulovaného bunéénymi linemi byla
méfeno po inkubaci bundk se ['*C]paclitaxelem v promytych a sklizenych burikach
metodou kapalné scintilace (viz. kap.3.4). Vtabulce 19 jsou uvedena mnoZstvi
akumulovanych 1é¢iv v obou typech sledovanych bunéénych liniich. Z vysledki je patrné,

Zze akumulace klasickych taxanli se mezi obéma typy buné¢nych linii vyrazné lisi.
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Resistentni linie absorbuje az 6.8x méné docetaxelu, 3.9x méné paclitaxelu a dokonce 9.7x
méné ["*C]paclitaxelu. Rozdil mezi neradioaktivnim a radioaktivnim paclitaxelem je dan
tim, Ze pouziti ["*C]paclitaxelu umoznilo sledovéni pfi niZSich koncentracich, kdy je rozdil
mezi sledovanymi liniemi vét$i. Vyuziti radioaktivnim forem 1é¢iv pro sledovani
transportu je velmi citlivé, ¢asové nenaro¢né a umoziiuje jak bylo ukazano, pouZiti velmi
nizkych koncentraci lé¢iv s velkou presnosti. Proto v pfipadech, kde je k dispozici
radioaktivné¢ znacend forma léCiva, je tato forma piednostné pouZivana ke sledovani
transportu 1é¢iv. Z tohoto divodu byla také k dal$im studiim tykajicich se ovlivnéni
transportu paclitaxelu pouZivana pravé jeho radioaktivné znac¢ena forma. Nové taxany jsou
na rozdil od klasickych taxani absorbovany ve zhruba stejné mife resistentnimi i
sensitivnimi buiikami, coZ potvrzuje citlivost resistentnich nadorovych bunék rakoviny

prsu NCI/ADR-RES vii¢i témto potencialnim lé¢ivim.

Tabulka 19: Porovndni mnoZstvi taxanii absorbovanych sensitivnimi (MDA-MB-435) a
resistentnimi (NCI/ADR-RES) burikami rakoviny prsu po 60, 120 a 240min inkubaci.
Hodnoty jsou vyjadreny jako priumér a odchylka dvou nezadvislych méreni.

Taxan Koncentrace % absorbovaného léciva
(pM) v MDA-MB-435/ NCI/ADR-RES buiikach
e othmin inkubace 120 min inkubace 240 min inkubace
Paclitaxel 1 6.3+0.8/1.6+0.2 5.7+1.1/1.6+0.2 4.5+0.3/1.6+0.1
['*C]paclitaxel 0.1 9.3+0.4/1.9+0.1 14.4+3.52240.1  18.4+1.1+/1.90.1
Docetaxel 1 5.6+0.1/1,4+1.4 5.440.7/0.8+0.1 -
SB-T-1103 1 4.0£0.1/6.10,5 5.2+1.3/6.7+0.6 -
SB-T-1214 1 5.7+0.1/6.2+0.1 4.0+0.2/5.5+0.1 -
SB-T-1216 1 7.6£0.1/4.5+0.2 6.1+£0.4/2.8+0.4 -

V sensitivnich i resistentnich burikach rakoviny prsu byl sledovan rovnéz vylu¢ovani

[14C]paclitaxelu po jeho predchazejicim 120min akumulaci v burikach. Z resistentnich

[
(=)

—
(7]
. .. R

7]

pmol/50 000 bun&k
e
—l

tas (min)

MDA-MB-43S buitky
o NCI/ADR-RES buiiky

NCI/ADR-RES bungk byl [*C]paclitaxel vyludovan

z 50% jiz po 25min, zatimco ze sensitivnich MDA-

MB-435 bun¢k az po 90min (obr.12).

Obr.12: Vylutovani [“C]paclitaxelu z NCI/ADR-
RES a MDA-MB-435 bun¢k méfeny v intervalech
10, 20, 30, 60 a 90min po pfedchazejici 120min
akumulaci a pfi 200nM koncentraci [14C]paclitaxelu.
Data jsou prezentovana jako primérné hodnoty a
rozptyl ze dvou nezavislych méfeni a vyjadfena
v pmol ["*C]paclitaxelu/500000 bungk.
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Se studiem transportu souvisi rovnéZ studium mechanismu piisobeni taxanti po jejich
vstupu do intracelularniho prostoru. O taxanech je velmi dobfe znamo, jakym
mechanismem W¢inku pisobi na systém bun&nych mikrotubul.®**!31B1 Krom¢ toho
taxany také vedou k indukci apoptosy ziejmé pres aktivaci Bcl-2 genu, oviem jaké
bunééné procesy probihaji pii indukci programované smrti buiiky pisobenim taxanl neni
zcela znamo. Proto byly kromé transportu taxand sledovany také bun&&né procesy indukce
apoptosy vyvolané plsobenim taxani a piipadné rozdily v plsobeni taxani mezi
sensitivnimi a resistentnimi bunéénymi liniemi rakoviny prsu. Byla sledovana fada
bunéénych charakteristik typickych pro pribéh apoptosy jako vyplavovini cytochromu c
2 mitochondrii, aktivita kaspas-3 a 9, zména exprese proteinii p53 a p21 a fragmentace
DNA. Vyplavovani cytochromu ¢ z mitochondrii po ptivodnim piisobeni proapoptotickych
faktori vede k aktivaci kaspasy-9. Kaspasa-9 se za ucasti dal$ich kaspas podili na aktivaci
kaspasy-3, ktera vstupuje do bunééného jadra. Dochazi k aktivaci DNAas, fragmentaci
DNA a apoptose.[!>”- Priloha EVIL grom& této mitochondridlni indukce apoptosy se na
aktivaci bunééné smrti podili i tumor supresorovy protein p53, které po aktivaci,
zplisobené napt. pusobenim chemoterapeutik spousti fadu bunéCnych drah a procest
vedoucich k apoptose. K inhibici bunééného cyklu dochézi po stimulaci exprese p21
ucinkem aktivovaného p53.“58] Studie mechanismu induce apoptosy pisobenim taxani
v sensitivnich (MDA-MB-435) a resistentnich (NCI/ADR-RES) lidskych burtikach
rakoviny prsu byly provadény v Laboratofi regulace bun&éného ristu (UMG AV CR,
Praha — Kr¢), kde maji dlouholeté zkuSenosti se studiem bunétné apoptosy a jejich
mechanisml. Detailni popis pouzitych metod pro studium apoptosy i souhrn viech
dosazenych vysledki je obsahem Prilohy & VIII. Hlavnimi vysledky bylo zjisténi, Ze
taxany svym pisobenim uvnitf bun€k aktivuji kaspasy-9 a -3, coZ je pro apoptosu typické,
oviem neni pozorovana oligonukleosomélni fragmentace DNA a mnavic se lisi
mechanismus indukce bunééné smrti u sensitivni a resistentni buné¢né linie. Zatimco
resistentni buiiky vyplavuji cytochrom ¢ zmitochondrii klasickym zptsobem,
v sensitivnich liniich zistdva cytochrom ¢ v mitochondriich , coZ je dikazem odlisného
mechanismu indukce bun€éné smrti vyvolané taxany v té€chto typech naddorovych bunék.
Hladiny p53 a p21 se plisobenim taxani neméni v sensitivnich ani resistentnich buriikach a
nejsou tedy taxany nijak ovliviiovany. Studium mechanismu indukce smrti plisobenim
taxand a rozdily plisobeni taxani v resistentni a sensitivni bun&¢né linii vyZaduji dalsi

podrobné studium. Stejnym zplisobem je Zadouci sledovat mechanismus indukce apoptosy
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vyvolané novymi taxanovymi analogy, které se mohou diky odli3né struktufe a transportu
podilet na indukci programované smrti buiiky jinym zpisobem neZ klasické taxany.

4.3.2. Viiv Verapamilu a novyveh taxanu na transport ["*Cpaclitaxetu v lidskych
bunéény ch liniich rakoviny prsu

Pro potvrzeni vyznamu P-gp v transportu taxand, byl sledovan vliv specifického
inhibitoru P-gp prvni generace verapamilu na transport radioaktivné znaceného
['*C]paclitaxelu v sensitivnich MDA-MB-435 i resistentnich NC/ADR-RES buitkach
rakoviny prsu. Verapamil je znamym inhibitorem transportni funkce P-gp pouZivanym
v klinické praxi.’*'%® V této studii byl pfidavan do roztokd ['*Clpaclitaxelu a media
pfidavanych k burikam a transport byl sledovan za podminek popsanych v kap.3.4.
Pfitomnost 100uM Verapamilu zvySovala intracelularni koncentraci [**C]paclitaxelu
v NC/ADR-RES bunééné linii s vysokou expresi P-gp az 8x a vyrovnavala tak
intracelularni hladiny ['*C]paclitaxelu detekované v sensitivnich MDA-MB-435 burikach,
kde se ptitomnost verapamilu vyrazné neprojevila, dochdzelo k naristu akumulace
[**C]paclitaxelu pouze 1.4x oproti vzorkim bez verapamilu (obr.134-B). Jak se dalo
oCekavat, 100uM verapamil rovnéZz inhiboval efflux [14C]paclitaxelu z resistentnich
NCUADR-RES bundk (obr.I13C). Naproti tomu, vylutovani ['*Clpaclitaxelu ze
sensitivnich MDA-MB-435 bunék inhibovano nebylo, ba naopak vlivem verapamilu
dochazelo ke stimulaci vylucovani [14C]paclitaxelu z téchto bun€k a to v zavislosti na
vzristajici koncentraci verapamilu (obr.13D). Nalezené vysledky ukazuji, Ze verapamil je
ucinnym inhibitorem resistence vi€i paclitaxelu v prsnich nadorovych buiikach, ale
v sensitivnich burikdch nadord mtze naopak zvy$ovat vylu€ovani paclitaxelu a tim praveé
v tomto typu bunék sniZzovat u¢inek paclitaxelu. Tato data jsou prvnim zvefejnénym
vysledkem rozdilného plsobeni verapamilu na transport paclitaxelu sensitivnimi a
resistentnimi naddorovymi burikami, které miZe mit vyznamny vliv na uspéSnost
chemoterapie v kombinaci s timto cytostatikem. Zaroven je nutné brat v ivahu pomémé
zavazné nezadouci uUCinky, které verapamil ma a vSechna tato kritéria zohlednit

v ptipadech terapeutického vyuZiti verapamilu v kombinované terapii s cytostatiky.
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Obr.13: Vliv 100uM verapamilu na akumulaci 100 nM ["*C]paclitaxelu v (A) NCI/ADR-
RES butikach a (B) MDA-MB-435 buitkach. Casové intervaly inkubace byly 0, 15, 30 a
60min. (C) Vliv 100 nM verapamilu na efflux 100 nM [**C]paclitaxelu z NC/ADR-RES
bun€k. (D) Vliv rostouci koncentrace verapamilu (100, 200 a 400 pM) na efflux
['*C]paclitaxelu z MDA-MB-435 bundk. Vsechna data jsou znézornéna jako prumérné

hodnoty a rozptyl dvou nezavislych méfeni a vyjadiena v pmol [14C]paclitaxelu/500 000
bunék.

Obdobn¢é jako verapamil i né€které derivaty klasickych taxand u¢inné modulovaly
transportni funkci P-gp (viz. Kap.1.2.6). Proto byla sledovdna schopnost novych taxand
SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216 modulovat transport ['*C]paclitaxelu v sensitivnich i
resistentnich butikdch rakoviny prsu. Pfitomnost novych taxani ovSem neovliviiovala
akumulaci paclitaxelu v resistentnich a sensitivnich burikach, SB-T-1214 dokonce sniZoval
akumulaci ['*C]paclitaxelu v obou typech linii a stimuloval vyluovéani ze sensitivnich

bunék, coZ nasvédéuje, Ze sledované nové taxany, jeZ nejsou substraty P-gp nejsou ani
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modulétory jeho transportni funkce a nemaji pravdépodobné vyuziti v kombinovaném
podani s klasickymi taxany, ¢i jinymi lécivy, které jsou substraty P-gp. Nové taxany
nejspid ztéZzuji vstup klasickych taxani do bunék. OvSem silné G¢inky samotnych novych
taxanovych analogu v resistentnich nadorovych buiikach je upfednosttiuji jako potencialni

alternativu v terapii resistentnich nadorti namisto klasickych taxant.

4.2.2. Vv fenolickyveh antioxidantu a jejich svatetickveh derivatu na transport
["Cpaclitaxelu v lidskych bundéényeh liniich rakoviny prsu

V soucasné dobé€ jsou intenzivné sledovany moznosti ovlivnéni transportu fady latek
prostiednictvim P-gp. Hledaji se nejvhodnéj$i moduldtory P-gp, které by byly ve
farmakologickych indikacich G¢inné a zaroveni nebyly zatizeny fadou vaznych
neZadoucich ucinkd, tak jako modulatory I. generace. V predkladané praci byl sledovan
vliv 2 pfirodnich fenolickych antioxidantii a 13 syntetickych derivati flavonoidi z hlediska
mozné modulace transportu ['*C]paclitaxelu v resistentni (NC/ADR-RES) ale i sensitivni
(MDA-MB-435) lidské bunééné linii rakoviny prsu. Z ptirodnich fenolickych antioxidanti
byly vybrany dva zastupci; resveratrol - \ispé$né inhibujici metabolismus paclitaxelu in
vitro (viz.kap.4.2) a kvercetin, u kterého byly jiZ popsany G€inky na transportni funkci P-
gp. 221181200 Japo zastupei syntetickych fenolickych antioxidantii byly vybrany latky,
které se vazi k cytosolarni doméné P-gp a byla u nich nalezena schopnost modulovat P-gp
zprosttedkovany transport.!' 161 §1o o tyto latky;
Derivdaty auronu: CB-284 (4'-bromo-4,6-dimethoxyauron), CB-285 (4'-chloro-4,6-
dimethoxyauron), CB-287 (4,6,3",4°,6 -pentamethoxyauron), ND-285 (4’-chloro-4-
hydroxy-6-methoxyauron), ML-30 (4’-ethyl-4-hydroxy-6-methoxyauron), ML-50 (4-
hydroxy-6-methoxyauron), A-55B (4°-kyano-7-iodo-4-hydroxy-6-methoxyauron)

Derivdty chalkonu: FBB-14 (4-iodo-2",4",6 -trihydroxychalkon)
Derivdty flavonu: CB-436 (4’ -bromo-3-methoxy-5,7-dihydroxyflavon)

Derivity flavonolu: kaempferid (4'-methoxy-3,5,7-trihydroxyflavon), AB-2DE (4'-iodo-
3,5,7-trihydroxyflavon)

Derivaty chromonu: MH-11 (5-hydroxy-2-CO-pyrazol-methyl-chromon)

Derivaty azaisoflavonu: A-12 (3-phenyl-5,7-dihydroxy-4-chinolon)
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Mnozstvi absorbovaného ["*C]paclitaxelu v bun&énych liniich a jeho vyplavovéani ze
sensitivnich i resistentnich bunék byly meéfeny bez a s piidavkem antioxidantd do

inkubaénich smési dle postupii popsanych v kap.3.4.

Prirodni fenolické antioxidanty aZ do 25uM koncentrace nemély na transport
[““Clpaclitaxelu Zddny udinek v sensitivni ani resistentni bun&né linii. Jejich vliv se
projevil az ve vysokych (100uM) farmakologicky ztéZi dosaZitelnych hladinach. Kvercetin
v této koncentraci mirn& zvy$oval akumulaci ["*C]paclitaxelu v NC/ADR-RES butikéch i
MDA-MB-435 buiikach, resveratrol ani vtéto vysoké koncentraci v NCI/ADR-RES
butikach nepiisobil, ale v MDA-MB-435 buitkach akumulaci ['*C]paclitaxelu z30%
inhiboval pravdépodobng inhibici aktivniho transportu ['*C]paclitaxelu dovnité bun&k.
Nicméné¢ ve farmakologicky dostupnych koncentracich tyto pfirodni antioxidanty
transportni funkci P-gp nijak neovliviiuji a jejich vliv na P-gp v in vivo podminkach je
nepravdépodobny.

V sérii syntetickych derivati flavonoidi celkem Sest derivdti silné zvySovalo akumulaci
[“Clpaclitaxelu v resistentnich NCUADR-RES buiikich rakoviny prsu jiz po 30 min
inkubaci a v 10uM koncentraci a to v tomto pofadi: CB-287 2 ML-50 > CB-284 2 CB-
285 > CB-436. Azaisoflavon A-12, chalkon FBB-14, flavonol AB-2DE, aurony ND-285 a
ML-30 pisobily mirné zvySeni akumulace, chromon MH-11, auron A-55B a kaempferid
akumulaci paclitaxelu v resistentnich buiikach neovliviiovaly (obr.14).

Obr.14: Vliv derivati flavonoidd na akumulaci [“C]paclitaxelu v NCI/ADR-RES
lidskych bunéénych liniich rakoviny prsu. NCI/ADR-RES byly inkubovany se
[**C]paclitaxelem 30 a 60 min v pfitomnosti derivatd flavonoidt (10 pM) nebo DMSO
(0.1%) jako kontrolou. Data jsou znazornéna jako prumérné hodnoty a rozptyl (n = 2) a

vyjadfena v procentech stimulované akumulace. Za statisticky vyznamné jsou povaZovany
podle oboustranného Studentova ttestu vysledky s hodnotami *p < 0.05 a **p <0.01.
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Sest iginnych derivati flavonoid bylo sledovano z hlediska moZné inhibice effluxu
["*Clpaclitaxelu v NCI/ADR-RES resistentni bun&tné linii. Flavonoidy CB-287, CB-284,
CB-285 a ML-50 mirné inhibovaly efflux [”C]paclitaxelu, latky A-12 a CB-436 nemély
na efflux zadny vliv (obr.15).

Obr.15:

Vliv vybranych syntetickych derivata flavonoidi na efflux ['*C]paclitaxelu z NCI/ADR-
RES bunék. Buriky byly inkubovany se [”C]paclitaxelem 120min a nasledné byl sledovan
efflux po 15 a 30min v pfitomnosti derivati flavonoidi (10uM) nebo DMSO (0.1%) jako
kontrolou. Vysledky jsou prezentovany jako primémé hodnoty a rozptyl n = 2) a
vyjadfeny v % zbytkové aktivity ['4C]paclitaxelu ve sledovanych intervalech effluxu. Za
statisticky vyznamné jsou povaZovany vysledky s hodnotami rozdilu od 100% akumulace
*p<0.05 a ***p<0.01 s vyuzitim Studentova ttestu.
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Ctyfi nejvhodnéjsi moduldtory P-gp CB-287, CB-284, CB-285 a ML-50 byly také
sledovany z hlediska jejich vlivu na transport ['*C]paclitaxelu MDA-MB-435 sensitivnimi
burikami. Na rozdil od NCI/ADR-RES bunék, zde dochazelo ke sniZeni akumulace
['4C]paclitaxelu a naopak stimulaci jeho effluxu témito latkami, jak je zndzorn€éno na
obr.164-B. Nalezeny protichidny vysledek ptsobeni syntetickych derivati flavonoida
muZe znamenat jejich pisobeni na rizné transportni proteiny podilejici se na transportu
paclitaxelu v obou typech bunéénych linii. Zaroveii se tak ukazuje, jak velky vyznam ma
stanoveni exprese genll, zvlast¢ téch, které prispivaji k rozvoji resistence, protoze ureni
jejich exprese v nadorovych burikach napomtize ve vybéru nejvhodnéjsich 1é€iv a pouZiti
vhodnych moduldtori membranovych transportéri podle individudlni exprese gent.
Rozdilné chovéni derivati flavonoidd podporuji rovnéZ vysledky stanoveni cytotoxicity
samotnych derivatli v obou typech buné¢nych linii. Zatimco v NCI/ADR-RES bunéénych
liniich neptsobi samy o sobé flavonoidy cytotoxicky, v MDA-MB-435 jsou vSechny
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s vyjimkou ND-285 se signifikanci p<0.05 cytotoxické. Z hlediska chemické struktury jsou
vSechny uc¢inné derivaty flavonoidd velmi hydrofobni methoxyaurony. Praveé tyto latky se
zdaji byt nejvhodnéj$imi modulatory transportni funkce P-gp s potencidlnim vyuZzitim pii

vyskytu resistence nadorovych bun¢k zptisobené nadmémou expresi P-gp.

Obr.16: Vliv derivati flavonoidii na akumulaci (A) a efflux ["*C]paclitaxelu (B) v MDA-
MB-435 lidskych sensitivnich bun€k rakoviny prsu. Buiiky byly inkubovéany v pfitomnosti
derivati flavonoidd (10uM) nebo DMSO (0.1%) jako kontrolou. Vysledky jsou
prezentovany jako primérmé hodnoty a rozptyl (n = 2). Za statisticky vyznamné jsou
povazovany vysledky s hodnotami rozdilu od kontroly *p<0.05 a ***p<0.01 s vyuZitim
Studentova t’testu.
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4.4. /n vivo ucinky klasickveh taxanu na  T-bunééné Ilvmfomy
v modelovém organismu potkana

Paclitaxel a docetaxel jsou v terapii vyuZivany pfedev§im u karcinomi prsu, vajeénikd a
bronchogennich karcinomi. Vzhledem k jejich unikatnimu mechanismu u¢inku a silné
protinaddorové aktivit¢ jsou ovSem sledovany i dal§i mozné aplikace téchto 1éCiv.
V predkladané praci byl sledovan ug¢inek taxant a jejich kombinaci na T-bunééné lymfomy
v organismu laboratorniho Sprague-Dawley/Cub potkana pouZitého jako zvifeci model
tohoto typu hematologickych nadorti. T-bunéénych lymfomy jsou ve své podstaté maligni
expansi klont atypickych T-lymfocyti projevujici se jako akutni lymfocytarni maligni
leukémie.['™ "> V predkladané studii byly sledovany hladiny taxand v krvi potkand, jejich
vliv na t€lesnou véahu, pteZiti a dva hlavni parametry nadori velikost a vahu. Oba
sledované klasické taxany maji stejny mechanismus u¢inku, ale pisobi kazdy v jiné fazi

bunécného cyklu. Paclitaxel ovliviiuje butiky v G2/M interfazi, zatimco docetaxel pisobi
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v S fazi.® Na zakladé tohoto pusobeni v riznych fazich buné&éného cyklu bylo sledovano,
zda je kombinace obou lé¢iv G¢innéjsi na T-bunééné lymfomy neZ podani jednoho taxanu

a tim potencialné vyuzitelna v protinadorové terapii T-buné¢nych lymfomi.

4.4.1. Sledovini hladiny taxanu a jejich metabolitu v krvi potkanu po ip. podani

v organismu potkana

Hladiny paclitaxelu a docetaxelu byly sledovany pomoci HPLC ze vzorku krve (200uL)
odebranych v ¢asovych intervalech 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300 a 360min po i.p.
aplikaci taxanu. Potkani byli rozdéleni do étyt skupin po Etyfech potkanech podle zpisobu
davkovani taxani (viz.kap.3.5); Lsk. (i.p. paclitaxel 20mg/kg), Il.sk. (i.p. docetaxel
20mg/kg), II1.sk. (i.p. paclitaxel 3x tydn€¢ 6mg/kg + 1x 20mg/kg) a IV.sk. (i.p. docetaxel 3x
tydné 6mg/kg + 1x 20mg/kg). Zjisténé hladiny taxani v krvi potkani jednotlivych skupin
(uM) v pribéhu ¢asu jsou znazornény na obr.174,B. Ve skupinach L. a II., kde byla pouZita
pouze jedna davka taxant byly dosaZzené hladiny pro paclitaxel i docetaxel podobné a
dosahovaly 1.3uM koncentrace, ovéem v pfipadé podani docetaxelu bylo takto vysokych
hladin dosaZeno diive. Opakované davkovani paclitaxelu (skupina III.) vedlo ke sniZeni
hladin paclitaxelu v krvi potkanti, zatimco opakované davkovani docetaxelu nemélo na
jeho dosazené hladiny v krvi vliv. Kromé samotnych taxanti byly pomoci HPLC
detekovany po i.p. podani paclitaxelu také velmi minoritni piky (plocha 0.1% plochy
taxanu) odpovidajici tfem metabolitim, z nichZ dva byly identifikovany HPLC-MS jako
C3’-hydroxypaclitaxel a deacetylpaclitaxel. Po i.p. podani docetaxelu byly HPLC
detekovany tfi hydroxyderivaty docetaxelu vznikajici opét ve velmi malych mnoZstvich.
Obr.17: Hladiny paclitaxelu a docetaxelu v krvi podavanych i.p. v riznych davkovych
schématech &tyfem skupinam potkand s T-bunéénymi lymfomy. (A) I.skupina (i.p.
paclitaxel 20mg/kg) a Ill.skupina (i.p. paclitaxel 3x tydné 6mg/kg + 1x 20mg/kg). (B) II.

skupina (i.p. docetaxel 20mg/kg), a IV.skupina (i.p. docetaxel 3x tydné 6émg/kg + 1x
20mg/kg). Data jsou vyjadfena jako pruimémé hodnoty + SD ze tyt nezavislych méfeni.
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4.4.2. Studium viiva taxanu a jejich kombinaci na rozvoj T-bunéénveh Ivmfomu in

vivo v modelovém organismu potkana

Po i.p. aplikaci taxani a jejich kombinaci v riznych davkovych schématech byly
sledovany parametry tykajici se lymfomu jako je jejich velikost a vdha a také byla
sledovana doba pieziti potkanid. Potkani byli rozdéleni do péti skupin po péti potkanech
podle zpiusobu davkovani taxant (viz.kap.3.5); Lskupina (kontrolni), II. Skupina ( i.p.
paclitaxel 1x tydné davky 10, 6, 6 a 6mg/kg), IIL.skupina (i.p. docetaxel 1x tydné& davky 10,
6, 6 a 6mg/kg), IV.skupina (kombinace: i.p. docetaxel 10 a 6mg/kg a nasledné i.p.
paclitaxel 2 x 6mg/kg) a V.skupina (kombinace: i.p. paclitaxel 10 a 6mg/kg a nasledné i.p.
docetaxel 2 x 6mg/kg).

Sledované parametry;

e Velikost lymfomu: Subkutanni lymfomy se objevily u potkanli nejpozdéji 17 den
po inokulaci a rostly aZ do 34. dne, kdy dosahly primérné velikosti v kontrolni
skuping 23cm?. Ve skupinach potkant, kde byly podany taxany, doslo k redukci
velikosti lymfomi (obr.18). Nejmensi byly lymfomy ve IIl.skupiné potkani, kde
byl pouzit samotny docetaxel, ktery je tak jasné u¢inn&j§im cytostatikem pro T-

bunééné lymfomy nez paclitaxel.
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Obr.18:
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docetaxel 1x tydné€ davky 10, 6, 6 a 6mg/kg), IV.skupina (kombinace: i.p. docetaxel 10 a
6mg/kg + i.p. paclitaxel 2 x 6mg/kg) a V.skupina (kombinace: i.p. paclitaxel 10 a 6mg/kg
+ i.p. docetaxel 2 x 6mg/kg). Uvedené hodnoty jsou vyjadfeny jako primérna velikost

lymfomu + SD z péti potkani v jedné skuping.

o Viha lymfomi: véha lymfomu byla signifikantné niZ$i mezi 24. a 34. dnem po

inokulaci lymfom@ pouze ve dvou skupinach potkant. Slo o IILskupinu, kde byl

aplikovan pouze docetaxel a o IV.skupinu, kde byla aplikovany kombinace dvou

davek docetaxelu nasledované dvéma davkami paclitaxelu. V téchto dvou

skupinach doslo také k vyznamné redukci velikosti nadori oproti kontrolni

skupiné.

e Viiv taxanu na prefiti potkaniu: viechna zvifata v kontrolni skupiné Zila jesté 20

den po inokulaci lymfomi a posledni z potkanti uhynul 48 den po inokulaci.

V3echny ostatni skupiny potkani, kde byly pouZity taxany pteZivaly déle nez

kontrolni skupina (Tabulka 20), pfiCemz potkani IIl.skupiny, kde byl aplikovan

pouze docetaxel pieZivali nejdéle.

Tabulka 20: PreZiti péti riznych skupin potkanii s inokulovanymi T-bunécnymi lymfomy;
Iskupina (kontrolni), II. skupina ( ip. paclitaxel Ix tydné ddvky 10, 6, 6 a 6mg/kg),
Il skupina (i.p. docetaxel 1x tydné davky 10, 6, 6 a 6mg/kg), IV.skupina (kombinace: i.p.

docetaxel 10 a 6mg/kg +
paclitaxel 10 a 6mg/kg + i.p. docetaxel 2 x 6mg/kg).

i.p. paclitaxel 2 x 6mg/kg) a V.skupina (kombinace: i.p.
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Visledky a diskuse

Priamérny podet

Statisticky vyznamné

Skupm? MnoZstvi Uhynuti dni pFeZiti rozdtl): v piei‘m"
potkani , : . potkani jednotlivych
. sledovanych  posledniho potkant oproti . .
(dle aplikace o , ] sledovanych skupin
. potkanit  potkana (dny) kontrolni o e :
taxanu) . viadi kontrolni
skupiné . 8
skupiné
L.LKontrolni 20 48 - -
IL.Paclitaxel 41 66 21 p=0.05
91 — dva potkani, 35
IIL.Docetaxel 55 180° — posledni p=0.01
potkan
91 - dva potkani,
IV.Docetaxeh 45 180° — posledni 25 p=0.05
Paclitaxel potkan
V.Paclitaxel+
41 77 21 =0.06
Docetaxel P

*statisticka vyznamnost rozdilii pfeZiti potkant jednotlivych skupin vi¢i kontrolni skuping
byla zji§tovana oboustrannym Studentovym t’testem. btyto potkani byli stale zdravi a bez
vyskytu lymfomu

Jako dal$i mozné davkové schéma byla pouzita opakovana pétidavkova i.p. aplikace
paclitaxelu nebo docetaxelu. Opét byli potkani rozdéleni do skupin po 3esti potkanech
podle zptisobu davkovani taxani (viz.kap.3.5); L.skupina (kontrolni), Il.skupina (i.p.
paclitaxel 10, 6, 6, 6 a 6mg/kg), Ill.skupina (i.p. docetaxel 10, 6, 6, 6 a 6mg/kg). V
kontrolni skupin€¢ se objevily lymfomy po 17 dnech po inokulaci bun€k lymfomu,
v prub¢hu 17 — 20 dne se objevily lymfomy v II.skuping, kde byl aplikovan paclitaxel. Ve
III.skupiné, kde byl aplikovan docetaxel se vyvinuly lymfomy pouze u dvou ze Sesti
potkanti. Vaha lymfomu byla po 32 dnech po inokulaci v kontrolni skupin€ 10.3 + 2.1g, ve
IL.skuping (i.p. paclitaxel) byla vaha jednozna¢né niZ§i 4.7 + 2.2g se signifikanci oproti
kontrolni skupiné¢ p<0.05. Nejniz8i vaha lymfoma byla nalezena ve tfeti skupin€ (i.p.
docetaxel) pouze 3.2 + 2.4 se signifikanci oproti kontrolni skupiné p<0.05. Fakt, Ze u 2/3
sledovanych potkanu se po i.p. aplikaci docetaxelu viibec lymfomy nevyvinuly ukazuje
vétsi ucinnost docetaxelu na tento typ nadord a jeho potencialni vyuZiti v terapii T-
buné&¢nych lymfomu. Pt posuzovani kombinované terapie obéma taxany bylo zjisténo, Ze
ucinky samotného docetaxelu jsou vét$i nez pii pouziti v kombinaci s paclitaxelem.
Kombinace taxanti pisobicich v riznych fazich bunééného cyklu tedy nevedou k zesileni

vzajemnych G€inkid taxant na T-bunééné lymfomy.
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S.ZAVER
Poznatky ziskané vramci predkladané disertatni prace pfispivaji k rozsifeni znalosti
v oblasti metabolismu a transportu taxani a moZnych ovlivnéni té€chto procest. Pfinasi
zarovenl informace o metabolickych pfeménach a transportu novych syntetickych analogt

klasickych taxant jako potencialnich protinadorovych 1é€iv.

e Detailni studium metabolismu klasickych taxani, stanoveni mezidruhovych rozdili

metabolismu a detekce nového metabolitu paclitaxelu

Byla sledovana in vitro pfeména paclitaxelu a docetaxelu jaternimi mikrosomalnimi
frakcemi potkana, prasete, miniprasete a ¢lovéka. Pfeména paclitaxelu byla ve sledovanych
Zivo€iSnych druzich kvalitativné i kvantitativné velmi odli$nd. V mikrosomélnich systémech
potkani byly nalezeny a identifikovany ¢&tyfi metabolity: hlavni C3’-hydroxypaclitaxel,
minoritni C2-hydroxypaclitaxel, dihydroxypaclitaxel a nov€ objeveny neznamy
hydroxypaclitaxel, ktery dosud nebyl v literatufe popsén. V jaternich mikrosomalnich
systémech prasat a miniprasat neznamy OHPCT piedstavoval 95% z celkového mnozZstvi
metaboliti paclitaxelu. C3’-hydroxypaclitaxel byl minoritnim metabolitem stejné jako C2-
hydroxypaclitaxel, ktery vznikal pouze v jaternich mikrosomech miniprasat. V lidskych
jaternich mikrosomech byly pti sledovani metabolismu paclitaxelu nalezeny tfi metabolity:
hlavni lidsky metabolit 6a-OHPCT, jen nebyl detekovan v Zadném jiném sledovaném
ZivoCiSném druhu. Nejvhodnéj§im in vitro experimentilnim modelem pro studium
metabolismu paclitaxelu jsou tedy pouze jaterni mikrosomy ¢lovéka.

Metabolicky profil docetaxelu byl na rozdil od paclitaxelu ve vSech sledovanych
Zivo¢isnych druzich shodny. Hlavnim metabolitem byl hydroxydocetaxel nasledovany dvéma
minoritnimi metabolity odpovidajicimi strukturou diastereoisomernim

hydroxyoxazolidinonim A a B.

o Identifikace forem cytochromu P450 zodpovédnych za tvorbu jednotlivych metaboliti
paclitaxelu a docetaxelu
Pfi studiu Zivo€isnych forem interagujicich s paclitaxelem a docetaxelem byly jako
modelové enzymové systémy pouZity mikrosomdlni frakce potkanii premedikovanych
znamymi induktory jednotlivych forem cytochromu P450 a v dal$im pfibliZzeni téZ lidské
rekombinantni cytochromy P450 v ramci rekonstituovaného systému a specifické inhibitory

konkrétnich isoforem cytochromu P450. Z potkanich mikrosomalnich preparat tvofily
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vSechny identifikované metabolity paclitaxelu a docetaxelu nejvy3si rychlosti mikrosomy
potkani premedikovanych PCN (induktor CYP3A1/2), coZ dokéazalo uast podrodiny
CYP3A1/2 na metabolismu paclitaxelu in vitro mikrosomy potkana. Ugast CYP3A podrodiny
na metabolismu paclitaxelu u vSech sledovanych Zivo&isnych druht potvrdila inhibice
metabolismu paclitaxelu v jaternich mikrosomech potkant, prasat. miniprasat a ¢lovéka
troleandomycinem jako specifickym inhibitorem CYP3A podrodiny cytochromu P430.
V neposledni fadé¢, v sérii lidskych cDNA exprimovanych cytochromti P450 (CYP1A2, 1B1,
2A6, 2C9, 2E1 a 3A4) byl aktivni pouze CYP3A4, ktery metabolisoval paclitaxel na C3°'-
OHPCT a C2-OHPCT, coz potvrdilo vyznamnou Glohu CYP3A4 na metabolismu paclitaxelu
v lidském organismu. V lidskych jaternich mikrosomech byla navic prokazana vyznamna role
CYP2C8 na tvorb€ hlavniho lidského metabolitu 6a-OHPCT, ktera byla vyznamne

inhibovéna silnym inhibitorem tohoto lidského enzymu fisetinem.

e Detailni studium metabolismu novych syntetickych analogu klasickych taxani: SB-T-
1103, SB-T-1214 a SB-T-1216, wurceni mezidruhovych rozdilii metabolismu a
identifikace forem cytochromu P450 ucastnicich se metabolismu novych taxanu

Byla sledovana dosud zcela neznama in vitro pteména tfech novych taxanovych analogi
jaternimi  mikrosomalnimi frakcemi nepremedikovaného potkana, PCN-indukovaného
potkana, prasete, miniprasete, Clovéka a rovnéZz sérii lidskych c¢cDNA exprimovanych

cytochromti P450 v ramci rekonstituovaného systému. SB-T-1103 byl metabolisovan na 11

produkti oznaCovanych M1-M11, SB-T-1214 na 9 metabolitu oznacovanych M1-MY a SB-1-

1216 tvofil 8 metabolith M1-M8. Metabolicky profil vSech tii novych taxani vykazoval

zna¢né odlis$nosti v PCN-indukovanych mikrosomech potkana, kde diky zvySenému mnoZstvi

CYP3A1/2 vibec nevznikaly nékteré minoritni metabolity a na druhé strané obvyklé majoritni

metabolity byly dale oxidovany. Tyto vysledky potvrdily roli CYP3A podrodiny

v metabolismu SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216. Ze série lidskych cDNA exprimovanych

CYP1A2, 1B1, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4 se ucastnil metabolismu novych taxanli pouze CYP3A4,

ktery se podilel na vzniku vSech majoritnich metabolitd novych taxant a je tak vyznamnym

cytochromem P450 t¢astnicim se metabolismu taxanovych analogli SB-T-1103, SB-T-1214 a

SB-T-1216.

e Stanoveni fenolickych antioxidantit jako inhibitorii metabolismu klasickych taxanii

paclitaxelu a docetaxelu
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Pomoci inhibiénich experimentii bylo prokdzano, Ze nékteré fenolické antioxidanty
ptirodniho pGvodu ovliviiuji metabolismus paclitaxelu in vitro mikrosomalnimi systémy
potkana a €loveka. U takto ucinnych latek byly stanoveny jejich ICsg a pro nejvice u¢inné také
inhibi¢ni konstanta a typ inhibice. Neju€inn€j$imi latkami inhibujicimi metabolismus
paclitaxelu v mikrosomadlnich systémech potkana a ¢lovéka byly resveratrol a fisetin. Z
dalsich fenolickych antioxidantti inhibovaly pfedev§im tvorbu hlavniho lidského metabolitu
60-OHPCT katalyzovanou CYP2C8 morin, kvercetin a mirn€ pisobici naringenin. V pfipadé
docetaxelu byla v lidskych jaternich mikrosomech inhibovana tvorba hlavniho metabolitu
docetaxelu hydroxydocetaxelu kvercetinem, oviem jen mimé. Sledované fenolické
antioxidanty tedy G¢inné inhibuji pfedev§im enzymatickou aktivitu lidského CYP2CS,

zatimco aktivita lidského CYP3A4 je ovliviilovana mnohem mén¢.

e Stanoveni cytotoxicity a transportu klasickych taxani v lidské sensitivni bunééné linii

rakoviny prsu a linii resistentni vii adriamycinu

Vzhledem k €astému rozvoji resistence nadorovych bun€k viéi taxantim byl sledovan
transport a cytotoxicita klasickych taxani v lidské bunééné linii rakoviny prsu MDA-MB-
435, ktera je sensitivni viiéi cytostatikim a NCI/ADR-RES linii resistentni vii¢i adriamycinu.
Tyto dvé linie se 1i§i expresi nékterych membranovych ABC transportnich proteind zejména
expresi P-glykoproteinu, ktery je v nadmémé mife exprimovan v resistentnich liniich, zatimco
uplné chybi v sensitivnich burikach. Klasické taxany paclitaxel a docetaxel byly 1000x
respektive 600x cytotoxi¢t&jsi v sensitivnich nadorovych burikach. Zna¢né rozdilny byl také
transport obou sledovanych klasickych taxani. Akumulace paclitaxelu a docetaxelu byla
fadov€ vys$8i sensitivnimi bufikami rakoviny prsu a naopak dochazelo k vyznamné
rychlej$imu vyplavovani paclitaxelu zresistentnich bun€k.  PouZitd bunéfna linie
s prokazanou resistenci vi¢i adriamycinu je tedy zna¢né resistentni rovnéZ vici klasickym
taxanim. Také bun&né procesy indukce apoptosy vyvolané pisobenim taxant se liily
v sensitivni a resistentni buné&né linii rakoviny prsu. Taxany vobou liniich aktivovaly
kaspasy-9 a -3, ale pouze resistentni buiiky vyplavovaly cytochrom ¢ z mitochondrii jako pti
klasické mitochondrialni indukci apoptosy. Tento vysledek naznacuje odliSny mechanismus

indukce buné¢né smrti vyvolané taxany ve sledovanych typech nadorovych bun€k

e Studium cytotoxicity a transportu novych taxanovych analogi v lidské sensitivni

bunééné linii rakoviny prsu a linii resistentni vici adriamycinu
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Cytotoxicita a transport byly sledovany stejné jako v piipadé¢ klasickych taxani v lidskych
sensitivnich (MDA-MB-435) a resistentnich (NCI/ADR-RES) buiikach rakoviny prsu. Na
rozdil od paclitaxelu a docetaxelu byla ovSem cytotoxicita i akumulace v3ech tfech
sledovanych derivati taxant (SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216) stejna v sensitivnich i
resistentnich burikach, ¢imZ byla dokadzana citlivost resistentnich nadorovych bunék rakoviny
prsu vuéi témto potencidlnim léCiviim, které by se tak mohly stit vhodnou léEebnou
alternativou v pfipadech rozvoje resistence nadord prsu vié€i klasickym taxanim dané

vysokou expresi P-glykoproteinu.

o Verapamil a nékteré syntetické derivdty flavonoidia ucinné ovliviiuji transport

paclitaxelu v lidské sensitivni a resistentni bunécné linii rakoviny prsu

Byl sledovan vliv verapamilu a série tfinacti syntetickych derivatd flavonoidd s velkou
vazebnou afinitou k P-glykoproteinu jako moZnych moduldtori transportni funkce P-
glykoproteinu zodpovédné za resistenci. Verapamil byl ufinnym inhibitorem transportu
zodpovédného za resistenci vi¢i paclitaxelu v prsnich nadorovych buiikach. Na druhou
stranu, v sensitivni buné¢né linii zvySoval vyplavovani paclitaxelu a tim by mohl pravé
vtomto typu bunék sniZovat U€inek zminéného cytostatika. Ze syntetickych derivatd
flavonoidii celkem Sest derivati silng zvySovalo akumulaci ['*C]paclitaxelu v resistentnich
burikach rakoviny prsu v tomto pofadi: CB-287 2 ML-50 > CB-284 = CB-285 > CB-436 >
A-12. Flavonoidy CB-287, CB-284, CB-285 a ML-50 inhibovaly zarovenl i vylu¢ovani
[*C]paclitaxelu z resistentnich bunek. V sensitivni bun&né linii byl @&inek téchto

flavonoidti opa¢ny, coZ pfedstavuje zajimavy vysledek z hlediska mechanismu transportu.

o In vivo ucinky taxanit na T-bunééné lymfomy v modelovém organismu laboratorniho
potkana
Byly sledovany aplikace paclitaxelu, docetaxelu a jejich kombinaci v riznych davkovych
schématech na T-buné¢né lymfomy implantované laboratornimu potkanu. Ze vSech
sledovanych davkovych schémat neju¢inngji plsobil opakované podavany docetaxel, ktery
byl u¢inn&j§i neZ paclitaxel nebo jejich vzajemnd kombinace. Docetaxel je tak vhodnym
potencialnim lé¢ivem v terapii T-bunénych lymfomi. Kombinace taxanti putsobicich
v riznych fazich bunééného cyklu naopak nevedou k zesileni vzajemnych G¢inkid taxani na

T-bunééné lymfomy.
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