SAAVER
Pornatky ziskané vramei pfedkladané disertalni prace pfispivaji k rozdifeni znalosti
v oblasti metabolismu a transportu taxand a modnych ovlivngnl téchto procesl. PFinasi
zaroven informace o metabolickych pfeménach a transportu novych synteticky¥ch analogi
klasickych taxani jako potencidlnich protinddorovych lé€iv.

*  Detailni studium metabolismu klasickych taxani, stenoveni metidrubovych rozdilia
metabolismu a detekce novéko metabolitu paclitaxelu

Byla sledovdna im vitro pfeména paclitaxelu a docetaxelu jaternimi mikrosomalnimi
frakcemi potkana, prasete, miniprasete a &lovEka. Pfeména paclitaxelu byla ve sledovanych
Zivodiinych druzich kvalitativnd i kvantitativid velmi odliSnd. V mikrosomalnich systémech
potkand byly nalezeny a identifikovény &yfi metabolity: hlavnd C3 -hydroxypaclitaxel,
minoritni  C2Z-hydroxypaclitaxel, dihydroxypaclitaxel a mnovE objeveny nezndmy
hydroxypaclitaxel, kiery dosued nebyl v liferatufe popsian. W jatemich mikrosomdlnich
systémech prasat a miniprasat neznamy OHPCT pedstavoval 95% z celkového mnodstvi
metabolith paclitaxelu. C3"-hydroxypaclitaxel byl minorimim metabolitem stejné jako C2-
hydroxypaclitaxel, kiery vemikal pouze v jaternich mikrosomech miniprasai, WV lidskych
jaternich mikrosomech byly pfi sledovani metabolismu paclitaxelu nalezeny tfi metabolity:
hlavni lLidsky metabolit 6a-OHPCT, jeb ncbyl detckovian v Zadném jindm sledovaném
Fivodisném druhu. MNejvhodndjSim in vitro experimentilnim modelem pro  studium
metabolismu paclitaxelu jsou tedy pouze jaterni mikrosomy Elovéka.

Metabolicky profil docetaxelu byl na rozdil od paclitaxelu ve viech sledovanych
Zivodiinych drurzich shodny. Hlavnim metabolitem byl hydroxydocetaxel nédsledovany dvéma
minoritnimi metabolity odpovidajicimi strukturou diastereoisomemim
hydroxyoxazolidinonim A a B.

*  ldentifikace forem cytochromu P450 godpovédnich za tvorbu jednotlivich metaboliti
paclitaxelu a docetaxelu
Pii studiu #volisnych forem interagujicich s paclitixelem a docetaxelem byly jako
modelové emzymové systémy poufity mikrosomdini frakce potkant premedikovanych
mamymi induktory jednotlivich forem cytochromu P450 a v dalsim pfibliZeni téZ lidské
rekombinantni cytochromy P450 v rdmei rekonstituovaného systému a specifické inhibitory
konkrétnich isoforem cytochromu P450. Z potkanich mikrosomdlnich preparath tvofily
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viechny identifikované metabolity paclitaxelu a doeetaxelu nejvy3si rychlosti mikrosomy
potkant premedikovanych PCN (induktor CYP3AL/Z), coi dokdzalo éast podrodiny
CYP3A1/2 na metabolismu paclitaxelu in vitrro mikrosomy potkana. Utast CYP3A podrodiny
na metabolismu paclitaxelu u viech sledovanych Zivefidnych druhd potvedila inhibice
metabolismu paclitaxely v jaternich mikrosomech potkant, prasat, mumiprasat a clovéka
troleandomycinem jako specifickym inhibitorem CYP3A podrodiny cytochromu P430.
V neposledni Fadg, v sérii lidskych cDNA exprimovanych cytochrom P450 (CYPLAZ, 1B1,
2A6, 209, 2E1 a 3A4) byl aktivni pouze CYP3IA4, ktery metabolisoval paclitaxel na C3'-
OHPCT a C2-OHPCT, coz potvrdilo viznamnou dlohu CYP3A4 na metabolismu paclitaxelu
v lidském organismu. W lidskych jaternich mikrosomech byla navic prokézana viznamna role
CYP2CE na tvorbé hlavniho lidského metabolitu 6o-OHPCT. ktera byla vy enamne

inhibovana silnym inhibitorem tohoto lidského enzymu fisetinem

= Detailnf studivm metabolismu novich syntetickych analogi klasickych taxani: SB-T-
1103, SB-T-1214 a SB-T-1216, wréeni mezidrahovich rozdili  mefabolismu o
identifikace forem cytochroni P45U déastnicich se metabolismiu novych faxanu
Byla sledoviana dosud zeela neznama in vitro pfeména trech novych taxanovych analogih
jaternimi  mikrosomalnimi  frakcemi  nepremedikovaného  potkana, PCN-indukovaného
potkana, prasete, miniprasete, &lovéka a rovnd® sdrid lidskych <DNA exprimovanych
cytochromi P430 v rimei rekonstituovaného systému. SB-T-1103 byl metabolisovan na 11
produktd oznaéovanych MI-M11, SB-T-1214 na 9 metabolitu cenatovanyels M 1-0Y o SEB- -
1216 wvofil 8 metabolith MI-M8. Metabolicky profil viech 18 novich taxand vykazoval
znatné odlidnostt v PCN-indukovansch mikrosomech potkana, kde diky zvyienému mnozstvi
CYP3A L2 vithee nevznikaly nékteré minoritni metabolity a na druhé strané obvyklé majoritni
metabolity byly dale oxidovany. Tyto wvysledky potvrdily roli CYP3A  podrodiny
v metabolismu SB-T-1103, SB-T-1214 a SB-T-1216. Ze série lidskyvch cDNA exprimovanych
CYP1AZ, 1BL, 2A6,2C9, 2E] a 3A4 se utastnil metabolismu novych taxani pouze CYP3A4,
ktery se podilel na vzniku vSech majoritnich metabolith novych taxanid a je tak vyznamnym
cytochromem P450 Géastnicim se metabolismu taxanovich analogh SB-T-1103, SB-T-1214 a
5B-T-1216.

o Stanoveni fenolickich amtioxidanti jake inhibitort metabolissu klasickych tacani

pactitaxefn a decetaxeln
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Pomoci inhibiénich experimentii bylo prokézino, #e nékteré fenolické antioxidanty
pirodniho pivodu ovliviiuji metabolismus paclitaxelu in vitro mikrosomélnimi systémy
potkana a Elovéka. U takto Gfinnych latek byly stanoveny jejich ICy a pro nejvice Géinné také
inhibiéni konstanta a typ inhibice, Nejodinngjsimi latkami  inhibujicimi  metabolismus
paclitaxelu v mikrosomélnich systémech potkana a E&lovEka byly resveratrol a fisetin. 2
dalfich femolickych antioxidantd inhibovaly pfedeviim tvorbu hlavniho lidského metabolitu
6a-OHPCT katalyzovanou CYP2CE morin, kvercetin a mirné piisobic naringenin. V pfipadé
docetaxelu byla v lidskych jaternich mikrosomech inhibovana tvorba hlavnihe metabolitu
docetaxelu  hydroxydocetaxely  kvercetinem, oviem jen mimé. Sledované fenolické
antioxidanty tedy u¢inné inhibuji pfedeviim enzymatickou aktivitu lidského CYP2CE,
zatimeo aktivita lidského CYP3A4 je ovliviiovina mnohem méné,

= Stanoveni cyfotoxicity a fransporti klasickych taxand v lidské sensitivei bunéiné linii

rakoviny prsu a linii resistentni vieéi adriamycinu

Vzhledem k &astému rozvoji resistence nadorovych bunék viéi taxantm byl sledovén
transport a cytotoxicita klasickych taxant v lidské bunéfné linii rakoviny prsu MDA-MB-
4335, ktera je sensitivad vidi cytostatikim a NCIYADR-RES linii resistentni vi8i adriamycinu.
Tyto dvé linie se lisi expresi nékterych membranovych ABC transportnich proteindg zejmeéna
expresi P-glykoproteinw, ktery je v nadmé&né mife exprimovin v resistentnich liniich, zatimeo
dplné chybi v sensitivnich bufikich. Klasické taxany paclitaxel a docetaxel byly 1000x
respektive 600x cylotoxidtéjsi v sensitivnich nadorovich buikdch. Znafné rozdilny byl také
transport obou sledovanych klasickych taxand, Akumulace paclitaxelu a docetaxelu byla
fadové vyESi sensilivmimi bufkami rakoviny prsu a naopak dochidzelo k viznamné
rvchlejimu  vyplavovani paclitaselu 2 resisteninich  bunik. Poufitd bunéfni linie
5 prokdzanou resistenci viidi adriamycinu je tedy znaéné resistentni rovnéZ viedi klasickym
taxanim. Také bunééné procesy indukce apoptosy vyvolané plsobenim taxand se li3ily
v sensitivii a resistentni bund&né linii rakoviny prsu. Taxany vobou liniich aktivovaly
kaspasy-9 a -3, ale pouze resistentni busiky vyplavovaly cytochrom ¢ z mitochondrii jako pfi
klasické mitochondridlnd indukci apoptosy. Tento visledek narnafuje odliSny mechanismus
indukce bunééné smrti vyvolané taxany ve sledovanych typech nadorovich bunék

o  Studium cytetoxicity a fransportn novich faxanovich analogi v lidské sensitivai
burdiné linii rakoviny prsu a linii resistentni vidi adriarmycinu
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Cytotoxicita a transport byly sledoviny stejné jako v piipad® klasickych taxant v lidskych
sensitivnich (MDA-MB-435) a resistentnich (NCUADR-RES) bufikich rakoviny prsu. Na
rozdil od paclitaxelu a docetaxelu byla oviem cytotoxicita i akumulace viech tfech
sledovanych derivatl taxant (SB-T-1103, 5B-T-1214 a SB-T-1216) stejna v sensitivnich i
resistentnich burikach, ¢im2 byla dokdzdna citlivost resistentnich nadorovych bunék rakoviny
prsu vidi 1&mio potencidlnim lé¢iviim, kieré by se tak mohly stit vhodnou léfebnou
alternativou v pfipadech rozvoje resistence nddort prsu viiéi klasickym taxanim dané
vysokou expresi P-glvkoproteinn.,

« Verapamil a nékteré syntetické derivity flavomoidi iidinné oviiviiuji transport

paclitaxelu v lidské sensithmi a resistenind bunéiné lnii rakoviny priu

Byl sledovan vliv verapamilu a série tfindcti syntetickych derivath flavonoidd s velkou
vazebnou afinitou Kk P-glykoproteinu jako moZnych moduldtord transportni funkee P-
glykoproteinu zodpovédné za resistenci. Verapamil byl Géinnym inhibitorem transportu
zodpovédného za resistenci vO&i paclitaxelu v prsnich nddorovych bufikdch, Na druhou
stranu, v sensitivni bunéné linii 2zvySoval vyplavovini paclitaxelu a tim by mohl pravé
viomto typu bunék sniZovat Gfinek zminéného cytostatika, Ze syntetickych denvito
flavonoidd celkem Sest derivath silné zvySovalo akumulaci [''Cpaclitaxelu v resistentnich
bufikéch 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 zdroven i vyludowvini
["C]paclitaxelu z resistentnich bungk. V sensitivni bunné linii byl Glinek  tichto
flavoneidd opadény, coZ pfedstavuje zajimavy vysledek z hlediska mechanismu transportu.

» [In vivo Gfinky toxand na T-bundiné lymfomy v modelovéim organismu laboratorniko
potkana

Byly sledoviny aplikace paclitaxelu, docetaxelu a jejich kombinaci v riznych davkovych
schématech na T-bunéfné lymfomy implantované laboratornimu potkanu, Ze viech
sledovanych davkovych schémat nejtidinngji plsobil opakovang podivany docetaxel, ktery
byl G¢inn&j& ne? paclitaxel nebo jejich vzdjemnd kombinace. Docetaxel je tak vhodnym
potencidlnim lédivem vierapii T-bunéénych lymfomi. Kombinace taxani pisobicich
v riiznych fazich bun&iného cyklu naopak nevedou k zesileni vzdjemnych Gfinkd taxant na
T-bunééng lymfomy.
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