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1. UVOD A PREHLED LITERATURY

Nddorovd onemocnéni jsou jednim z nejzdvaznéjSich problémi klinické mediciny.
V sou¢asné dobé jsou (dle tdaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR) pii¢inou
dmrti kazdého ¢tvrtého obéana CR. Tyto civilizaéni choroby postihuji stile niz$i vékové
skupiny. Pro ilustraci obrdzek | ukazuje kazdorocné se zvySujici vyskyt nové vzniklych
onemocnéni (nddorti prst u Zen). Pro uspésnost 1écby je dilezita predevsim véasnd diagndza
nadorového onemocnéni a volba adekvétniho lé¢ebného postupu podle druhu nddoru, jeho

biologickych vlastnosti a riznych prognostickych faktori (Klener, 2002).

C50,D85 - Madory prsu
¥gvoj v Case Obrazek 1

& Incidence Casovy vyvoj hrubé incidence
_*| ® Mortalita . ’ .. .
s b P (pocet novych ptipadu na 100 000

I Reh osob) a hrubé mortality (pocet umrti
“r el na diagnézu na 100 000 osob) pro
karcinom prsu diagnézu v celé
populaci.
R Prevzato z (http://www.svod.cz)
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Pocet pripadd na 100 000 osob

S S YL P ISP T LRI SLES S
SFLFELELEFSEL TS SSFTLSLESES
fnalyzovana data: N(inc)=101937, N(mor)=45619 http://wew .svod.cz

Nérust vyskytu nadorovych onemocnéni oproti minulosti mize byt zpisoben nejen
tim, ze se lidé dozivaji vySSiho véku, ale také se podstatné zménil Zivotni styl, napiiklad
skladba potravy, kterd obsahuje nyni mnohem vice cukrl a tukd. Napt. Willett a kol. (Willett,
1995) odhaduji, Ze strava a Zivotni prostfedi mizou byt zodpovédné az za 50 % ptipadd
nadort prsu, ackoliv pfesna pfi¢ina v ,Zivotnim stylu® zpasobujici toto onemocnéni neni
znama. Lidé jsou déle vystaveni stresu a kontaminantim Zivotniho prostredi ldtkami
s kancerogennim G¢inkem. Nevhodnou stravou a kancerogeny piitomnymi ve vod¢, vzduchu
a potravé je tvoren vySSi pocet iniciovanych nddorovych bunék, nez je pro organismus
prirozené. Imunitni systém pak neni schopen na tuto situaci dostate¢né efektivné zareagovat.
Pocate¢ni kontrolni funkce imunitniho systému (fdze imunitniho dozoru a faze rovnovéhy) je
pfi vyvoji nddoru ztracena a dochézi tak k dniku nddoru z imunitni kontroly. Tento tnik je
samoziejmym predpokladem vyvoje nadoru do stavu klinické detekovatelnosti a je zaloZen na

nddorem indukované imunosupresi a ztraté rozpoznavacich antigennich struktur

z povrchu nadorovych bunék (Hatina, 2005).
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Piestoze u I€kt pouzivanych v klinické praxi by mél byt mechanismus jejich a¢inku
zndm, u vétSiny cytostatik jsou tyto udaje dopliiovany dodate¢né. Jejich pouZiti se zaklada na
empiricky ziskanych udajich o terapeutické Gc¢innosti a toxicité. Mezi protinadorova léciva

s doposud ne zcela objasnénym mechanismem a specifitou G¢inku patii také ellipticin.

1.1. Etiologie a patogeneze nadorového procesu

Nadorové onemocnéni Ize charakterizovat jako neregulovany rist bunék o autonomni
povaze bunéc¢né proliferace spojeny s poruchou kontroly mechanismi a s alteraci bunécné
diferenciace. Nekontrolovany rist vede ke zvétSeni takto postiZzené tkan€, kterd muze
poskozovat okolni struktury invadovat do okoli a metastazovat. (Klener, 2002). Jejich
spolecnym jmenovatelem jsou genetické zmény. U ¢lovéka bylo vridmei dosud
identifikovanych geni nalezeno 902 protoonkogenii (Venter et al., 2001), tedy gent jejichz
patologicka aktivace se mtze uplatnit pti maligni transformaci buriky. Protoonkogeny kéduji
klicové regulacni proteiny (riistové faktory, receptory, proteinkinasy, transkripéni faktory
apod.). Mutace v téchto genech miize vést k expresi onkoproteinii a ndsledné maligni
transformaci bunky. Vedle pfirozené vznikajicich chyb pii replikaci (10° na jedno bun&éné
déleni) mize byt DNA poskozena také plisobenim vnéjsSich faktord. Mezinarodni institut pro
vyzkum rakoviny IARC (International Institute for Research on Cancer, http://www.iarc.fr)
uvadi jiz vice nez 90 prokdzanych kancerogennich faktori vyvolavajicich nadorova
onemocnéni u ¢lovéka (2004). Spole¢nou vlastnosti kancerogent je plsobeni genetickych
zmén, na jejichz zdkladé dochdzi k aktivaci onkogenii nebo inaktivaci antionkogent.

3

,Kokarcinogeny* neboli promotory na rozdil od kancerogent maji schopnost jiZ existujici
genetické zmény prohloubit, ale ne je samostatné vyvolat.

Mezi hlavni faktory zvySujici pravdépodobnost vzniku nadort patii faktory fyzikalni.
Piedevsim zareni (radioaktivni, kosmické, UV a Roentgenovo), nékteré druhy velmi jemnych
pevnych ¢astic (azbestova vldkna, dfevny prach), lokdlni tepelné zmény ¢i chronické drazdéni
tkani nebo sliznice. Déle biologické vlivy, kam patif prfedev§im viry a v omezeném méfitku
nékteré bakteridlni a parazitiri infekce. Odhaduje se, Zze 15 az 20 % nadorl je zpiisobeno
onkoviry. Pusobeni chemickych kancerogeni je ve vétsSiné pripadi vazdino na tvorbu
kovalentnich adukti (kovalentni vazba doty¢né litky nebo jejich metabolitli na bdze ¢i

deoxyribosu DNA), mén¢ castymi modifikacemi jsou apurinace a apyrimidinace DNA, pficné
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propojeni  (,.cross-linking™), tvorba hydroxyderiviti bdzi (oxidativni [éze vyvolané
radikalovymi formami kysliku), vznik cyklickych adukti, interkalitd nebo pyrimidinovych
dimert. Uc¢inkem kancerogenii miize dojit 1 k dalSim chromosomalnim zméndm, jako je

delece, inzerce, inverze, translokace ¢1 amplifikace gend.

1.2. Neuroblastom

Neuroblastom je maligni embryondlni nddor détského véku odvozeny z nezralych a
nediferencovanych bunék neurdlni liSty osidlujicich paravertebralni sympaticka ganglia, dren
nadledviny a paraganglii. Pfiina jeho vzniku neni zndma. Je to nejCastéjSi extrakranidlni
solidni nador détského véku s incidenci, kterd se udava v rozmezi 7 — 10 %. Primérmy vék
v dobé€ stanoveni diagnézy sc pohybuje kolem dvou let (36 % pacientl je mladSich 1 roku,
79 % mladSich 4 let a 97 % pacientd onemocni do 10. roku Zivota), velmi vzicné se
neuroblastom vyskytne 1 u dospélych (Vicha & Eckschlager, 2005). Asi 70 % primamich
nadort vznikd v dutiné bfisni, z nich polovina vychizi z diené nadledviny a polovina z
paraganglii a sympatickych ganglii v briSe, 5 % je lokalizovano do panevni oblasti a
zbyvajicich 25 % vyristd z ganglif kréni a hrudni{ oblasti (Brodeur & Maris, 2002).

Je pro néj charakteristickd znac¢na biologickd variabilita. Nadory nizkého rizika Casto
samovoln¢ regreduji, pripadné spontanné ¢i pri 1€cbé diferencuji v ganglioneuroblastom a
dokonce 1 v benigni ganglioneurom (Vicha & Eckschlager, 2005). Vysoce maligni forma se
vyznacuje mimorddné agresivnim prubéhem s neovlivnitelnou progresi, nador rychle roste a
Casn€ metastazuje - predevS§im do kosti, kostni dfené, miznich uzlin a u nejmenSich déti do
kGize a jater. V dob¢ stanoveni diagndézy maji dvé tretiny pacienti metastazy, které jsou
mnohdy prvnim pfiznakem (Weinstein et al., 2003). Zvlastnosti ,,stagingu™ (ureni rozsahu
onemocnéni) tohoto nadoru je klinické stadium IVS charakterizované nevelkym primarnim
nadorem, metastizami pouze v kostni dfeni, jatrech a/nebo kizi a manifestaci se do jednoho
roku. Pro stadium IVS je charakteristickda dobra progndza (pfeziva vice nez 90 — 95 % déti) a
Casta regrese nebo vyzravani (Pritchard & Hickman, 1994; Brodeur & Maris, 2002).

Existuji prognostické znaky, které umoziuji zafazeni pacienti do rizikovych skupin:
vék v dob¢ stanoveni diagnozy, histologicka klasifikace, exprese receptori trk, DNA ploidie,
amplifikace genu N-myc, delece 1p36 a tfada dalSich deleci a zmnozeni (delece 2q, 3p, 9p,

I1qg, 13q a 14q a zmnozeni 17q). K posouzeni skuteén¢ho prognostického vyznamu komplexu
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faktori je proto vzdy nezbytnd multifaktoridlni analyza ddaji ziskanych v rdmci rozsdhlé

multicentrické studie (Vicha & Eckschlager, 2005).

1.3. Leukemie

Leukemie a lymfomy jsou maligni nddory odvozené od hematopoetickych bunck.
Jedna se o klondlni proliferace bunék krvetvorného systému zastavenych v nékteré fazi svého
vyvoje. Leukemie a lymfomy tvofi heterogenni skupinu onemocnéni, ktera maji odliSné
epidemiologické, histologické, cytologické, imunologické a genetické charakteristiky, a které
se liS§i svymi projevy, stupném malignity i odpovédi na 1é¢bu. V soucasné dobé€ se prakticky
na celém svété pouziva francouzsko-americko-britska klasifikace — FAB.

Akutni leukemie jsou charakterizovany rychlou progresi. Déli se na dvé zakladni
skupiny: akutni myeloblastickou leukemii (AML, akutni nelymfoblastickd leukemie) a

akutni lymfoblastickou leukemii (ALL).

1.3.1. Akutni lymfoblastické leukemie

Postihuji pfevdzné déti, u nichZz tvoii 80 % Tabulka 1
Klasifikace FAB pro akutni leukémie.
vSech leukemii. U dospélych predstavuje pouze 20 % Pievzato z (Klener, 2002).

vSech akutnich leukemii a vyskytuji se spiSe u Akutni nelymfoblastické (ANLL)

starSich pacienti (Eckschlager & Prasa, 2002). MO nediferencované
] ) M1 AML bez vyzravani
Morfologicky se ALL rozdé€luje podle francouzsko- M2 AML s vyzravanim
americko-britské klasifikace (FAB) na skupiny L1, M3 AL promyelocytarni
M4 AL myelomonocytarni
L2 a L3. Skupina L1 byvéa nejcastéji odvozena od B- M4E AL eozinofilni
prekurzori. Tato skupina tvofi prevdZnou Cast M5A AL monoblastoYé
M5B AL monocytova
détskych leukemii. ALL skupiny L2 se vyskytuje M6 erytroleukemie
Castéji u dospélych a zahrnuje prevazné T ALL. M7 ,AL megakgry9cytarm
Akutni lymfoblastické (ALL)
Nejvzacngjsi typ leukemie je skupina L3, kterd L1 ALL prolymfocytarni
zpravidla odpovida zralé B-leukemii (Eckschlager & L2 ALL prolymfoblastova
L3 ALL Burkittova typu

Prisa, 2002).
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1.3.2. Akutni myeloidni leukemie

Tento typ leukemie pievazuje u dospélych, kde tvoif 80 — 85 % vSech akutnich
leukemii u osob starSich 20 let. Progndza se v poslednich letech se zavedenim novych
IéCebnych postupii zlepsila, ale je stile horsi nez u ALL. Kompletni remise lze dosdhnout u 60
— 70 % pacientt, ale pouze méné nez 50 % z nich preziva dlouhodobé. U déti je AML
mnohem vzacnéjsi (15 % vSech leukemii do 18 let). I u déti je prognoza horsi nez u ALL.
Kompletni remise dosdhnou % déti, ale dlouhodobé preziva pouze 25 — 40 %. Podle FAB-
klasifikace, uvedené v tabulce 1, se déli na typy M0-M7. Vyznamnym znakem umoZziujicim

odlisSit AML od ALL je exprese myeloperoxidasy.

1.3.3. Chronické leukemie

Chronicka lymfoidni leukemie (CLL) je lymfoproliferace vznikld klonaln{
proliferaci lymfocytii urcitého stupné vyvoje s postupnym hromadénim nefunkénich
nadorovych lymfocytl v lymfatickych tkdnich uzlin, sleziny, jater, kostni dfen¢ i v periferni
krvi. Tyto patologické lymfocyty postupné nahradi normalni krvetvorbu. Nejcastéjsi je B-
CLL, kde je zastava ve fdzi mezi preB a zralymi B-lymfocyty. CLL je nejcastéjsi leukemi{
v Evropé a v Severni Americe, v asijskych zemich je vzicnid. Maximum vyskytu je nad 50 let
a je Castéj$i u muzi (Eckschlager & Prisa, 2002). Dalsim typem chronické leukemie je
prolymfocytarni (PLL) nebo leukemie z vlasatych bunék (HCL).

HTLV-1 T-leukemie dospélych je onemocnéni, které se vyskytuje prevaziné
v Japonsku, Karibské oblasti a v Africe, v Evropé€ je velmi vzicnd. Postihuje osoby stfedniho
véku. Prognoza onemocnéni je Spatnd, pfeZiti nad jeden rok je vyjimkou. Tato leukemie je
vyvoldna retrovirem HTLV-1.

Chronicka myeloidni leukemie (CML) je klondlni myeloproliferativni onemocnéni
pluripotentni progenitorové buiky s typickou translokaci (Eckschlager & Prisa, 2002).
PostiZzeni byvaji pfevazné lidé nad 50 let, ale juvenilni forma CML se vyskytuje 1 u déti.
Prognéza je viazni, primérné pieziti je 3-5 let. V krvi 1 ve dfeni jsou v chronické fizi
myeloidni buniky ve vSech stadiich vyvoje, ale pfevazuji myelocyty (Eckschlager & Prisa,
2002). Pro CML je charakteristicka translokace t(9;22), kterd vytvaif fuzni gen ber/abl a kterd
odpovidd Philadelphskému chromosomu. U juvenilni CML se tato chromosomadln{ aberace

nevyskytuje.
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1.4. Postaveni chemoterapie v 1é¢bé nadorového onemocnéni

Ve vétsing piipadl nestaci k 1é¢eni nddorového onemocnéni jedind, byt velmi G¢inna
[écebnd metoda. VEtSi nadéji na uGspéch md komplexni pfistup, kombinujici zakladni
terapeutické metody, tedy operaéni lé¢bu, radioterapii a chemoterapii. Protoze pro uspéch
terapie hraji roli nejen pouzité modality (operace, radioterapie, chemoterapie, vzacnéji
imunoterapie), ale 1 jejich sekvence, v soucasné dobé€ jsou pro diagnostiku a lécbu zhoubnych
nadorl vytvafeny komplexni Ié¢ebné-diagnostické protokoly které jsou vétSinou mezindrodné
platné. Chemoterapie eventuelné imunoterapie jako jedind z uvedenych metod mize ovlivnit
diseminovany nddor. U prevdzné vétSiny nddorl se uzivd kombinace vice cytostatik spolu
s jinymi modalitami.

Pouziti chemoterapie jako hlavni 1écebné metody je omezeno predevSim citlivosti
nadoru k chemoterapii. Pro 7 - 8 % z celkového poctu nddorlt je chemoterapie metodou
kurativni (lé¢ebnou), kdy lze dosihnout dplného vyléceni a k opétovnému vraceni do
normalniho Zivota. Lécba cytostatiky u 25 - 28 % z celkového poctu nadorl je sice lécba
paliativni, ale u fady pacientl Ize navodit dlouhodobou remisi a vyznamné tak prodluzit dobu
preziti. U 30 — 35 % pacientl nenf citlivost k chemoterapii jednoznacnd a vysledky samotné
chemoterapie jsou nespolehlivé, ale je dilezita jako doplikova metoda. Bohuzel nadory 20 %
onkologickych pacienti jsou velmi mdlo citlivé na veSkerd dostupnd cytostatika (Klener,

2002).

1.4.1. Predpoklady pro tc¢innost chemoterapie v klinické praxi

Na pocitku nidorového onemocnéni se vétSina bunék rychle déli a pocet bunék roste
exponencidlné, zatimco u pokrocilého nidoru, tedy v dobé, kdy je nador klinicky zjistitelny,
je vétsina bun€k v klidové fazi. Ve srovnani se zdravymi bunikami je u nddorovych bunék také
n¢kolikandsobné prodlouzena generaéni doba (30 — [50 h ve srovnini s22 — 24 h u
normdalnich bun¢k). Vét§ina v praxi pouZivanych cytostatik vSak bohuZzel z principu piisobi na
vSechny proliferujici bunky. Pfi terapeutickych davkich cytostatik je ucinek na buriky Gy
ojedinély - predpoklddd sc¢ u nékterych alkyla¢nich latek a derivati nitrosomocoviny.
Nevyhodou téchto latck je vSak soucasné postizeni kmenovych bunék zdravych
proliferujicich tkdni, zejména bun¢k hematopoetickych, sliznice stieva a vlasovych folikuld.
Gy frakce hematopoctickych bunék ma zasadni vyznam pro repopulaci vSech fad krvetvorby

zni¢enych nebo poSkozenych chemoterapii.
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Pomérné uspésné se jevi podani zna¢né vysokych, toxickych divek nékterych
cytostatik pfi soucasném podani antidota (napfiklad methotrexat s leukovorinem) nebo
nasledné¢ autologni transplantace  kostni dfen€. DalSi zlepSeni pfinesla cyklicka
vysokodavkovand chemoterapie. Mezi jednotlivymi ddavkami cytostatik mohou byt u

nékterych kombinaci aplikoviny hematopoetické ristové faktory (Klener, 2002).

1.4.2. Mechanismus u¢inku pouzivanych cytostatik

Mechanismus pisobeni vétSiny cytostatik neni probadan do vSech podrobnosti, kazdé
cytostatikum muze totiz zasahovat do nejraznéjSich metabolickych pochodii a blokovat jak
patologické, tak fyziologick€é enzymové systémy. Cytotoxicky ucinek chemoterapeutik
pouzivanych v soucasné dobé v hematologické a onkologické praxi je vysvétlovan nékolika
hlavnimi mechanismy (Klener, 2002).

Inhibice klicovych enzymii metabolismu, jez vede k poruse biosyntézy nukleovych kyselin
s naslednou inhibici bunééného déleni. Latky plisobici timto mechanismem se oznacuji jako
antimetabolity (analoga), strukturdln¢ se podobaji pfirozenym metabolitim a inhibuji dil¢i
reakce biosyntézy nukleovych kyselin (analoga kyseliny listové, naptiklad methotrexat), nebo
jsou, jakoZto analoga nukleotidii, inkorporovina do nukleovych kyselin, coz vede k jejich
defektni funkci.

Primé poskozeni struktury nukleovych kyselin, omezujici bunécnou proliferaci. Nejvetsi
vyznam ma inhibice replikace a transkripce, méné Casto se uplatiiuje inhibice translace. Ke
strukturnimu poskozeni dochazi napiiklad alkylaci (cyklofosfamid, cis-platina), interkalaci
(doxorubicin), inhibici topoisomeras (tenipozid), roz§tépenim DNA (antibiotikum
bleomycin).

Alterace mikrotubuliarniho proteinu, jez md za nasledek inhibici polymerizace nebo
depolymerizace mikrotubuli a zastaveni mitozy (vinkristin).

Z méné Castych mechanismu se uplatiiuje poskozeni bunééné membrany (antracykliny) a

blokovani syntézy proteinu.

1.4.3. Posileni uc¢inku cytostatik inhibitory histondeacetylasy
Hyperacetylace histonii neutralizuje zaporné ndboje na koncich histont. Dochdzi
k otevieni chromatinové struktury, coz korcluje se zvysenou citlivosti DNA vi¢i DNase 1

(Hebbes et al.,  1994). Rozvolnéni  chromatinové  struktury zptsobené inhibici
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histondeacetylasy zvySuje i¢innost protinadorovych 1€¢iv cilenych na DNA nebo na enzymy
interagujici s DNA  pokud jsou aplikovany pred cytostatiky. Pridani inhibitora
histondecacetylasy az po protinidorovém I¢¢ivu nema synergicky vliv na cytotoxicitu (Kim et
al., 2003). Navic nemiZze byt vyloucena moznost, Ze inhibitory histondeacetylasy zvysuji
acetylaci 1 jinych proteind (napf. p53). Mezi inhibitory histondeacetylasy patii napt. kyselina
valproova (VPA, 1€k plavodné pouzivany pii farmakoterapii epilepsie), ¢i trichostatin A

(TSA).

1.4.4. Rezistence na cytostatika

Jednou z nejzdvaznéjSich komplikaci chemoterapie a divodem jejiho selhani je
schopnost nddorovych bunék odoldvat u¢inkiim cytostatik. Maligni bunécné populace mohou
byt vici chemoterapii rezistentni jiZz pii prvni lécbé (pFirozena rezistence). Ziskana
rezistence vznikd a7z v pribéhu cytostatické 1écby, kdy se pivodné citlivé bunky stdvaji
rezistentni a Ucinnost cytostatické 1écby se snizuje. Mechanismy vzniku rezistence byvaji
nejcastéji vazany na zmény farmakokinetiky ¢i cytokinetiky bunécné populace nebo
metabolické a funkéni zmény buiiky. Zvlastnim piipadem je tzv. zkFizena rezistence, kdy
pfi ztraté citlivosti k jednomu léku vznikd soucasné rezistence na jiné cytostatikum (at’
strukturdlné pribuzné ¢i nikoliv). Necitlivost nékterych nadort k alternativnim 1écebnym
rezimim, které obsahuji nové druhy cytostatik nepouzitych v plivodni 1€¢bé se nazyva
mnohocetna (pleiotropni) lékova rezistence (MDR). Poprvé byla popsina vroce 1970
(Biedler & Riehm, 1970) na plicni bunécné linii izolované z ¢inského kfecka a na bunécné
linit my$i leukémie P388. Pfi ni dochdzi k urychlenému vypuzovani cytostatika z bunky.
Mnohocetnd 1ékova rezistence je rozdélena na typickou (klasickou) a atypickou. Typicka
MDR je zapri¢inéna membrinovym glykoproteinem, ktery je produktem mdrl genu
(Noskova et al.,, 2002). Tento P-glykoprotein (P-gp) je ATP-dependentni membranova
pumpa, kterd exportuje toxické litky z bunky, ¢imz snizuje jejich intraceluldrni koncentraci.
P-gp patii do rodiny tzv. transportérovych proteinit ABC (,,ATP-binding casette*). Cile 1éciv,
kterd jsou schopna omezit rezistenci, mohou byt bud’ na drovni proteind, nebo na drovni
nukleovych kyselin. Mozny mechanismus inhibice MDR efflux* pumpy mize byt spojen
naptiklad s tvorbou supramolckulového komplexu mezi 1é¢ivem a regulacnim aktivnim
mistem P-glykoproteinu. Nékterd analoga ellipticind jsou inhibitory ,.drug efflux® pumpy
v rezistentni mySi T-lymfoidni buné¢né kulture (Sharples er al., 2001). Mezi dalSi proteiny,

jejichz exprese a aktivita je proti nerezistentnim buinkam zménéna, patii napt. MRP
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(,,multidrug related protein™), ktery je exprimovan na bunééné membrané a ma rovnéz funkci
ATP-dependentni pumpy. Jeho vyrazni amplifikace byla zjisSténa u bronchogenniho
karcinomu, karcinomu §titné Zlazy ¢i karcinomu prsu. Rezistenci k etopozidu, vinkristinu a
daunorubicinu doprovazi nadmérna exprese TAP (,.transporter of antigenic peptides™).

Na vzniku rezistence se téZ muize podilet LRP (,lung rezistant protein™) patfici do
skupiny MVP (,,major valuts proteins™). ,,Valuts® jsou dutd ribonukleoproteinova téliska
v jadfe a vesikulich cytoplasmy zprostfedkovavajici transport riznych litek z jadra do
cytoplasmy a mimo bunku. Diky tomu maji malou citlivost k chemoterapii karcinomy
kolorekta, ledvin ¢1 pankreatu.

Také zvySend exprese proteinu Bel2, ktery je silnym inhibitorem apoptosy, zptisobuje
rezistenci. Sice neblokuje prinik cytostatika do bunék, ani poSkozeni DNA, ale bunky
nezanikaji a po odeznéni Ucinku cytostatika mohou opét proliferovat. Rezistence
k chemoterapii se pfisuzuje téZ alteraci genil rodiny p53. Nadory s vyznamnou alteraci téchto

genl jsou zpravidla omezené citlivé k chemoterapii (Klener, 2002).

1.5. Ellipticin
CHs
Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-
blkarbazol, obr. 2) byl poprvé izolovan v roce 1959 S
z listii celoro¢né zeleného stromu Ochrosia elliptica N F
celedi Apocyanaceae. Tento rostlinny alkaloid je S

velmi slibnym protinadorovym lé¢ivem (Kuo et al.,

Obrazek 2

Vzorec ellipticinu C;H;N,
5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol
NSC 71795, Mw 246.311.

2005¢). Farmakologicky jsou jiz od 70. let
vyuziviany (zejména ve Francii) polarné;si derivaty
9-methoxyellipticin a 2-methyl-9-hydroxyellipti-
cin ve form¢ acetitu (NMHE) (Le Pecq et al., 1975) k 1écbé pokrocilého karcinomu prsu
s kostnimi metastizemi, akutni myeloblastické leukemie a karcinomu Stitné zlazy (Klener,
1996; Acton et al., 1994; Juret et al., 1979). Je zkoumano 1 pouziti ellipticini pfi inhibici
retrovirové integrasy pii 1écbé AIDS (Mathe er al., 2002). Ellipticin a jeho derivaty jsou
zajimavé z klinického hlediska diky své vysoké acinnosti vici urcitym nadoriim a také diky
pomémé nizkym vedlej$im ucinkim, které se projevuji asi u tietiny pacientdi jen jako
nevolnost ¢i zvraceni, pripadné xcrostomic (u méné nez 20 % pacienti) (Paoletti et al., 1980).

Hematologicka toxicita patrné imunoalergického plvodu se projevuje az pii dlouhodobém
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uzivani (Auclair, 1987; Mondesir ¢t al., 1985), nefrotoxicita mechanismem vzniku podobna
cis-plating je spiSe vzdcna (Klener, 1996; Fillastre et al., 1986). Nicméné vétSina ellipticini
jsou potencidlni mutageny pro Salmonella typhimurium (DeMarini et al., 1992; DeMarini et
al., 1983), bakteriofag T4 (DeMarini & Lawrence, 1988), Neurospora crassa (Gupta, 1990) a
lidské bunky (DeMarini er al., 1983; Singh & Gupta, 1983b; Singh & Gupta, 1983a), také
indukuje v Escherichia coli profiga A (Elespuru & White, 1983; DeMarini & Lawrence,
1992).

1.5.1. Farmakokinetika ellipticinu

Ellipticin je pacientim podivin po dobu 3 dnii intravenézné v ddvce 80 mg/m” na den.
Jeho polocas v organismu se pohybuje v rozmezi 8 az 51 hodin, existuje tedy vyraznd inter-
individudlni variabilita. Eliminovan z téla je majoritn¢ cestou fekalni, minoritné cestou
renalni. Osud ellipticinu v organismu byl rimcové studovan Chadwickem a spolupracovniky
u mysi, potkand, pst a opic po intravenéznim podani [1-'*Clellipticinu v divce 6 mg na 1 kg
hmotnosti experimentdlniho zvitete (3 mg/kg u opic) (Chadwick et al., 1978). Bylo zji§téno,
Ze ellipticin je velmi rychle distribuovan nerovnomémé do riiznych orgdant véetné mozku -
patrné diky své rozpustnosti v tucich (Chadwick et al., 1978). Rychlost eliminace z krve,
organova distribuce i exkrece jsou druhové zavislé.

Hlavnim mistem biotransformace ellipticinu jsou jatra, kde je ellipticin majoritné
preménovian na 9-hydroxyellipticin, ktery je dile konjugovin na glukuronéit nebo sulfat a
vyloucen zZlu¢i (Branfman et «al., 1978; Chadwick et «l., 1978). Hydroxylace v poloze 9
probiha piiblizné 3x rychleji u zvifat premedikovanych methylcholantrenem (induktor
podrodiny CYPIA a formy CYPIBIl) a 2x intenzivnéji u zvifat premedikovanych
fenobarbitalem (induktor CYP2B) (Lesca et al., 1981b; Chadwick et al., 1978). V literature
byl popsin jesSt¢ metabolit 7-hydroxyellipticin, ktery je tvofen pouze po inkubaci tohoto
I€¢iva s potkanimi mikrosomy (Auclair, 1987; Lesca et al., 1981a; Lesca et al., 1981b).

Ellipticin je slabd baze (pK, = 5,8). V kyselém pH gastrointestindlniho traktu je tedy
ionizovin a nemiiZze byt resorbovin ze stfeva. Takto je vylouceno piiblizné 15 % celkové
davky ellipticinu. Po 24 hodinich dochazi u vSech sledovanych biologickych druht
k prakticky uplnému vylouceni ellipticinu z organismu. Ve tkinich se vyskytuji jen

metabolity ve velice nizké koncentraci (Chadwick et al., 1978).



1/ Uvod a prehled literatury /16

Vyskyt ellipticinu v subcelularnich frakcich je ovlivnén zejména jeho interakci
s DNA, RNA, proteiny a lipidy. Ve tkanich, krvi a Zlu¢i se ellipticin vyskytuje castecné
v ellipticin-lipidovém komplexu, ktery ovSem jeho farmakokinetiku patrné neovliviiuje

(Chadwick er al., 1978).

1.5.2. Mechanismy cytostatického pusobeni ellipticinu

Ellipticin  plsobi nékolika nespecifickymi mechanismy ucinku. Za hlavni
mechanismus Gc¢inku tohoto protinddorového 1éciva byla povazovana interkalace do DNA
(Singh et al., 1994; Chu & Hsu, 1992), a/nebo inhibice topoisomerasy II. (Auclair, 1987;
Fosse et al., 1992; Froelich-Ammon et al., 1995; Monnot et al., 1991). Topoisomerasa II byla
identifikovdna jako primdrni bunécny cil ellipticinu (Froelich-Ammon et al., 1995),
predpoklada se, Ze neinhibuje vazbu enzymu na DNA, ale stimuluje rozbiti DNA urychlenim
rychlosti Stépeni. Ellipticin a 9-hydroxyellipticin také selektivné inhibuji fosforylaci
proteinu p53 v nékolika lidskych nidorovych bunécnych liniich (Ohashi et al., 1995) a tato
inhibice koreluje s jejich cytotoxicitou. Ellipticiny rovnéz odpiahuji oxidativni fosforylaci
v mitochondriich (Schwaller et al., 1995) a tim naruSuji energetickou rovnovihu bunék.

Bylo také popsano, Ze ellipticin zabranuje proliferaci bunék regulaci exprese cyklinu
B1 a Cdc2, stejn¢ tak jako fosforylaci Cdc2 (Kuo et al., 2005a; Kuo et al., 2005b). Zajimava
je také studie provadénd Haagem a spolupracovniky (Hagg et al., 2004), z jejichz vysledkia
vyplyva, Ze ellipticinem zprostiedkovani apoptosa je indukovana stresem
endoplasmatického retikula. V poslednich letech byly popsiny dva hlavni mechanismy,
kterymi dochdzi k bunééné smrti apoptosou: bud’ prosttednictvim ,,death** receptori nebo
pres mitochondrie (Green & Reed, 1998; Sheikh & Huang, 2004). Prvni mechanismus
spoCivd v navizini Fas ligandu na Fas receptor, je tak tvofen ,.death* indukéni signdlni
komplex (DISC), ktery dile indukuje kaspasu 8 a apoptosu (Timmer et al., 2002). Druhy
mechanismus — zména hladiny v rodiné proteini Bel2 zprostfedkovana cytochromem ¢ vede
k indukci kaspasy 9 a eventuelné k apoptose (Kuwana & Newmeyer, 2003). Piitomnost
funk¢niho proteinu pS3 je tzce spjata s i¢innou indukci apoptosy pies Fas receptory. Kromé
toho bylo popsano, Ze nékteré proapoptotické faktory jako Bax, Noxa nebo PUMA jsou
transkripnimi cili pS3 (Haupt et al., 2003).

V literature byla dile opakované popsdna interakce ellipticinu a jeho derivatd s Ah
receptorem; napriklad prace Changa (Chang & Puga, 1998) ¢i Gasiewicze (Gasiewicz et al.,

1996) potvrdily indukci exprese luctferasového genu transfekovaného do Hepa-1 bunék, jehoz
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promotor byl pod kontrolou ,,enhanceru® s XRE (cosensus sekvence ,,Xenobiotic Responsive
Element* (5-TNGCGTG-3") pritomna ve vice kopiich v oblasti ,,enhanceru), ellipticinem.
Nebyla vSak zjistovina pfimo indukce CYPLAL ellipticinem, nebot  ellipticin byl dosud
povazovian za inhibitor CYPIA1 (Chang & Puga, 1998; Gasiewicz et al., 1996).

Kromé téchto mechanismil pisobeni ellipticinu muZe specifita tohoto protinddorového
léciva vychdzet jeSté z jinych mechanismui ucinku. Nékolik selektivnich protinddorovych
éCiv je téméf neaktivni dokud nejsou v buiikich metabolisovdny (napt. cyklofosfamid,
mitomycin C se kovalentné vdzi na DNA az po enzymové aktivaci). Velmi dilezitym
aspektem pozorovanym pii 1écbé ellipticiny je individudlni variabilita v odpovédi pacientd na
podané 1é¢ivo. Jednim z vysvétleni specifity chemoterapeutického UuGc¢inku 1 selektivni
odpovédi na podané léCivo mlZe byt rozdilna enzymova vybava lidského organismu
takovymi enzymy, které jsou dilezité pro biotransformaci ellipticinu (Stiborovd & Frei,
2001). Prislusné enzymy mohou aktivovat 1é¢ivo na terapeuticky Gc¢innéjsi derivat, ktery pak
buniky novotvaru poSkozuje efektivnéji, popfipadé vede aZ k jejich likvidact (Stiborova &
Frei, 2001). Zda je selektivita a vysoka ucinnost ellipticinu zpiisobena azZ po metabolické
aktivaci, bylo studovino v nasi laboratofi. Pfi studii in vitro bylo pomoci dvou nezavislych
metod (pouZzitim [3H]ellipticinu a metody i postlabeling®) zjiSténo, Ze se ellipticin
kovalentné vaze na DNA (Stiborova et al., 2001). Po aktivaci ellipticinu potkanimi, kralicimi
a lidskymi mikrosomy byly detekoviany dva adukty s DNA (viz obr. 3): majoritni adukt 1,
jehoz tvorba zdvisela na metabolické aktivaci cytochromy P450, a minoritni adukt 2
vznikajici 1 v nepfitomnosti enzymového systému (Stiborova et al., 2001). Nejefektivné;Simi
aktivatnimi enzymy ellipticinu pro tvorbu adukti s DNA v in vitro podminkach se v ramci
lidskych forem cytochromu P450 ukazaly byt zejména CYP3A4, CYPIAl a CYPIBI
(Stiborova et al., 2001). Tyto enzymy jsou ve vysoké mife exprimovany v nadorech citlivych
na lécbu ellipticinem, napiiklad v bunkdch nadort prsu ¢i ledvin (Patterson et al., 1999).
Tvorba uvedenych aduktii ellipticinu s DNA byla také zaznamendna ve fibroblastickych
bunikich V79 s exprimovanymi lidskymi rekombinantnimi CYP3A4, 1Al a 1A2 (Frei et al.,
2002) a in vivo v tkdnich laboratorniho potkana vystaveného plsobeni ellipticinu (Stiborova

et al., 2003a).
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1 Obrazek 3
, ' Autoradiografie aduktii v DNA tvofenych in
vitro s ellipticinem aktivovanym jaternimi
- mikrosomy potkana (A), hidskymi mikrosomy
' — 1 ‘ :’_—ll (B) a bez enzymové aktivace (C).
Pievzato z (Stiborova et al., 2001).
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V nddorovych tkanich, viici kterym je ellipticin G¢inny, jsou vedle cytochromi P450

také dals$i enzymy, které by mohly byt schopny ellipticin metabolicky pfeménovat.

1.6. Enzymy oxidujici ellipticin

1.6.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou stejné tak jako NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa a
cytoplasmatickd membrina soucdsti mikrosomalniho monooxygenasového systému (MFO).
Jednd se o soubor enzymi katalyzujicich celou tadu oxidacnich, oxygenacnich, popf.
reduk¢nich reakcei, pficemz vyuZziva predev§im molekularni kyslik (Coon, 1978).

Cytochromy P450 (CYP) (http://drmelson.utmem.edu/cytochromeP450.html) jsou
klicové enzymy 1. faze biotransformace xenobiotik (tedy 1 léciv), které katalyzuji pfevazné
oxidacni, ale v menSi mite také redukcni reakce. Jsou to integralni membranové proteiny
v eukaryotnich organismech lokalizované bud’ na vnitfni mitochondridlni membriné (jak je
tomu zejména v kife nadledvin, kde se Gcastni metabolismu endogennich latek, naptiklad
sterotdli a mastnych kysclin), necbo na vngjsi (cytoplasmatické) strané hladkého i hrubého
endoplasmatického retikula v orgianech exponovanych latkdm cizorodé povahy (jaitra, ledviny,
plice, gastrointestindlni trakt, kize, mozek). Mnoho riznych cytotoxickych litek je

cytochromy P450 inaktivovano, zatimco nékterda proléciva jsou jimi aktivovina a ¢imz se
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znamo vice nez 57 genl a 58 pseudogenti pro lidské cytochromy P450 (Ingelman-Sundberg,
2004; Nelson et «l., 2004). Vétsina téchto genll je polymorfni. Aktualizované informace o

alelach lidskych CYP jsou na internctové strance http:/www.imm.ki.se/cypalleles. Nyni je

zde 434 ruznych alel geni cytochromi P450. Mezi nejvice polymorfni cytochromy P450
uvadéné na této webové strance patii CYP2B6 (48 alel), CYP2C9 (32), CYP2D6 (92) a
CYP3A4 (34).

Jednotlivei mohou byt rozdéleni podle fenotypu do ¢tyf skupin na pomalé
metabolisatory, kteifi maji dvé nefunkéni alely genu, stfedné rychlé metabolisatory, kteti
maji nefunkéni pouze jednu alelu genu, rychlé metabolisatory, kteii maji dvé kopie
normalniho genu, a ultrarychlé metabolisatory, ktefi maji tfi a vice kopii normdlniho genu.
Polymorfni cytochromy P450 metabolisujici xenobiotika mohou byt rozdéleny do dvou tiid.
Do Tridy I patti CYP1AL, CYP1A2, CYP2EIl a CYP3A4. Jsou pomérné dost konservoviny,
nemaji dalezity funkéni polymorfismus a  podileji se predevSsim na metabolismu
prokarcinogent a léciv. Do TFidy Il patii CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6, které
jsou vysoce polymorfni a podileji se na metabolismu IéCiv, ale ne prekarcinogent (Rodriguez-
Antona & Ingelman-Sundberg, 2006).

El-Rayes a kol. (El-Rayes et al., 2003) srovnivali expresi CYP1AIL, 2B6, 2E1 a 3A4 a
glutathiontransferasy v prsni nadorové a zdravé tkani. Statisticky signifikantné byla zvySena
exprese CYP 1Al 2E1 a 3A4 (P < 0,05) (17, 56 a 47 % respektive) v nadorové tkani nez ve
zdravé prsni tkdni pacientek, které podstoupily zmenSeni prsou. Glutathiontransferasa byla o
7 % exprimovdna vice ve zdravé prsni tkdni neZ v nddorové. Je nutné na tomto misté
poznamenat, Ze exprese CYP v prsni nidorové tkani je 500 x nizsi nez exprese CYP v jaitrech
(Hellmold et al., 1998).

Velmi zajimavym enzymem je pomérné nediavno objeveny CYP4ZI1, ktery je
regulovany pres glukokortikoidové a progesteronové receptory. Bylo zjiSténo, Ze je ve znacné
mife exprimovan v prsni niddorové tkiani a v mléénych zliziach (Rieger et al., 2004; Savas et
al., 2005). V ostatnich tkanich je jeho exprese velmi nizka (Rieger et al., 2004). Obrizek 4
ukazuje exprest CYPZI v 18 lidskych tkanich.
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Obrazek 4
i Tkdanovd exprese CYP4Z1 vySetfena metodou
“real-time reverse transcription-PCR™ CYP4Z]
exprese v 18 lidskych tkdnich vztazend na hladinu

3 70 exprese v jatrech. Méfeni bylo provedeno ve tiech
P nezdvislych experimentech. PBL (,.peripheral
> B3 “
2 blood lymphocyte™).
5 5 Pievzato z (Rieger et al., 2004).
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1.6.2. Peroxidasy

Peroxidasy (donor:hydrogenperoxid oxidoreduktasy, EC 1.11.1) jsou enzymy, které
katalyzuji oxidoredukéni reakce. Peroxidy (peroxid vodiku a/nebo organické
hydroperoxidy) jsou peroxidasami  redukoviany za soucasné oxidace dal${ slouceniny
(endogenni ¢1 xenobiotika). Funkci spole¢nou pro vSechny peroxidasy je tedy schopnost
rozkladat H,O,. Spektrum ldtek, které se podileji na detoxikaci H,O, je znaéné Siroké, avSak
mezi latky nejlépe preménované sc fadi fenoly a aromatické aminy. Svou Sirokou
substratovou specifitou se peroxidasy blizi MFO systému obsahujicimu cytochrom P450
(Meunier, 1987; Stiborova et al., 1988).

Typickou vlastnosti peroxidas je schopnost katalyzovat velké mnoZstvi riznych typl
reakci:
e klasické peroxidasové redoxni reakce (vedouci k dehydrogenaci)
e halogenace a dehalogenace (halogenperoxidasy, thyroid peroxidasa)
e oxidace halogenidia (myclopcroxidasa)
o oxidacni kondenzace aromatickych aminu
e oxidac¢ni polykondenzace fenolu a jeho derivatu (vznik ligninu)
e dekarboxylac¢ni reakce (napi. dekarboxylace kyseliny indolyloctové)

e oxidacni Stépeni azoskupiny (vznik diazoniového iontu)
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o disproporcionace peroxidu vodiku (peroxidasy, katalasa-peroxidasa)
e oxygenace, hydroxylace

e N-a O-demethylace (Chroma ¢t al., 2001)

1.6.2.1. Zivo&isné peroxidasy

Jedni se o Gzce piibuzné hemové peroxidasy, které¢ byly detekovany ve zlazach a
zlazovych sekretech savct. Ptikladem jsou laktoperoxidasa (LPO), thyroid peroxidasa,
myeloperoxidasa (MPO) a prostaglandin endoperoxid synthasa (prostaglandin H synthasa,
PHS nebo také cyklooxygenasa) (Dunford, 1999). Obrizek 5 ukazuje zakladni kroky

v katalytickém cyklu hemovych peroxidas.

HOOH HL
\ Obrazek 5
o T Zakladni kroky v katalytickém
cyklu hemovych peroxidas.
Resting state / \ O Compound 1 Y yehp

l Prevzato z (Wirstam et al.,

/

J ™~
. / \ (lm Compound N ”

A,

e Laktoperoxidasa

Laktoperoxidasa (LPO) je glykoprotein s molekulovou hmotnosti ptiblizné 78 kDa
obsahujici hemovou skupinu (Thomas et al., 1991). Gen pro tento enzym je lokalizovan na
7. chromosomu. V pfitomnosti peroxidu vodiku katalyzuje preménu thiokyanatu (SCN') na
HOSCN, ktery ma Sirokospektré antimikrobidlni ucinky (Thomas er al., 1991; Reiter &
Perraudin, 1991). Laktoperoxidasa se dile mize také ucastnit degradace katecholaminti, napf.
noradrenalinu (Metodiewa et al., 1989). Laktoperoxidasa je produkovana zlazami s vn¢jSi
sekreci napf. do mléka, shin, slz a dalSich biologickych sekreti (Tenovuo, 1985), byla

nalezena také v lidském mlezivu (Andersson ¢t al., 1996). Jeji zvySend exprese miiZe byt také
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uzitecnym znakem rozliSujicim mezi hormondlné zavislym a hormondlné nezavislym typem

rakoviny prsu (Anderson ¢t al., 1975; DeSombre et al., 1975).

e Myeloperoxidasa

Lidskd myeloperoxidasa (MPO) je pfitomna ve velkém mnozstvi v granulech neutrofild, je
také v monocytech, makrofizich, mikrogliich (Rodrigues et «al., 2002) a neuronech (Nagra et
al., 1997; Green et al., 2004). Odpovida za zelené zbarveni hnisu (Kettle, 2001). Gen pro
tento enzym je lokalizovan na 17. chromosomu. Jednd se o tetramerni protein sloZzeny ze dvou
stejnych dimert, z nichZz kazdy obsahuje hemovou prostetickou skupinu. Hemové skupiny
funguji nezdvisle na sob€ a jsou rovnocenné pii reakcich s peroxidem vodiku a redukujicimi
substrity. Myeloperoxidasa se Gcastni fady redoxnich reakci, které ji umoznuji produkovat
kyselinu chlornou (HOCI), rozkladat peroxid vodiku na kyslik a vodu, pteménovat thyroxin a
jiné fenoly a aniliny na volné reaktivni radikdly a hydroxylovat aromatické substrity aktivitou
podobnou cytochromim P450 (Kettle, 2001). Klebanoff (Klebanoff, 1968) jako prvni ukazal,
Zze myeloperoxidasa vykazuje vysokou antimikrobidlni aktivitu diky své schopnosti
produkovat kyselinu chlornou uvnitt fagosomu fagocytl, kde reaguje a zabiji fagocytované

bakterie. Fyziologickym substritem myeloperoxidasy je superoxid .

e Cyklooxygenasy

Cyklooxygenasy (prostaglandin H synthasy) jsou enzymy zodpovédné za preménu
kyseliny arachidonové na prostaglandin H, a prostaglandin G, obrazek 6. Prostaglandin H
synthasa obsahuje dvé aktivni mista. Jednim z nich je hem, ktery ma peroxidasovou aktivitu a
je zodpovédny za redukci PGG,; na PGH,. Ve druhém - cyklooxygenasovém - misté je
kyselina arachidonova pfeménovina na hydroperoxyendoperoxidprostaglandin G, (PGGo,).
Tyrosinovy zbytek leZici mezi témito dvéma aktivnimi misty je oxidovdn hemovou skupinou
na radikdlovou formu a odnimd vodikovy atom ze substritu, tedy z kyseliny arachidonové.
Jsou znamy dvé isoformy tohoto enzymu, a to cyklooxygenasa-1 (COX-1) a
cyklooxygenasa-2 (COX-2). COX-1 je protein o hmotnosti 66 kDa exprimovany v mnoha
zdravych tkanich, ktery se ucastni fyziologickych funkcei, jako je napiiklad sriZeni krevnich
desticek. Gen pro tento enzym je lokalizovin na 9. chromosomu. Gen pro COX-2 je
lokalizovan na 1. chromosomu a koduje 70 kDa protein, ktery je ze 61 % sekvenéné shodny
s COX-1 (Smith ¢t al., 1996). Pro COX-2 je charakteristickd nizkd nebo Zidnd exprese
ve zdravych tkanich. Jcho hladina stoupd v zdvislosti na mnoha stimulech, naptfiklad

pusobenim mitogent, hormonl a prozanétlivych medidtord (Smith & Langenbach, 2001).
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Vedle spojovani s prozdanétlivymi faktory a angiogenimi prostaglandiny je COX-2 také
spojovina s inhibici apoptosy a indukci metaloproteinas, které jsou zapotiebi pri degradaci
extracelularni matrix v metastizdich a také s indukci angiogenich faktoril jako je vaskularni
endothelidlni ristovy faktor (Fosslien, 2001). Byla také popsana exprese COX-2 v riznych
lidskych malignich nadorech napftiklad v nddoru tlustého stieva, prsu ¢i plic (Soslow et al.,

2000; Castilla et al., 2003).
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Radikdlovy mechanismus (znaceny ¢isly a plnymi Sipkami) versus kombinovany karbokationtovy/radikdlovy
mechanismus  cyklooxygenace kyseliny arachidonové (znaceny abecedné¢ a preruSovanymi Sipkami).
R; = -CH=CH-(CH,);~COOH; Ry = —(CH,);~CH;,

Pievzato z (Silva et al., 2003; Ximenes et al., 2005).
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2. CIL DISERTACNI PRACE

Cilem predkladané disertacni priace bylo rozSifeni soucasnych znalosti v oblasti
metabolismu a mechanismu pisobeni protinddorového 1é¢iva ellipticinu. Ellipticin totiz
vykazuje selektivni a¢inek pouze vici ur¢itym nddoram. Snahou je proto vysvétlit, ¢im je
tato, pro nadorové léCivo uziteCnd, vlastnost zpiisobena. V ramci disertaéni prace byly feSeny

ndasledujici problematiky:

¢ Studium metabolismu ellipticinu enzymovymi systémy

V této c¢asti price byla studovdna metabolickd preména ellipticinu peroxidasami a
srovndna s metabolickou aktivaci ellipticinu cytochromy P450. Studovdna byla jak
acinnost obou enzymovych systémi oxidovat ellipticin, tak 1 aktivovat toto léCivo za

tvorby kovalentnich adukti s DNA.

e Izolace metaboliti ellipticinu
Ucelem izolace metabolitii bylo jednak uréenf struktury neznidmych metaboliti na zakladé
hmotnostni spektrometric a NMR, ale také urceni metaboliti zodpovédnych za tvorbu

adukti v DNA.

e Cytotoxicita ellipticinu vii¢i bunéénym liniim odvozenym od nadoru

Cilem téchto experimentli bylo zjistit jak je ellipticin cytotoxicky vi¢i lidskym
leukemickym liniim HL-60 a CCRF-CEM a lidskym neuroblastomovym bunéénym liniim
IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-NB-4, vcéetné linii rezistentnich k doxorubicinu (IMR-32
(POXO) "UKE-NB-3 PO% 3 UKF-NB-4 "% vinkristinu (UKF-NB-3 V“® 4 UKF-NB-4
VERY o cis-plating (UKF-NB-3 “P"" 4 UKE-NB-4 ("P"),

. (Jéinky ellipticinu v kombinaci s inhibitory histondeacetylasy
Tato studie sledovala, zda dochidzi k posileni dcinku ellipticinu vac¢i nékterym vyse
jmenovanym ncuroblastomovym bunéénym linifm podanim inhibitorii histondeacetylasy,

konkrétn¢ kyseliny valproové (VPA) a trichostatinu A (TSA).
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e Priprava bunécné linie UKF-NB-4 rezistentni na ellipticin
Cilem bylo pfipravit lidskou neuroblastomovou linii UKF-NB-4 rezistentni ¢i ,,pre-
rezistentni*® vic¢i ellipticinu, kterd umozni studovat mechanismy vzniku rezistence

k tomuto protinddorovému Iécivu.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Pouzité chemikalie

BIO-RAD (USA): ,sekundarni protilatka" (kozi IgG proti mySi IgY znalend alkalickou
fosfatasou)

Calbiochem (USA): 9-hydroxyellipticin

EBWE Pharma (Rakousko): doxorubicin (DOXO, 2 mg/ml)

Farmakon (CR): kyselina askorbovi

Fluka (Svycarsko): akrylamid, dimethylsulfoxid (DMSO), dodecylsiran sodny (SDS),
2-merkaptoethanol, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), methanol, ethylacetat, glycin

Gentest  Corp. (USA): cyklooxygenasa-2 (COX-2), ,primdrni protilitky* proti
cyklooxygenase-1 (COX-1) a cyklooxygenase-2 (COX-2)

GIBCO™ (Velka Britanie): sodny fosfitovy pufr s obsahem NaCl - izotonicky roztok
(,,Phosphate Buffer with Salt®, PBS), trypsin

Chemopetrol (CR): suchy led

KlinLab (CR): Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM)

Koch-light lab.(Velkad Britanie): 2-merkaptoethanol

Lachema (CR): bromfenolovia mod#, dekahydrit uhli¢itanu sodného, dihydrit dihydrogen
fosfore¢nanu sodného, (di)hydrogenfosforecnan draselny, dihydrogenfosfore¢nan sodny,
dithionicitan sodny, ethylendiamintetraoctovd kyselina ve formé dvojsodné soli (EDTA,
chelaton 3), ethanol, hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid draselny, hydroxid sodny, chlorid
draselny, chlorid hote¢naty, chlorid sodny, kyselina chlorovodikovd, kyselina fosfore¢na,
kyselina octovd, methanol, octan sodny, pentahydrdt siranu médnatého, persiran amonny,
siran méd’naty, uhli¢itan sodny

Linde (CR): dusik (g), kapalny dusik, oxid uhelnaty (g)

Loba Feinchemie (Rakousko): glutathion, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Millipore Corp. (USA): Immobilon™- P transfer membrana (PVDF)

PAA (Rakousko): streptomycin/penictlin, fetalni hovézi sérum (FBS),

Penta (CR): hydrogenuhli¢itan sodny

Pliva (CR): cis-platina (CDDP, 0,5 mg/ml)

Roche (Némecko): NADH
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Serva (Némecko): glukosa 6-fosfat dehydrogenasa, N,N’- methylen-bis-akrylamid (BIS),
Triton X-100, N,N,N’N’-tetramethyl-ethylendiamin (TEMED), Coomassie Briliant Blue
R-250

Sevapharma (CR): hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma (USA): 4,4 -dikarboxy-2,2"-bicinchoninovd kyselina (BCA), 5-bromo-4-chloro-3
indolylfosfat/nitro  blue  tetrazolium  (BCIP/NBT), cyklooxygenasa-1  (COX-1),
dimethylformamid, dimethylsulfoxid (DMSQO), DNA z teleciho brzliku, ellipticin (ELLI),
fenacetin, fenolovd cerven, flavinmononukleotid (FMN), glukosa 6-fosfat, kfenova
peroxidasa (HRP), kyselina 1-heptansulfonovd, hovézi laktoperoxidasa (LPO), L-glutamin,
lidska myeloperoxidasa (MPO), NADP*, NADPH, dodecylsiran sodny (SDS), salicylamid,
"sekundarni protilatka" (krdlici IgG proti kutfeci IgY znacend alkalickou fosfatasou),
standardy  pro  SDS-elektroforesu ,,Wide range*, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
diphenyltetrazolium bromide (MTT), trypanova modr

TEVA Pharmaceuticals (CR): vinkristin (VCR, 1 mg/ml)

7-hydroxyellipticin a NZoxid ellipticinu byly syntetizovany J. Kuckou (katedra organické
chemie PiF UK).

Leukemicka linie HL-60 a neuroblastomové bunééné linie byly darem Prof. Jindficha Cinitla,
DrSc. z J. W. Goethe Universitate Frankfurt am Main. Leukemicka linie CCRF-CEM pochazi

z German Cancer Research Center Heidelberg.

3.2. Studium metabolismu ellipticinu peroxidasami

Reakéni smés o objemu 0,5 ml obsahovala HRP, LPO a MPO (1 - 20 ug), ellipticin (1
- 100 uM, < 1 obj. % McOH), H,0, (40 uM — 250 uM). Objem byl doplnén do 0,5 ml Na-
fosfatovym pufrem (0,1 M, pH 4,5 — 8,4; smés 0,1 M Na,HPO,.12 H,O a 0,1 M NaH,PO,.2
H>0). Vedle té&chto reak¢énich smési byly pfipravovany kontrolni vzorky stejného slozeni bez
jedné reakéni komponenty, kterda byla nahrazena fosfatovym pufrem. Vzorky byly dokonale
promichany. Inkubace recakéni smési probihala 10 - 60 min ve tmé pfi laboratorni teploté.
Reakce byly startoviny pridanim ellipticinu a ukonceny pfidanim | ml ethylesteru kyseliny
octové po pridani 5 ul salicylamidu jako vnitiniho standardu. Smés byla extrahovina 15
sekund na ,Vortexu™ 2 x | ml cthylacetatu a centrifugovana 10 min pfi 3000 RPM (MLW

T52.2). Bylo odebrino maximdlni mozné mnozstvi organické fize a odpareno na vakuove
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odparce ,.Speced Vac™ (DNA 110, firma Savant). Tésné pfed analyzou na pfistroji Dionex
(PS80 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS Detector UVD 170S/340S) byl
odparek rozpustén v 50 pl methanolu.

Podminky pro HPLC - Systém A:

kolona C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Ultrasphere ODS, Beckman Coulter)

mobilni faze A 45 % methanol + 0,01 M octan amonny (pH 2,8)
B 90 % methanol + 0,01 M octan amonny (pH 2,8)
(do 12,5 min mobilni faze A, od 12,5 - 22,5 min gradient do faze B a od 22,5
min pouze mobilni faze B)

prutok 0,8 ml/min

teplota 35°C

nastrik 20 pl

detekce pfi vinové délce 296 nm

3.2.1. Izolace majoritniho metabolitu ellipticinu peroxidasové reakce

Reakéni smés o objemu 1,5 ml obsahovala 15 pg HRP, 25 uM ellipticin, 0,25 mM
H,0,. Objem byl doplnén do 1,5 ml Na-fosfatovym pufrem (viz vyse). Inkubace probihala 15
min ve tmé pii laboratorni teploté. Dale bylo postupovano stejné jako v kapitole 3.2. pouze
stim rozdilem, Ze po ukonceni inkubace nebyl pfidavan vnitini standard. Separovany
majoritni metabolit byl vysuSen dosucha pomoci vakuové odparky (viz vySe). Do doby nez

byl dale charakterizovian, byl uchovan pfti -20°C.

3.3. Studium metabolismu ellipticinu cytochromy P450

Reakéni smés o objemu 0,5 ml obsahovala 0,4 uM mikrosomalniho CYP, ellipticin
(5-10 uM), NADPH-generujici systém (10 mM MgCl,, 10 mM glukosa 6-fosfat, 1 mM
NADP’, | U/ml glukosa 6-fosfit dehydrogenasa), fosfatovy pufr (0,1 M KH,PO,, pH 7.4).
V reakéni smési bylo < | obj. % organického rozpoustédla. Reakce byla startovana pfiddnim
50 ul NADPH-generujictho systému, inkubace probihala 20 minut za michéani pfi teploté
37 °C a k ukonceni reakce doSlo pfidinim 100 pl roztoku 2 M NaOH. Nasledné byl pfidan
fenacetin (5 pl 1 mM roztoku v methanolu) jako vnitini standard a smeés byla poté
extrahovana 15 sekund na ,,Vortexu™ 2 x | ml ethylacetdtu a centrifugovana 5 minut pfi 3000
RPM (centrifuga T 52.2). Bylo odebrino 1,7 ml organické faze a odpafeno dosucha pomoci
vakuové odparky ,,Speed Vac™ (DNA 110, firma Savant). Tésn¢ pfed analyzou na HPLC byl

odparek rozpustén v 25 ul mobilni faze.
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Podminky pro HPLC - Systém B:

kolona C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Ultrasphere ODS, Beckman Coulter)
mobilni faze 64 % mecthanol + 0,005 M heptansulfonova kys. + 0,032 M kys. octovi
pratok 0,8 ml/min

teplota 26°C
nastiik 20 pl
detekce pti vinové délce 296 nm

3.3.1. Izolace metabolitii ellipticinu tvofenych cytochromy P450

Reakéni smés o objemu 20 ml obsahovala mikrosomdlni frakci fenobarbitalem
premedikovanych potkani (0,4 uM CYP), ellipticin (10 uM, < 1 obj. % organického
rozpoustédla), NADPH-generujici systém (10 mM MgCl,, 10 mM glukosa 6-fosfat, | mM
NADP*, | U/ml glukosa 6-fosfat dehydrogenasa) a fosfatovy pufr (0,1 M KH,POy, pH 7.,4).
Inkubace probihala 40 minut pii teploté¢ 37°C a k ukonceni reakce doSlo pfidanim 2 ml
roztoku 2 M NaOH. Smés byla extrahoviana 30 sekund na ,,Vortexu* 20 ml ethylacetitu a
centrifugovina 10 minut pfi 2500 RPM (centrifuga K-23, Janetzki, Némecko). Bylo odebrano
maximalni mozné€ mnozstvi organické fize a odpafeno dosucha pomoci vakuové odparky
napojené na vodni vyvévu. Odparek byl pfed separaci pomoci HPLC rozpustén v methanolu.
Separované metabolity byly vysuSeny dosucha pomoci vakuové odparky ,.Speed Vac* (DNA
110, firma Savant).

Podminky pro HPLC:

kolona C18, 250 x 8 mm (Watrex Nucleosil 120-5)
mobilni faze 80 % methanol + 0,02 M octan amonny
prutok 1,3 ml/min

teplota 26°C

nastrik 100 pl

detekce pfi vinové délce 296 nm

3.3.2. Aktivace ellipticinu peroxidasami za pritomnosti DNA (tvorba adukti
aktivovaného ellipticinu s DNA)

Reak¢ni smés o objemu 0,75 ml obsahovala 50 mM K-fosfatovy pufr (pH 4,5 — 84)
LPO, HRP, MPO, COX-1 nebo COX-2 (1 — 10 ng), ellipticin (nebo [SH]ellipticin) (1 - 100
uM, < 1 obj. % McOH) a | mg DNA teleciho brzliku. Do inkuba¢nich smési obsahujicich
LPO, HRP a MPO byl dile pridan jako druhy substriat peroxidas peroxid vodiku (100 uM).

Do inkubacnich smé&si obsahujicich COX-1 a -2 byla pfidina jako kofaktor arachidonova
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kyselina (100 uM), dale hematin (1 uM) a MgCl, (5 mM). Vedle téchto reakénich smési byly
ptipraveny kontrolni vzorky stejného sloZeni bez jedné reakéni komponenty, kterd byla
nahrazena fosfatovym pufrem. Vzorky byly dokonale promichiny. Inkubace reakéni smési
probihala 5 - 60 min pfi 37°C. Reakce byly startoviany pfidinim ellipticinu a ukonceny
ptfididnim | ml ethylesteru kyseliny octové. Po extrakci ethylacetitem byla DNA z vodné fize
izolovana fenol/chloroformovou extrakci (Stiborova et al., 2001) a rozpusténa ve 200 pl
destilované vody. MnozZstvi [3H]ellipticinu viazaného na DNA bylo urceno v 0,1 ml
waliquotech* pridanych do 10 ml scintila¢niho ,,koktailu* (Packard Ultra Gold X) na pfistroji
Packard Tri-Carb 2000 CA. Obsah DNA byl kvantifikovan spektrofotometricky. Izolovand
DNA byla rovnéz analyzovdna na obsah DNA aduktii pomoci metody **P-postlabeling.
Detaily této metody a jeji pouziti pro detekci a kvantifikaci adukt aktivovaného ellipticinu
s DNA jsou popsany v drfiv§jsi pracich (Stiborova et al., 2001; Stiborova et al., 2003a;
Stiborova et al., 2004).

3.4. Kultivace bunécnych linii

Bunécéné kultury byly péstoviany v Iscove’s modified Dulbecco’s mediu (IMDM)
doplnéného 0,3 % w/v hydrogenuhli¢itanem sodnym, 4 mM L-glutaminem, 10 % fetdlnim
hovézim sérem (FBS) a 100 U/ml penicilinem a 100 pg/ml streptomycinem pii 37°C, 5 %
CO;z a 95 % vlhkosti vzduchu. Bunky byly z povrchu kultivaénich lahvicek odstrafiovany
suchou trypsinaci po pfedchozim promyti PBS (1,8 mM Na,HPO,, 1| mM NaH,POy, 0,134 M
NaCl; pH 7,2) a resuspendovany obvykle v 10 ml media do 25 cm’ lahvicek. PasaZovéni

bunék probihalo podle potieby, vétSinou v pétidennich intervalech.

3.4.1. ,,Pre-rezistentni‘ varianta bunék

Lidskd neuroblastomova linic UKF-NB-4 , pre-rezistentni* na ellipticin byla ziskana
dlouhodobym kultivovinim parentalnich bunék v Iscove’s modified Dulbecco’s mediu (viz
vyse) se zvySujici sc koncentraci ellipticinu. Pocitecni koncentrace, které byly bunky
vystaveny, byla I uM (zasobni roztok 10 mM v DMSO). Findlné jsou bunky kultivoviny

s ellipticinem o koncentraci 1,5 uM za stejnych podminek jak je popsano v kapitole 3.4.
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3.4.2. Testovani viability bunék

Viabilita bunék byla testovina pomoci MTT testu, ve kterém Zivé bunky metabolisuji
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5 difenyltetrazolium bromid (MTT) na barevny produkt
formazan. Do 1. sloupce 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo pipetovano 100 ul Iscove’s
modified Dulbecco’s media (IMDM) (viz kapitola 3.4.). Do 2. aZ 12. sloupce bylo pipetoviano
50 ul media. Do 3. sloupce bylo priddno 50 ul media s urcitou koncentraci cytostatika (200 -
20 uM). Vyslednd koncentrace DMSO v mediu nepfesahla 0,02 %. Vysledna koncentrace
cytostatika ve tietim sloupci byla poloviéni (tedy 100 — 10 uM). Redénim tzv. ,.dvojkovou
fadou* bylo cytostatikum pipetovano do vSech dalSich sloupciti desticky. Déle bylo do 2. az
12. sloupce pipetovano 50 ul bunék o koncentraci priblizné 4 x 10°/ml. Desticka byla
inkubovdna 7 dni v inkubdtoru firmy Jouan TGO 150 pii 37°C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti
vzduchu. Posledni 4 hodiny byla desticka inkubovana s 50 ul MTT (2 mg/ml). Nakonec bylo
ptidano 100 pl 50 % (v/v) N,N-dimethylformamidu, 10 % SDS, pH 4,7 bylo upraveno
CH;sCOOH. Po rozpusténi sraZzeniny formazanu byla absorbance méfena Cteckou
mikrodesticek VERSA max pfi vinové délce 570 nm a vyhodnocena softwarovym
programem SOFT max PRO. Vynesenim naméfenych hodnot do grafu byly urcéeny ICsy pro
dand cytostatika.

Mikroskopicky byla viabilita hodnocena barvenim trypanovou modfi (0,4 %). Po
pfidani trypanové modfi k bunééné suspenzi byly mrtvé bunky spocitainy v Burkerové
komirce v 5 velkych Ctvercich a bylo vyjidfeno procento mrtvych (modie obarvenych)

bunék.

3.4.3. Vystaveni bunék ellipticinu za Gcelem analyzy DNA adukti

Piblizné 1 x 10° bun¢k/ml bylo inkubovino 24 hodin pted piiddnim ellipticinu
v inkubdtoru firmy Jouan TGO 150 pti 37°C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti vzduchu v 75 cm’
kultivacnich lahvic¢kach o celkovém objemu 20 ml IMDM media. Po 24 hodindch byl pridan
ellipticin o vysledné koncentraci 0,01; 0,1; 1,0; 2,0; 5,0 a 10,0 pM (koncentrace organického
rozpoustédla < I obj. %). Po 48 hodindch byly neuroblastomové buiiky (leukemické jsou
suspenzni) mechanicky uvolnény z povrchu kultiva¢nich lahvicek, centrifugovany pti 3000
RPM (Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments) 5 minut. Dale byly promyty 10 ml PBS a
centrifugovany za stejnych podminek, pelety byly rozsuspendoviny v I ml PBS a

centrifugovany pfi 3000 RPM (Hawk 15/05, Sanyo) 5 minut. Do 1izolace DNA
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fenol/chloroformovou metodou (Stiborova et al., 1990) byly pelety uchoviny pii -20°C.
Adukty gencrovan¢ v DNA bunék ellipticinem byly analyzoviny pomoci metody 32p-

postlabeling postupem detailné popsanym v pFilohdach 2 - 6.

3.4.4. Vystaveni bunék ellipticinu a inhibitorim histondeacetylasy za acelem

analyzy DNA aduktu

Bunky (1 x lOS/ml) a kyselina valproova (VPA, 1 - 2 mM) ¢i trichostatin A (TSA, 100
- 200 nM) byly soucasné inkuboviny 24 hodin pted ptidanim ellipticinu (0,1; 1,0 a 10,0 uM)
v inkubdtoru firmy Jouan TGO 150 pii 37°C, 5 % CO; a 95 % vlhkosti vzduchu v 75 cm’
kultivacnich lahvickach o celkovém objemu 20 ml IMDM media. Dale byly zpracoviany jak je

uvedeno vySe v kapitole 3.4.3.

3.4.5. Prutokova cytometrie

25 pl bunék (1 x 10%ml resuspendovanych v PBS) bylo inkubovdno s 5 pl pfislu$né
piimo znacené protilatky po dobu 10 minut ve tm¢ a poté byla méfena intenzita fluorescence
na prutokovém cytometru FACSCalibur (BD). Vyhodnoceni vysledki jsme provadéli
softwarem CellQuest. Pfi vySetfeni myeloperoxidasy, kterd je lokalizovand intraceluldrné,
jsme provadéli permeabilizaci bunécéné stény kitem Fix-a-Perm (Invitrogene) podle niavodu

vyrobce.

3.5. Exprese vybranych proteini v bunéénych liniich

Pelety bunék, které byly ziskdny stejné jako je uvedeno v predchozich kapitolach byly
rozsuspendovany priblizné stejnym mnozstvim PBS a sonikoviany 2 hodiny v sonikatoru
(Tesonl, Tesla).

Koncentrace proteinii v buné¢nych lyzdtech byla analyzovina metodou dle Wiechelmana a
kol. (Wiechelman et al., 1988), zaloZené na tvorbé modie zbarveného komplexu médnych
iontll s 4,4 -dikarboxy-2,2"-bicinchoninovou kyselinou (BCA). Jako proteinovy standard byl
pouzit hovézi sérovy albumin.

Elektroforesa bunécénych lyzati v piitomnosti dodecylsulfitu sodného byla provadéna na
polyakrylamidovém gelu v diskontinualnim usporadani za pouziti 10 % separa¢niho a 3 %
zaostfovaciho gelu (Nedelcheva & Gut, 1994). Pro elektroforesu byla pouzita aparatura firmy

Amersham Biosciences (USA), elektromigrace probihala ve vertikalnim uspotadani pH = 8,3
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a konstantnim napéti 150 V. Gel byl po skonceni elektroforesy 20 minut inkubovin
v transferovém pufru (0,025 M TRIS, 0,192 M glycin, pH 8,3). Do aparatury pro ,,Western
blotting** (,.Fastblot” B-32 Biometra) byly postupné navrstveny 3 ks chromatografického
papiru Whatman 3, PVDF membrina (Milipore), gel a dal$i 3 ks chromatografického papiru.
Membriny byly ,,smoceny* dle tdaji vyrobce a spolu s chromatografickymi papiry také
pfedem ponofeny do transferového pufru. Elektroptenos byl provadén nejprve 10 minut pri
0,8 mA/cm® gelu, poté 45 minut pii 2,0 mA/cm’ gelu. Membrana se sorbovanymi proteiny
byla pfes noc blokoviana v blokovacim roztoku (5 % suSené mléko Milli v PBS (1,§ mM
Na,HPO4, 1 mM NaH,POy, 0,134 M NaCl; pH 7,2), 0,3 % Triton X-100). Inkubace se
specifickou primarni protilatkou (10 pg/ml respektive 2 pg/ml blokovaciho roztoku)
probihala 120 minut za michani pfi laboratorni teploté a po promyti blokovacim roztokem
(5 x 2 minuty) byla membrina vloZena do roztoku sekundarni protilatky (krali¢i IgG proti
kureci IgY s navdzanou alkalickou fosfatasou, 5 nl/10 ml blokovaciho roztoku respektive kozi
IgG proti mysSi IgY s navazanou alkalickou fosfatasou, 3,34 ul/10 ml blokovaciho roztoku),
kde byla inkubovdna za shodnych podminek 60 minut. Po promyti v blokovacim roztoku
(4 x 2 minuty) a 0,3 %-nim Tritonu v PBS (4 x 2 minuty) byla membrana vyvolana roztokem

substratu pro alkalickou fosfatasu (BCIP/NBT), pfipravenym dle pokyni vyrobce.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Oxidace ellipticinu peroxidasami

Jak iz bylo uvedeno v Gvodni ¢dsti disertacni price, farmakologickd dc¢innost a/nebo
vedlejSi genotoxické ucinky protinadorového IéCiva ellipticinu zifeym€ zavisi na jeho
enzymové aktivaci v cilovych tkanich. V predkladané disertacni praci bylo zjisSténo, Ze
ellipticin je metabolicky preménovan vedle cytochromli P450 (nejdiilezitéjsi isoformy jsou
CYP3A4 a CYPIAL/2), také peroxidasami. Ty jsou ve zvySené mife exprimovany
v nékterych nddorovych tkanich. Naptiklad MPO je za normalnich okolnosti exprimovana
v neutrofilech a ptitomna v mléce a krvi (Williams & Phillips, 2000), ale je také
diagnostickym znakem pfi odliSovani akutni myeloblastické leukemie od akutni
lymfoblastické leukemie. LPO je sekretovana prsnimi epitelidlnimi buiitkami do prsni tkdné
(Williams & Phillips, 2000). Pravé aktivace ellipticinu peroxidasami by tedy mohla byt
jednim z vysvétleni specifity ucinku ellipticinu vii¢i karcinomu prsu a akutni myeloblastické
leukemii, a proto byla takova enzymova aktivace v predkladané praci studovana.

Ke studiu metabolismu ellipticinu peroxidasami byly jako modelové uZity rostlinna
kfenova peroxidasa (HRP), hovézi laktoperoxidasa (LPO) a lidska myeloperoxidasa (MPO).
Ellipticin byl inkubovin se vSemi pouZzitymi peroxidasami v pfitomnosti peroxidu vodiku,
separace vznikajicich produkti byla provedena vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC). K tomuto tcelu byly zavedeny nové podminky separace vedouci zejména k oddéleni
neznamého majoritntho metabolitu eluovaného v ¢ase 19,95 min od parentilni molekuly
ellipticinu (systém A, viz kapitola 3.2.). Reten¢ni ¢as nepteménéného ellipticinu je 11,86
minut (obr. 8). Podminkami HPLC pouZivanymi pfi separaci metabolith ellipticinu tvofenych
mikrosomalnimi enzymy (systém B, viz kapitola 3.3.) dochazi k eluci minoritniho metabolitu
vretenénim Case [1,2 min. Na zakladé hmotnostni spektroskopie a srovnanim minoritniho
metabolitu se syntetickym standardem (,.kochromatografii*) byly struktury obou dvou
metabolit uréeny. VySe uvedené vysledky jsou detailné popsiany v publikaci, kterd je

prilohou 1 predkladané disertacni price.



4/ Vvsledky a diskuse /35

o0
matl
418547
75
salicylamd
salic L
SN elhiptiem
(vratind stamdad) - 11205
250 1- 458 r\
125+ | \
N \ 25T \““—.
<0 T T T T T T T T T
oo 20 0 &0 2D 100 120 140 150 120
Obrazek 8

Chromatogram oxidace ellipticinu HRP.

Elu¢ni systém A A 45 % methanol + 0,01 M octan amonny (pH 2.8)
B 90 % methanol + 0,01 M octan amonny (pH 2.8)
(do 12,5 min mobilni fize A, od 12,5 - 22,5 min gradient do fize B a od 22,5
min pouze mobilni fize B).

4.1.1. Charakterizace produktu oxidace ellipticinu peroxidasami

Identifikaci produktd metabolismu ellipticinu tvofenych peroxidasami provedl
metodami MALDI-TOF (z angl. ,,Matrix-Assisted Laser Desorption — Time Of Flight™), a
ESI (z angl. ,,Electrospray Ionization*) na Mikrobiologickém tstavu AVCR RNDr. Miroslav
Sulc, Ph.D. a metodou NMR doc. RNDr. Jan Sejbal, CSc. na katedfe organické chemie PfF
UK.

Metodou MALDI-TOF a pozitivni ESI bylo méfeno hmotnostni spektrum neznamého
majoritniho metabolitu oxidace ellipticinu peroxidasami eluovaného systémem A (obr. 8).

V hmotnostnim spektru tohoto produktu je patrny jediny vyznamny molekulovy ion
majici hodnotu 490 m/z. (obr. 9). Prestoze takova molekulova hmotnost odpovida molekule

dimeru ellipticinu, byla ndsledné provedena dalSi strukturni charakterizace, a to pomoci

NMR.
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Hmotnostni  spektrum  majoritniho
produktu oxidace ellipticinu HRP
méfené metodou MALDI-TOF. Ion o
490 m/z svou molekulovou hmotnosti
odpovida dimeru ellipticinu.

'H NMR spektrum majoritniho metabolitu ellipticinu tvofeného peroxidasami

(obrazek 10 a tabulka 2) eluovaného rozpoustédlovou soustavou A v reten¢nim case 19,95

min (obrazek 8) jasné vykazuje Ctyfi methylové skupiny, dvé kompletni sady signdli na

pyridinovych kruzich, jeden proton na pyrolovém kruhu a jednu ucelenou a jednu neudplnou

sadu protonti na kruhu A dvou ellipticinovych strukturnich podjednotek molekuly dimeru

Vysledné analyzy tedy urcuji strukturu tvofené¢ho dimeru. Obé¢ ellipticinové substruktury jsou

v dimeru vazany vazbou mezi atomem dusiku 6 jednoho ellipticinového skeletu a atomem

uhliku C9 druhého skeletu (obr. 10).

/—\ 1. podjednotka

Obrazek 10
Struktura dimeru ellipticinu.

Tabulka 2
'H NMR ellipticinu a dimeru ellipticinu v dimethyl-
sulfoxidu.
H ellipticin dimer ellipticinu
1. podjednotka 2. podjednotka
1 9.69 9.79 9.68
3 8.42 8.43 8.46
4 7.92 7.9 7.99
6 (NH) 14 - 11,77
7 7.57 7,09 7.81
8 7.52 7.5 7.66
9 7.26 7,38 -
10 8.39 8.55 8.52
12 3.27 3.38 3.18
13 2,79 2.23 2.88
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Pro minoritni metabolit eluovany rozpoustédlovou soustavou B v reten¢nim case 11,2
min viz publikace, kterd tvofi prilohu 1, byl v hmotnostnim spektru méfeném metodou ESI
charakteristicky jediny vyznamny molekulovy ion majici hodnotu 263 m/z. Z molekulové
hmotnosti protonované molekuly lze usuzovat, Ze se jednd o kyslikovy derivat ellipticinu.
Tento minoritni produkt oxidace ellipticinu peroxidasami ma ve vySe uvedeném uspofidani
(HPLC - rozpoustédlova soustava B) stejné chromatografické vlastnosti jako synteticky N*-
oxid ellipticinu (5,1 1-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol-N-oxid)  pfipraveny reakci
ellipticinu s 3-chloroperbenzoovou kyselinou. Naméfrend NMR data tuto strukturu potvrdila.
Metody a vysledky obou strukturnich analyz (hmotnostni spektroskopie, NMR) jsou detailné

popsédny v publikacich, které tvoti prilohy I a 2 této diserta¢ni price.

4.1.2. Kineticka studie oxidace ellipticinu

V dalsi ¢asti prace byl sledovan vliv pH E ‘
reakéni smési na tvorbu majoritniho produktu E !
oxidace ellipticinu studovanymi peroxidasami, ;égz!
tedy dimeru ellipticinu. Reakéni rychlost byla ?il .
méfena pi1 pH 4,5; 5,4; 6,4; 7,4 a 8,4. Oxidace g J : S—
ellipticinu peroxidasami byla nejefektivnéj$i prti ’ i 6 pH 7 i ’

pH reakéni smési rovném pH 6,4 pro vSechny Obrazek 11
Grafické vyjadfeni vlivu pH na oxidaci

pouZzité peroxidasy (obr. 11. a tabulka 3). Nartst ellipticinu  (tvorbu  dimeru)  kienovou

mnozstvi dimeru je linedrni do 15 min inkubace. peroxidasou.

Vsechny tfi pouzZité modelové peroxidasy
oxiduji ellipticin na oba oxidacni produkty, avSak srozdilnou uc¢innosti. LPO a MPO
katalyzovaly oxidaci ellipticinu méné efektivné nez HRP. Kinetika dvousubstratové oxidace
ellipticinu byla méfena v reakénim mediu, které obsahovalo jednotlivé studované peroxidasy,
peroxid vodiku a rizné koncentrace ellipticinu. Reakce probihd hyperbolickou kinetikou pro
vSechny peroxidasy (méfena tvorba dimeru ellipticinu). Za pouZitych podminek a pti pH 6,4
jsou hodnoty Michaelisovych konstant (Ky,) pro ellipticin pro vSechny pouZité peroxidasy
fadové shodné, zatimco maximalni rychlost oxidace ellipticinu (Vy,.x) je nejvyssi pro HRP a
klesd v porfadi HRP > LPO > MPO (tabulka 4).

Vyse uvedend data jsou soucdsti publikaci tvorici pFilohy I a 3 predkladané disertacni

price.
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Tabulka 3
Viiv pH na oxidaci ellipticinu HRP, LPO a MPO. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty + standardni
odchylky ze ti{ paralelnich méfeni.

Peroxidasa pH Reakeni rychlost (nmol/ min na ug peroxidasy)
4.5 0.248 £ 0.021
54 0.688 + 0,056
HRP 6.4 1,300 £ 0,122
7.4 0.317 £0.030
8.4 0.034 £0.,003
4.5 0.046 + 0,005
54 0.096 +0.009
LPO 6.4 0,240 £ 0,021
7.4 0.105+£0013
8.4 0.106 £0.014
5.4 0.011 £0,001
MPO 6.4 0,020 = 0.002
7.4 0.005 £0.,001
Tabulka 4

Hodnoty Michaelisovy konstanty K, a maximdlni rychlost V ., oxidace ellipticinu peroxidasami Reakéni
rychlosti jsou vyjadieny jako mnozstvi dimeru ellipticinu tvofeného ug peroxidasy za minutu Pfi kinetickych
studiich byly uzity nelinedrni metody nejmensich ¢tverct jak je popsano (Stiborova er al., 1997). V tabulce jsou
uvedeny primérné hodnoty + standardni odchylky ze tii paralelnich méfeni.

peroxidasa Kn (uM) V max (nMol/min na p g peroxidasy)
HRP 476 +4.6 143 +0.14
LPO 100x1,0 0.25+£0.02
MPO 120+1.2 0.02 £ 0,002

4.1.3. Mechanismus oxidace ellipticinu peroxidasami

Oxidaci ellipticinu peroxidasami (HRP a LPO) silné inhibuji NADH, glutathion a
kyselina askorbovd (tabulka 5), které jsou zndmé jako ucinné ,vychytdvace* radikdli
(Stiborova et al., 1990). Z toho lze usuzovat, Ze oxidace ellipticinu peroxidasami probiha
typickym radikalovym reak¢énim mechanismem, tedy jednoelektronovou oxidaci substratu za
vzniku primdrnich radikdlt. Jiz diive bylo zjiSténo (Stiborova et al., 1990; Stiborova et al.,
1997), Ze Zadny z téchto ,.scavengeri® za pouzitych reak¢nich podminek neni substratem
peroxidas. NADH, glutathion ani kyselina askorbova se nevazi do aktivniho mista enzymu
(peroxidas) jako ellipticin, ale redukuji radikdly tvofené z ellipticinu zpét na parentalni

molekulu.
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Tabulka 5

Vliv NADH. glutathionu a kyseliny askorbové na tvorbu majoritniho metabolitu oxidace ellipticinu HRP a LPO.
Reakéni rychlosti jsou vyjadieny jako mnozstvi dimeru ellipticinu tvofeného ug peroxidasy za minutu. V tabulce
Jsou uvedeny primérné hodnoty + standardni odchylky ze tif paralelnich méfeni. ND — nedetekovéno.

"scavenger"

koncentrace (uM)

oxidace ellipticinu

(nmol/min na pg peroxidasy)

LPO

HRP

bez "scavengeru”

0.240 +0.020

1,300 £ 0,130

) 0.1 0.014 £0.001 ND
kyselina askorbova
0.5 ND ND
NADH 0.1 ND ND
0.1 0.043 +0.005 ND
glutathion
0.5 0.011 £0.001 ND

Také nukleofilni ¢inidla, jako je DNA. inhibuji oxidaci ellipticinu peroxidasami

(tabulka 6). Vedle DNA byl dile na oxidaci ellipticinu peroxidasami sledovan vliv slozek

DNA, jmenovité¢ deoxyguanosin-3’-monofosfatu (dGp) a deoxyadenosin-3 -monofosfatu

(dAp). Pritomnost 40 ug deoxynukleotidii v reakéni smési sniZuje tvorbu dimeru ellipticinu

piiblizné o 50 %. Ziskané vysledky signalizuji, Ze se primdrné tvoteny ellipticinovy radikal

muZe vazat na DNA jmenovité na jeji nékteré deoxynukleotidy. Vysledky presentované v této

kapitole jsou soucdst publikaci, které tvoii prilohy I a 3 disertaéni prace.

Tabulka 6

Viiv DNA na tvorbu majoritniho metabolitu oxidace ellipticinu HRP a LPO. Reakéni rychlosti jsou vyjadieny
jako mnozstvi dimeru ellipticinu tvoteného pg peroxidasy za minutu. V tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty
+ standardni odchylky ze tfi paralelnich méfeni. NM - neméfeno.

oxidace ellipticinu

"scavenger" koncentrace (ug) (nmol/min na ug peroxidasy)
LPO HRP
bez DNA 0.240 £ 0.020b 1,300 £0.130
20 NM 0.221 £0.020
40 NM 0.144 0014
DNA
60 0.160 £0.016 0.082 £ 0.008

0.137 0014

0.069 £ 0.007
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4.2. Tvorba aduktu ellipticinu aktivovaného peroxidasami s DNA

Lidskd MPO. hovézi LPO a rostlinnd HRP za pritomnosti H-O- efektivné aktivuji
'H

ovei COX-1 a lidskou COX-2 za pritomnosti kyseliny arachidonové jako kofaktoru.

ellipticin na metabolity. které se vazi na DNA (tabulka 7). Podobn¢ je ellipticin aktivovan

Efektivita vazby metabolitit na DNA po aktivaci l‘”H]ellipticinem se snizovala v poradi
HRP > LPO > COX-1 > COX-2 a MPO (tabulka 7). Pokud reakéni smés neobsahovala H-O-
nebo kyselinu arachidonovou, je vazba na DNA tém¢f zanedbatelna (tabulka 7). Z inkubaéni
smési obsahujict [}H]clliplicin byla DNA izolovina metodami. které extrahuji organické
komponenty (Stiborova er al.. 2001: Frei et al., 2002: Stiborova et al., 2004). Pokud zlstdva
takto izolovand DNA stile modifikovand (tritiovand), vazbu metabolitli ellipticinu Ize
povazovat za Kovalentni.

Tabulka 7

Vazba | Hlellipticinu aktivovaného pcmxidu.\u‘r}li na DNA in vitro a kvantivativni analyza tvorby aduktu s DNA
po aktivaci ellipticinu peroxidasami metodou ~P-postlabeling. “Prumér a smérodatné odchylky byly pocitdny ze

tii paralelnich mefeni. "RAL (.relative adduct labeling™) a smérodatné odchylky byly pocitiny ze tii paralelnich
v PN - . o .
méfeni. “kyselina arachidonovi, "ND - nedetekovino,

vasha | 'H Jellipticinu na DNA RAL" (stiedni hodnota = SI/107 nukleotidu)
aktivacni systém
(pmol/mg of DNA)* adukt | adukt 2 adukt 6 adukt 7 celkem
HRP 4789 + 234 1323472 BS1+£042 128081 130005 143475
1.PO 6046+ 32 [523+082 30001 083004 0522003 1958108
MPO) 33202 073004 0282002 NDY NDY 1.01 £0.51
COX-1 6.5+0.3 1512008 0422002 0020001 0050002 1.98 +098
COX-2 8.9 + 0.4 2002001 0542003 002£0.001 00220001 268+ 1.32
bes peronidas 0.3+002 ND! 0.09 +0.01 ND NDY 0.09 001
HRP bes H-0- 032002 NDY 0.09 001 NDY ND! 0.09 0,01
COX-1 bes kys. arach.® 0.3+002 NDY 0.09 001 ND NDY 0.09 £0.01

Dalsi analyza DNA vystavené pusobeni enzymové aktivovaného ellipticinu metodou
;EP—p()sllubeling potvrdila. 7Ze vazba metaboliti na DNA je opravdu vazbou kovalentni. Touto
metodou bylo detekovino nckolik aduktu tvoricich se v DNA inkubované s peroxidasami a
ellipticinem (obr 12 A - E). Kromé MPO. kdy jsou tvofeny pouze dva adukty s DNA (skvrny
I a2 vobrizku 12 C), jsou po aktivaci ellipticinu dalSimi testovanymi peroxidasami tvofeny
Ctyfl adukty s DNA. dva majoritni (skvrny I a 2 v obrazku 12 A - E) a dva minoritni (skvrny
6 a 7 vobrizku 12 A, B. D, E). Na autoradiografickych snimcich DNA inkubované bez
peroxidas nebo bez H-O- adukty 1. 6 a 7 nebyly detekovany na rozdil od aduktu 2, ktery se

v téchto neupinych inkubac¢nich smésich vzdy tvoril (tabulka 7). Toto zjisténi je v souladu
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s predchozimt vysledky nasi laboratore ze Kterych vyplyvia. 7e je tento adukt tvoren take bez
enzymove aktivace (Stiborova ef al.. 20012 Stiborova et al.. 2003b). Peroxidasou nejucinngsi
pro aktivact ellipticinu na reaktivni metabolity tvofici adukty s DNA je opét HRP

nasledovana LPO, COX-2, COX-1 a MPO (tabulka 7).

Hzo L= g’ COX-1 COX-2
A | |8 1 e 2 |D ! E ¥
b h 7 — (‘::7 l 7
2 b P * o L 50
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Obrazek 12

Autoradiograficke snimky aduktu tvotenych v DNA ellipticinem aktivovanym  peroxidasami. Pro analyzu
aduktu byla uZita metoda zll’—pustlahcling. DNA inkubovana s ellipticinem (100 uM) a rostlinnou HRP (A).
hovezi LPO (B). lidskou MPO (C). ovei COX-1 (D). hdskou COX-2 (E)

4.2.1. Srovnani tvorby kovalentnich aduktid s DNA po aktivaci ellipticinu

cytochromy P450 a peroxidasami

Lidsk¢ jaterni mikrosomy  preménuji cllipticin na pét metaboliti, které byly
separovany pomoci HPLC (mctoda B). Struktury vSech metaboliti byly urceny bud’
srovnanim  jejich chromatografickych viastnosti (HPLC) sc syntetickymi standardy, nebo
hmotnostni @ NMR spektroskopii. Jednd se o 9-hydroxyellipticin (M1), 7-hydroxyellipticin
(M4). 12-hydroxyellipticin (M2), [3-hydroxyellipticin (M3) a N*-oxid cllipticinu (M5).
Podrobn¢ji jsou metody a ziskané vysledky popsdany v publikaci. kterd je  prilohou 4
predkladand disertacni prace. Pokud je cllipticin inkubovin s peroxidasami (hovézi LPO,
lidskou MPO ¢i rostlinnou HRP) tvori se, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.1. pouze dva
metabolity — dimer ellipticinu a N--oxid clhipticinu (priloha 1 a 2). N*-oxid cllipticinu je tedy
jedinym metabolitem, Ktery je tvoren oxidact ellipticinu obéma enzymovymi systémy.

Jak 117 bylo popsdano v uvodu a je dile patrné z obrazku 13 A a B, po aktivaci
cllipicinu mikrosomalnim syst¢mem 1 in vivo. byly detekovany dva majoritni adukty s DNA
— adukt I a 2. Oba adukty jsou tvoreny 7z aktivovancho ellipticinu a deoxyguanosinovych
nukleosidu v DNA (Stuborova ¢f al.. 2003b). Oba majoritni adukty s DNA (adukt 1 a 2) jsou
shodn¢ tvoreny take peroxidasami. Peroxidasy (krome MPO) tvori jeste dva minoritni adukty

s DNA oznacovane jako adukt 6 a 7 (viz obrazek 12 A B. D E). Ty byly deteKovatelne €7
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vDNA zZexperimentu inovivo (obr. 13 A). Adukty I respektive 2 vyKazujt podobné
chromatograticke vlastnosti pit TLC na PEl-cclulose jako adukty tvofené v DNA 13-
hydroxycllipticinem ncho s N-oxidem ellipticinu respektive s 12-hydroxyellipticinem (obr.

13 C - D). atobez enzymove aktivace.

ARy OYFEIAL 12 U= etiptone piipticne Nooxde 12-0OH-eliptons
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Obrazek 13

Autoradiogratické snimky aduktt tvorenyeh v DNAL Pro analyzu aduktu byla uzita metoda }ZP—posllubeling
V DNA 7 jater potkanu vystavenych 40 mg ellipticinu na kilogram télesné hmotnosti (A). DNA inkubovina
sellipticinem (100 uM) a Lidskym CYP3A4 (B). 13-hydroxyellipticinem (C). N-oxidem ellipticinu (D) a 12-
hydroxyellipticinem (E).

Abychom prokdzali identitu aduktt 1 a 2 sadukty tvofenymi témito metabolity
cllipticinu, byly jejich chromatografické vlastnosti porovnany 1 pomoci HPLC. Adukty 1 a 2.
které sc v DNA vytvorily in vivo ¢ po aktivact ellipticinu peroxidasami a po jeji inkubact s
13-hydroxyellipticinem. 12-hydroxyellipticinem a N-oxidem ellipticinu byly tedy z TLC
desky (PEI—cclulosa) extrahovdny a jejich vlastnosti porovniny ,.kochromatografii™ na TLC
(vysledky nejsou uvedeny) a HPLC s reversni fazi (obrazek 14). Tyto experimenty prokazaly,
7¢ oba majoritni adukty tvorené in vivo a ve vSech enzymovych systémech jsou shodné
sadukty tvofenymi  po  rcaket DNA s [3-hydroxyellipticinem  (adukt 1), 12-
hydroxyellipticinem (adukt 2) a N -oxidem cllipticinu (adukt 2). Obrizek 14 ilustruje identitu
aduktt 1 a2 tvofenych  po  aktivact  ellipicinu LPO s adukty tvofenymi 13-
hydroxyellipticinem a | 2-hydroxyellipticinem.

V publikaci. Kterd tvoti pridohu 4 predkladané disertacni prace bylo zjisténo. 7ze N*-
oxid cllipticinu je nestabilni slou¢eninou, Ktera podlcha presmyku (presmyk Polonowskcho)
za tvorby 12-hydroxyellipticinu. Identita aduktu ¢. 2 tvoieného 7 N*-oxidu ellipticinu a 12-
hvdroxyellipticinu (obr. 13) je tedy jasné vysvétlitelnd a prokazuje. 7e findInim metabolitem.
Ktery tvort proximalni derivat N-oxidu cllipticinu zodpovédny za vazbu na DNA je 12-
hyvdroxyellipticin.

Podrobn¢i jsou vysledky uvedeny v publikacich tvoricich prilohiv 2 a4 této prace.
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Obrazek 14

HPLC adukta | a 2 7z obrizku 13 tvofenych v DNA ellipticinem aktivovanym LPO (A. D) a tvofenych v DNA
13-hydroxycllipticinem a 12-hydroxyellipticinem (C. F). Chromatogramy B a E representuji HPLC smési adukta
zobrizku Aa C(ByaDal (k).

Zisténi, 7e pit aktvact cllipticinu peroxidasami je tvoren stejny adukt 1 jako ze 13-
hydroxyellipticinu bylo pro nas z poc¢atku ponckud prckvapivé, protoze pii peroxidasoveé
oxidaci ellipticinu se 13-hydroxyellipticin netvofi. Pritomnost 12-hydroxyellipticinu, ktery
tvofi adukt 2, v peroxidasové reaker je zpusobena spontinni pfeménou N*-oxidu cllipticinu
na tento metabolit. Vysvétlent identity aduktu tvoreného 7 13-hydroxyellipticinu s aduktem
gencrovanym oxidact ellipticinu peroxidasami prinesly experimenty sledujici Kinetiku tvorby
tohoto aduktu peroxidasami. Narust tvorby aduktu ¢. 1 korcloval s poklesem dimeru
clhipticinu (r = 0953, P < 0.001. n = 6 pro LPO). To by nasvédcovalo tomu, z¢ za vazbu
aktivovaného ellipticinu na DNA za tvorby aduktu 1 je zodpovédnd jednoelektronovi oxidace
cllipticinu na radikal. Pt sledovani viivu moldarmiho pomcéru obou substriti peroxidasy
(cllipticinu a H>O») na tvorbu aduktu | vSak bylo zjisténo. ze za jeho tvorbu je zodpovédny
produkt dvouclektronové oxidace ellipticinu. jmenovité methylen-imin cllipticinu (obr. 15), a
to 1 v pripadé. 7z¢ nebyl v rcakénim mediu detekovan. Detaily experimentu a vysledky této

studic  jsou uvedeny v rukopisu publikace. Ktera tvoit pridlohu 2 této disertacéni prace.
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Obrazek [5 pak shrnuje reak¢ni schéma. Které vysveétuje mechanismus tvorby aduktu
clhipticinu aktivovancho CYP a peroxidasami.

Dva mmoritnt adukty (skvrma 6 @ 7 vobr. 12 AL B. D. E). kter¢ se tvoii s DNA po
aktivact cllipticinu peroxidasami maji stejnou pohyblivost jako minoritni adukty detekované
v DNA 1zolovan¢ 7 bunck adenokarcinomu (MCFE-7). Kter¢ byly vystaveny ellipticinu, ve V79
bunkach transfekovanych CYP a vystavenych clipticinu déle nez 24 h, po aktivaci ellipticinu
lidskymi jaternimi mikrosomy (Stiborova et al.. 2001: Stiborova et al.. 2004; Stiborova et al..
2003b) a v nckolika orginech potkant. kterym byl podan ellipticin. AvSak vzhledem

K malému mnozstvi aduktti nebylo mozné provést jejich bhizsi charakterizaci.
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Obrazek 15

Reakeni schéma metabolismu ellipticinu peroxidasami o lidskymi evtochromy P450 ukazuje charakterizované
metabolity a tvorbu aduktu s DNAU Predpoklidane meziprodukty uvedend v zavorkiach nebyly pii uzitych
experimentalnich podminkich detekoviany.
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4.3. Ucinek ellipticinu na nadorové bunécné linie

4.3.1. Lidské leukemické bunééné linie

Z lidskych leukemickych bunéénych linii byly zhlediska ovlivnéni ellipticinem
studovany hidské leukemické linie HL-60 a CCRF-CEM. Cytotoxicita protinadorového léciva
ellipticinu vu¢i t¢mto leukemickym liniim byla mérena MTT testem (viz kapitola 3.4.2.).
Toxicita ellipticinu vuci leukemickym buikam byla zdvisla na jeho koncentraci (obrazek 16).
Ellipticin byl G¢inn¢jsi viici HL-60 bunkam (ICsy = 0.68 + 0,07 uM) nez vuci linii CCRF-
CEM (IG5 =470 £ 047 uM).
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Obrdzek 16
Cytotoxicita elhipticinu a tvorba aduktu s DNA v [eukemické linit HL-60 (A) a CCRF-CEM (B) po 48 hodinové

kultivaci s cllipticinem. Pramérna hodnota cytotoxicity byla po¢itina z osmi méfeni. SD byla < 10%.

Lidské leukemické buinky HL-60 a CCRF-CEM byly vystaveny ruznym koncentracim
ellipticinu (001 = 10 uM) po dobu 48 hodin. Metodou “P-postlabeling byly v DNA
izolované 7z téchto bunck detekovany dva kovalentni adukty (adukt 1 a 2, obrdzek 17),
zatimco v kontrolni DNA leukemickych bunc¢k. které byly kultivovany bez ellipticinu, zadné
adukty s DNA deteckoviany nebyly.

Tvorba uvedenych kovalentnich aduktu koreluje s cytotoxicitou ellipticinu vii¢i obéma
liniim. Celkové mnozstvi aduktu s DNA detekované v HL-60 bunikdch kultivovanych s 5 uM
ellipticinem je 64 aduktt na 107 normilnich (nemodifikovanych) nukleotidi, zatimco
v CCRF-CEM linii je témef o fid nizsi, tedy 7 aduktd na 107 nemodifikovanych nukleotidi
(obr. 16 A a B).
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Obrazek 17

Autoradiograficke snimky aduktu tvorenych v DNAL Pro analyzu aduktu byla uZita metoda “P-postlabeling.
V DNA izolované z HIL-60 bunck kultivovanych s 1 puM clhipticinem (A). z CCRF-CEM bun¢k vystavenych
5 uM cllipticinu (B). 7 neuroblastomové linie IMR-32 vystavené 10 uM ellipticinu (C). v DNA inkubované s
N -oxidem clipticinu (D) a 12-hydroxyellipticinem (E).

Oba adukty tvorené v testovanych lidskych leukemickych bunkiach kultivovanych
sellipicinem  vykazovaly shodné  chromatografické  vlastnosti s adukty 1 a 2, diive
nalezenymi v inkubacich in vitro DNA s cllipticinem a izolovanymi peroxidasami nebo
cytochromy P450 1 in vivo vriznych tkinich potkanu., kterym byl ellipticin podin
intraperitoneding. Jsou to opct adukty. které byly identifikoviny jako deoxyguanosinové
adukty s DNA (Stiborova er al.. 2003b).

To se potvrdilo 1 1dentitou jejich chromatografickych vlastnosti pfi HPLC. Adukty I a
2 tvofené v DNA HL-60 bunc¢k byly extrahovany a ,kochromatografii* na HPLC s reversni
fazi porovnany s adukty tvofenymi I3-hydroxyellipticinem a 12-hydroxyellipticinem (viz
obrizek ¢. 3 v priloze 5 disertacéni prace). Témito experimenty bylo prokdzano, 7c sc jednd o
adukty totoznc.

Hypotéza nedivno navrzend v na$i laboratort predpoklida, ze tvorba aduktu 1
z Karbeniovcho tontu derivovancho 7 13-hydroxyellipticinu (ellipticin-13-ylium) a aduktu
oznacovancho ¢islem dva z karbenioveho 1ontu vzniklcho z 12-hydroxyellipticinu (ellipticin-
12-ylium) in vitro jc generovana béhem aktivace ellipticinu cytochromy P450. A to predevSim
podrodinamt 3A a 1A ncbo peroxidasami (MPO. LPO., COX-1 a COX-2) (viz prilohy 2 a 3
disertacni prace.). Jehikoz jsou tyto adukty generovan¢ v DNA izolované z HL-60 a CCRF-
CEM kultivovanych s cllipticinem, musi byt alespon nékteré 7 téchto enzymu v testovanych
bunkich exprimovany. Skute¢né tomu tak je. V- HL-60 bunkich byla prokazdana exprese
mycloperoxidasy. a to prutokovou cytometrii za pouziti protilatky znacené fluorescein
isothtokyanatem (FI'TC) proti lidské MPO. Exprese myeloperoxidasy byla sledoviana béhem 5
denni kultivace a behem (¢to doby nebyl zjisten signifikanint rozdil v exprest tohoto enzymu
(viz obrazek 5 v priloze 5). Dalst peroxidasa. a to COX-1. byla v HL-60 bunkach prokazana

metodou western blot™. Kdyz byla uzita lidska monoklondlni protiliatka prott COX-1.
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Nuarozdil od peroxidas .western bloty™ protlatkami proti ruznym cytochromtam  P450.
konkrétiné prott CYPIAL 2B4. 2E1 a 3A4. prokizaly pouze nizké. ale detekovatelné hladiny
CYPIATL v (cto bunéené linii.

Lidska Teukemicka limie CCRE-CEM byla nediavno charakterizovana protcomickymi
technikami Anagnostopoulosem a spolupracovniky (Anagnostopoulos ¢ al.. 2005). Autofi ale
ve své studit neuvadéji piitomnost CYP ncbo peroxidas v této bunécéné linii. Exprese
mycloperoxidasy v CCRE-CEM linii byla analyzovina v na$i laboratofi, a to pritokovou
cytometrif. Jeji exprese v CCRF-CEM bunkiach nebyla detekovina. Piitomnost vybranych
cytochromi P450 v této linit je v soucasné dob¢ v nasi laboratofi teprve analyzovana.

Vzhledem k tomu, Z¢ se v lidskych leukemickych bunkich vystavenych ellipticinu
tvori kovalentni adukty s DNA je mozné, 7¢ timto mechanismem uc¢inku (kromé jinych) miize
cllipticin pasobit 1 v hidském organismu.  Sledovani  tvorby adukti s DNA v lidském
organismu je predpokladano jako dalsi cil nasich studii.

Vysledky studujici viiv cllipticinu na testované leukemické linie objasiuji jeho
cytotoxicitu vuci témto modelovym leukemickym liniim. Vzhledem k tomu, Ze cytotoxicita
cellipticinu Korcluje s tvorbou jeho adukti s DNA, mtze byt mechanismus vyplyvajici
z kovalentni modifikace DNA aktivovanym cllipticinem majoritnim mechanismem  jeho
acinku.  Protoze bunécnd  lime  HL-60, narozdil od CCRF-CEM linic, exprimuje
mycloperoxidasu, kterd aktivuje ellipticin na metabolity, tvorici kovalentni adukty s DNA,
muze byt pravé tento enzym zodpovedny za vySsi hladinu detckovanych aduktid. Obdobné
vysledky publikovali také Rekha a Sladek (Rekha & Sladek. 1997). Ti prokdzali cytotoxicitu
cllipticinu va¢i MCE-7 bunééné hinin (bunky lidského prsniho adenokarcinomu), ktera
zdavisela na hladin¢ enzymu aktivujicich cllipticin na metabolity vazici se na DNA. V tomto
piipad¢ to vSak byly cytochromy P450. Autofi prokazali, Zze pokud jsou MCF-7 bunky
vystaveny 3-methylcholanthrenu prechodné zvySovaly hladiny CYPIA a byly prechodné
mnohem cithive)si k ellipticinu. DNA adukty, které byly detekoviny v téchto niadorovych
bunkach v nasi laboratoit v diivé)Sich studiich (Bofek -Dohalska er al., 2004) mohou tedy byt
zodpovedné za zjiSténou vyssi senzitivitu vuct ellipticinu.

Dalsi dulezita skutecnost spojend s expresi CYP a cllipticinem byla detekovina v MCF-
7 bunkach rezistentnich na adriamycin. Tato rezistentni hinie vykazuje fenotyp mnohocetné
[ckove rezistence (MDR). vy a spolupracovnict (Ivy et al.. 1988) piedpokladali. 7e rezistence
MCFE-7 bunck K adriamycinu zahruje vedle mnohocetné I¢kové rezistence nékolik dalSich
biochemickych a genctickych zmén. Jednou 7 nich je snizeni hladiny mRNA pro CYPIATL.

coz vede ke snizent metabolismu xenobiotk zprostiedkovancho CYPTAT. Pokud tedy
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vezmeme v uvahu uvedené vysledky presentované v predkladané disertaci a data ziskana
z drivegSich studif nasi 1 jinych laboratori (Ivy er al., 1988: Rekha & Sladek, 1997: Borek -
Dohalska er al.. 2004) akuvity a hladiny exprese peroxidas a cytochromu P450, tedy enzymi.
kter¢ uc¢inn¢ aktivuji cllipticin na metabolity tvotici kovalentni adukty s DNA mohou byt

dulezité faktory pro specifitu ellipticinu pro leukemie a prsni nadory.

4.3.2. Lidské neuroblastomové bunécné linie

Vtéto ¢asti prace  byla  studovdana  cytotoxicita ellipticinu - vaci  lidskym
neuroblastomovym liniim IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-NB-4 a liniim od nich odvozenych.
Konkréiné takovych, kde byla navozena rezistence na bézn¢ pouzivand cytostatika jako je
vinkristin (VCR). doxorubicin (DOXO) ¢i cis-platina (CDDP). VSechny testované linie byly
na ellipticin citlivé. Hodnoty ICs, jsou uvedeny v tabulce 8. Nejvice byl ellipticin toxicky pro
bunécnou linii IMR-32 (IC5, = 0.26 uM), mén¢ pro UKF-NB-3 (IC5, = 0,80 uM) a UKF-NB-
4 (ICsy = 1.26 uM). Citlivost studovanych neuroblastomovych linii k ellipticinu byla
porovnana s jejich  citlivosti k doxorubicinu, bézn¢ podavaném cytostatiku pii  1é¢bé
neuroblastomu. Tabulka & uvadi cytotoxicitu ellipticinu a doxorubicinu pro studované
neuroblastomov¢ hinie. V podminkdch in virro na bunéénych liniich je doxorubicin pro
neuroblastomové linie cytotoxic¢t¢si, ale jeho nevyhodou je. Ze se na n¢j pti pouZiti in vivo
(pro léceni pacientu) velmi rychle vytvari rezistence. Zajimavé zjisténi pfineslo porovnani
t¢chto dvou cytostatik u neuroblastomovych linii rezistentnich na doxorubicin (obr. 18).
Neuroblastomové linie jsou stdle na ellipticin citlivé srovnatelné s parentdlni linii. a to i
presto. zc by se zde dala ocekavat zkFizend rezistence.
Tuabulka 8

Cytotoxicita cllipticinu a doxorubicinu pro studované neuroblastomové linie. Prumérnd hodnota cytotoxicity
byla po¢itina 7 osmi mefeni. SD byla < 10%.

ICq (UM)
buncena linie popis
pro ellipticin pro doxorubicin

IMR-32 neuroblastom 0.26+0.03 nedetekovino
IMR-32 (DOXO) neuroblastom. rezistentni na- doxorubicin, P-gp negativni 0.53% 0.05 0.03£0.01
UKF-NB-3 neuroblastom 0.80+ 0.08 0.42+0.04
UKE-NB-3(VCR) neuroblastom rezistentni na vinkristin 0.64+ 0.06 0.83+ (1L08
UKFE-NB-3 (DOX0) neuroblastom rezistentni na doxorubicim 0.78+ 0.08 1.75+£0.17
UKE-NB-3 (CDDP) neuroblastom rezistentni na cis-platinu 0.33+x0.03 nedetekovino
UKFE-NB-4 neuroblastom 1.26£0.13 0.70+ 0.07
UKF-NB-4 (VCR) neuroblastom rezistentni na vinkristin .53+ 0.15 271£0.27
UKFE-NB-4 (DOXO) neuroblastom rezistentni na doxorubicin [NEEXINE 3.80+0.38

UKF-NB-4 (CDDP) neuroblastom rezistentni na ¢is-platinu 0.73+0.07 nedetekovino
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H clipticin
I doxorubicin

Obrizek 18
Cytotoxicita ellipticinu a doxorubicinu
vuct lidskym neuroblastomovym liniim.
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Jelikoz jsme zjistilic 7e ellipticin je pro uvddéné necuroblastomové linie toxicky.
zamcrili jsme se ddle na testovani vzniku kovalentnich aduktt s DNA. Jednotlivé bunécné
linic byly vystaveny 0.1, 1 a 10 uM ellipticinu po dobu 48 hodin. V DNA studovanych
neuroblastomovych linii byly detekoviany dva majoritni adukty s DNA (adukt 1 a 2).
Ukazkovy chromatogram neuroblastomové linie IMR-32 vystavené 10 uM ellipticinu je na
stran¢ 46 na obrazku 17 C. Navic u linic UKF-NB-3 (VCR) byly detekovidny jeSt¢ dva
minoritni adukty s DNA (adukt 6 a 7). VDNA necuroblastomovych bunék. které byly
kultivovany bez ellipticinu. 7zadné adukty s DNA detekoviny nebyly. Oba majoritni adukty
tvofené v testovanych lidskych neuroblastomovych bunkdch kultivovanych s ellipticinem
vykazovaly na TLC deskach (PEI-celulosa) opét shodné chromatografické vlastnosti s adukty
I'a 2 dfive nalezenymi v in vitro inkubacich DNA s ellipticinem a izolovanymi peroxidasami
nebo cytochromy P450. v lidskych leukemickych buikich HL-60 a CCRF-CEM i in vivo
v nékolika organech potkanu, kterym byl ellipticin intraperitonedlné podan. Jedna se opét o
adukty. které byly identifikovany jako deoxyguanosinové adukty aktivovaného ellipticinu
s DNA (Stiborova et al.. 2003b). Tvorba obou aduktu s DNA lidskych neuroblastomovych
bunék je zavisld na mnozstvi podaného ellipticinu. MnozZstvi  detekovanych adukta
v jednotlivych parentdlnich 1 deefinych (rezistentnich) liniich uvadi tabulka 9. Podrobngji jsou

vysledky uvedeny v rukopisu prace tvotict prilohu 6 1€to disertacni price.



4 Vs ledky a diskuse /50

Tubulka 9
Trvorba aduktu v lidskych neuroblastomovych lintich po 48 hodinove kultivacr s ellipticinem. 'V tabulee jsou
uvedeny prumerné hodnoty + standardni odchylky ze (i1 paralelnich mereni. ND - nedetekovino.

buncénd linic koncentrace hladiny DNA aduktu (RAL x 10 0
cllipticinu (M) adukt | adukt 2 adukt 6 adukt 7 celkem
0.1 0,10 20,01 0.13+0.01 ND ND 0.26 £0.02
IMR-32 | 0.26 +0.02 031 £0.03 ND ND 057 £0.05
10 1315+ 1.30 1315+ 1.30 ND ND 26.28 +2.60
0.1 0.02 +0.01 0.12£0.01 ND ND 0.142£0.01
IMR-32(DOXO) I 017 £0.02 0.30 £0.03 ND ND 047 £0.05
10 288 +£0.29 7.4 +£0.70 ND ND 10,02+ 1.00
UKINB A | 0.12+001 0.23£0.02 ND N\ND 0.35+ 0.04
LG 327 +0.32 501 £0.50 \D ND 8.28 +0.80
0.1 0.04+£001 0.04+0.0]1 ND ND 0.08 £0.02
UKE-NB-3 (VCR) | 0.27 £0.03 0.62 +0.06 \ND \ND 0.89 +0.09
10 649 £ 0.65 1014 £ 1.00 ND ND 1694 = 1.70
0.1 0.13+0.01 0.22+£0.02 ND ND 0.35+0.04
UKE-NB-4 (DOX() I 018 +0.02 043 £0.04 ND ND 0.61 £0.06
10 +.02+ 040 6.00 = 0.60 ND ND 10,02+ 1.00
0.1 0.03 +0.01 0.02+0.01 ND ND 0.05+£0.01
UKEF-NB-2(CDDP) I 0.06 (.01 0.08 £0.01] \ND \D 0.14 £ 0.0]
10 1849 + 185 2550254 \D \ND H17 2440
0.1 0.04 £0.0] 0.01 £0.01 ND ND 0.05+ 0.01
UKF-NB-4 I 0.20 £ 0.02 038 £ 0.04 ND ND 0.58 +0.06
16 6.00 + (.66 1048 = 1.10 ND ND 17.14+1.70
0.1 0.08 +0.01 0.16 (.02 ND ND 0.24+0.02
UKF-NB-4 (VCR) I 0.58 £0.03 121 £0.06 ND \D 1.79 £ 0.18
10 ITR7 2 1.09 21272210 057 £0.06  0.60 £0.06 3431 2340
0.1 0.07 +£0.01] 0.10 £ 0.01 ND ND 0172002
UKF-NB-4 (DOXO) I 0.54 £ 0.05 1.02 £ 0.10 ND \D 156 £0.16
[0 0.23+£0.20 12220010 ND \D 145014
0.1 0.02 +0.01 0.03+0.01 ND \ND 0.05+0.01
UKE-NB-4 (CDDP) I 0.24+0.02 042 +0.04 \D \ND 0.66 +£0.07
10 S73 +£0.58 9.66 + (.97 \D ND 15.39 = 1,50

4.3.3. Vliv inhibitoru histondeacetylasy (kyseliny valproové a trichostatinu A) na
ucinnost ellipticinu

Pro urceni ovlivnéni cytotoxicity ellipticinu viuci lidskym neuroblastomovym liniim
preinkubaci 24 hodin s Kkyselinou  valproovou a  trichostatinem A (inhibitory
histondeacetylasy) byly testoviny dveé neuroblastomové bunééné linie. Jedna dcefind linie
rezistentni na doxorubicin UKF-NB-3 (DOXO) a jedna parentdlni neuroblastomovd linie
UKF-NB-4. Inhibitory histondeacetylasy. kyselina valproova (VPA) a trichostatin A (TSA).
efektivn¢ zvySuji toxicitu tohoto [é¢iva vuci studovanym lidskym neuroblastomovym liniim.

Tabulka 10 uvadi hodnoty 1Cs, pro cllipticin pro testované neuroblastomové linie vystavené
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24 hodin pied pridanim cytostatika bud’ kyseling valproove. nebo trichostatinu A a obrazek 19

tyto hodnoty pichledné vyjadiuje.

Tabulka 10
ICs, pro cllipticin pro UKF-NB-3 (DOXO) a UKF-NB-4 vystaven¢ inhibitorum histondeacetylasy. Prumérna
hodnota cyvtotoxicity byla poc¢itana 7z osmi mefeni. SD byvla < 10%.

bunéend linie inhibitor histondeacetylasy Koncentrace (imM) 1C5 (uM)
bez inhibitoru 0.84+ 0.08
VPA 1.0 0,38+ (.04
UKE-NB-3(DOXO) VPA 2.0 009+ 0.01
TSA 0.1 0.58+ (0.06
TSA 0.2 0.45+0.05
bez inhibitoru A 1.26+0.13
VPA 1.0 1.00£ 0,10
UKF-NB-4 VPA 2.0 .65 0.07
TSA 0.1 1.00£ 0,10
TSA 0.2 neodecteno
Bl UKF-NB-3 (DOXO) Obrazek 19
‘ “4 [L_JUKF-NB-4 Posileni cytotoxicity ellipticinu vugci
] lidskym ncuroblastomovym  liniim
UKF-NB-3 (DOX0) a UKF-NB-4
ol kultivaci s kyselinou valproovou a
s trichostatinem A 24 h pred pfiddnim
Z 084 clhipticinu.
[+
g 06 N
o
044
024
004

bez inhibitoru 1 mM VPA 2 mM VPA 0,1 mM TSA 0,2 mM TSA

Dvé parentdlni linic odvozené od lidského neuroblastomu vysokého rizika UKF-NB-3
a 4 byly studované 7 hlediska tvorby aduktu v DNA po 24 hodinové preinkubaci s kyselinou
valproovou a trichostatinem A. Trichostatin A zvysil tvorbu nejen majoritnich adukta s DNA
po Kultivact obou bunécnych hinii s ellipticinem. ale byly také detekovany dva minoritni
adukty s DNA (adukt 6 a 7). kter¢ nebyly za stejnych podminek detekovdny po kultivaci
bunck pouze sellipicinem. Na druh¢é  strané  preinkubace neuroblastomovych  bunck
s kyselinou valproovou ovliviiovala tvorbu aduktu s DNA v obou liniich odlisné. Hladina
detekovanych aduktu s DNA v bunééné linii UKF-NB-3 vyrazn¢ vzrostla v dusledku

vystaveni bunck kyselin¢ valproové (tabulka 11. obrazek 20 A, B). ale u neuroblastomové
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linte UKF-NB-4 k tak vyraznému ovlivnéni tvorby kovalentnich aduktii nedo$lo (tabulka 11,

obrazek 20 C, D).

Tabulka 11

Tvorba adukti v lidskych neuroblastomovych liniich preinkubovanych 24 hodin s kyselinou valproovou a
trichostatinem A. Nasledn¢ byly bunéc¢né kultury kultivovéany s ellipticinem 48 hodin. V tabulce jsou uvedeny
primérné hodnoty = standardni odchylky ze tii paralelnich méfeni. ND - netekovano.

. koncentrace inhibitor hladiny DNA aduktti (RAL x 107)
bunééné linie o i
ellipticinu (uM) histondeacetylasy adukt 1 adukt 2 adukt 6 adukt 7 celkem

bez inhibitoru 0.12+£0.01 0.23 £0.,02 ND ND 0.35+ 0.04

| I mM VPA 0.35+£0,03 0.92 £0.10 ND ND 1.27£0.10

2 mM VPA 3.22+0.30 3.14 £0,30 ND ND 6.36 + 0.65

TS 246 £0.25 S53+0.15 399 £0.

UKF-NB-3 0.1 mM ISA 46 0 1.53+0.1 ND ND 99 +0.40
bez inhibitoru 327+0.32 5.01 £0.50 ND ND 8.28 + 0.80

10 I mM VPA 2171 £2.02 33,60 +3.30 ND ND 5531 £5.50
2 mM VPA 2759 +£276 2392 +290 ND ND 5151 +£6.70
0.1 mM TSA 3086 £3.89 2760270 059006 0.60+0.06 59.65=+6.20

bez inhibitoru 0.20 £0.02 0,38 £0.,04 ND ND 0.58 £ 0.06

| I mM VPA 0.33 £0.03 0.63 +0.07 ND ND 096 +0.10

2 mM VPA 0.38 £ 0,04 0.71 £0.07 ND ND 1.09 £0.10

0. mM TSA 0.48+ 0,05 0.80 £ 0.08 ND ND 1.28 £0.12

UKF-NB-4 o

bez inhibitoru 6.66 +0.66 1048 £ 1,10 ND ND 17.14 £ 1.70

0 I mM VPA 3.22+0.30 3.14 £0.30 ND ND 6.36 + (.64

2mM VPA 4.93 £0.50 3.05+£0.30 ND ND 7.98 +£0.80

0.1 mM TSA 1380+ 138 1196+190 0.052£001 0.04+001 2585260

Oba majoritni adukty nalezené v DNA lidskych neuroblastomovych linii jsou opét
shodné s adukty | a 2 detekovanymi v lidskych leukemickych liniich HL-60 a CCRF-CEM a
stejn¢ tak s majoritnim aduktem 1 tvofenym z karbeniového iontu derivovaného z 13-
hydroxyellipticinu (ellipticin-13-ylium) a aduktu oznacovaného ¢islem dva z karbeniového
iontu vzniklého z 12-hydroxyellipticinu (ellipticin-12-ylium) po enzymové aktivaci ellipticinu
cytochromy P450 3A a 1A podrodinami nebo peroxidasami. napfiklad myeloperoxidasou.
laktoperoxidasou ¢i cyklooxygenasami 1 a 2. Tato skutecnost vyplyvd zidentity jejich
chromatografickych vlastnosti pti TLC a HPLC. Vliv obou inhibitorli histondeacetylasy,
kyseliny valproové a trichostatinu A, na cytotoxicitu ellipticinu vi¢i neuroblastomovym
bunéénym liniim je v souladu s poznatky zjiSténymi Kimem a spolupracovniky (Kim et al.,
2003). Tito autofi pozorovali, Ze oba inhibitory histondeacetylasy zvySuji dc¢innost
protinddorovych 1éc¢iv cilenych na DNA nebo na enzymy interagujici s DNA. Mechanismus
vlivii pozorovanych jak ve studiich téchto autorl, tak na neuroblastomové bunécné linie
zjiSténé v naSich experimentech, nelze v soucasnosti presné vysvétlit. Nicméné, jednim

z davodli muze byt vliv téchto latek na .rozvolnéni* chromatinové struktury zplisobené
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inhibici histondeacetylasy (Kim et al., 2003), které pak tvofi DNA dostupnéjsi pro interakci
s ellipticinem (tvorbu adukti a/nebo interkalaci) ¢i s dalSimi cytostatiky. V piipadé
trichostatinu A miize byt jeho stimula¢ni vliv na tvorbu aduktd ellipticinu s DNA a zvySenou
toxicitu ellipticinu vii¢i neuroblastomovym liniim UKF-NB-3 a UKF-NB-4 zpiisoben také
jinym mechanismem. Je totiZ zndmo, Ze trichostatin A vyvoldva indukci enzymové aktivity
CYPIAI (Hooven er al., 2005), tedy enzymu, ktery efektivné aktivuje ellipticin za tvorby
aduktd s DNA (Stiborova et al.. 2001). Studium vySe uvedenych mechanismi pfedpokladame
feSit v naSi laboratofi v dal$i fazi vyzkumu této problematiky. Detailni vysledky studia vlivu
ellipticinu a studia mechanismu plsobeni tohoto [é¢iva na neuroblastomové bunécné linie

Jsou presentovany v rukopisu publikace, kterd tvofi piilohu 6 disertacni prace.

40 - I adukt 1 40 - R adukt 1
A Jadukt 2 B [Jadukt 2
35 4 35 -

254

2.0

DNA adukty (RAL x 107)
DNA adukty (RAL x 10)

05 54

0.0 0 T T T g
bez inhibitoru 1 mM VPA 2mMVPA 0,1 mMTSA bez inhibitoru 1 mM VPA 2mMVPA 0,1 mM TSA

UKF-NB-3 (1 uM ellipticin) UKF-NB-3 (10 uM ellipticin)

l adukt 1
B adukt 2

06
05
044

0.3

DNA adukty (RAL x 107)
DNA adukty (RAL x 107)

0.2 4

0.14

' 2mM VPA ' 0,1 mM TSA bez inhibitoru 1 mM VPA 2mMVPA 0,1 mM TSA

00+ .
bez inhibitoru 1 mM VPA

UKF-NB-4 (1 1M ellipticin) UKF-NB-4 (10 1M ellipticin)

Obrazek 20
Tvorba adukti v DNA lidskych neuroblastomovych linii preinkubovanych 24 hodin s kyselinou valproovou a
trichostatinem A. Ndsledn¢ byly buné¢né kultury kultivovany s ellipticinem 48 hodin.
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4.3.4. Srovnani neuroblastomové linie UKF-NB-4 senzitivni a ,,pre-rezistentni‘

K ellipticinu

Lidska neuroblastomova linie UKF-NB-4 byla dlouhodobé vystavena ellipticinu a
cytotoxicita tohoto lé¢iva testovina MTT testem. Po dlouhodobé kultivaci UKF-NB-4
s ellipticinem doslo ke sniZeni citlivosti lidské neuroblastomové linie vii¢i tomuto cytostatiku.
Ndzorné tento vysledek ilustruje obrazek 21 ukazujici vysledky z MTT testu. Ve tmavych
jamkdch na mikrotitracni desticce byly detekovany zivé bunky diky pfeméné tetrazoliové soli
MTT na formazan. Jak je z obrazku 21 patrné, UKF-NB-4 (ELLD je o jedno .,fedéni* ellipticinu
mén¢ citliva k tomuto 1€¢ivu nez tato linie senzitivni. Nicméné cytotoxicita ellipticinu je pro
tuto linii stéle jeSté vysokad (obr. 22).

50 uM ellipticin 1,56 uM ellipticin Obrizek 21

Srovnani citlivosti neuroblastomovych
linii UKF-NB-4 a UKF-NB-4 ™" v{¢i

o2 03 4 % .Y B 0o g ellipticinu MTT testem.

P '; ’g’@&.
i Q ' .&‘k‘k‘ UKF-NB-4
-9 - 0.000

® - 9.000
] 9 .&.ﬂ.&. ‘]
- @ 000 000
6 Q . “ .}. UKF-NB-4
S 3 ~ 000’0’

ICs, pro ellipticin na této linii, kterou nyni oznacujeme pouze jako linii na ellipticin
.pre-rezistentni** ma hodnotu 1,55 uM ellipticin. Linie UKF-NB-4 parentdlni je k ellipticinu
senzitivnéjsi, hodnota ICs je 1,26 uM. Péstovand buné¢na linie ,.pre-rezistentni** na ellipticin
roste pomaleji neZ linie senzitivni vici ellipticinu a jsou u ni patrné morfologické zmény (viz
obrazek 23). Na rozdil od parentdlni linie, kterd si zachovdva svij epiteloidni charakter. je
vétSina bunc¢k ..pre-rezistentni** linie na ellipticin protahlejsi (vietenobunécny tvar) a ztraci
svlj epiteloidni charakter (obr. 23) Experimenty piipravy UKF-NB-4 linie rezistentni

k ellipticinu z .,pre-rezistentni** v nasi laboratoti ddle pokracuji.
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1 \ Grafické vyjadfeni citlivosti lidské
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Obrazek 23
Fotografie lidskych neuroblastomovych bunéénych linii A) UKF-NB-4, B) UKF-NB-4 _pre-rezistentni na
ellipticin (zvétSeno 200x). Je patrny rozdil v morfologii mezi dcefinou a rezistentni linii.

4.3.5. Charakterizace neuroblastomové linie UKF-NB-4 ,pre-rezistentni*
na ellipticin

Snahou dal$iho studia bylo objasnit mechanismus, ktery zpUsobuje ztratu (sniZeni)
citlivosti  bunécné linie k ellipticinu. Nejcast¢ji byvad rezistence zapfi¢inéna expresi
membranového P-glykoproteinu (viz kapitola 1.4.4.).

Exprese P-gp v .pre-rezistentni* neuroblastomové linii jsme srovnali s jeho expresi
v parentalni (senzitivni) linii pritokovym cytometrem. Ze zjiSténych vysledkld vyplyva, ze
snizend citlivost neuroblastomové linie vystavované ellipticinu neni zplsobena zvySenim

exprese tohoto membranového proteinu. Genom obou linii porovnal komparativni
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genomovou hybridizaci (CGH) Mgr. Pavel Prochazka na Klinice détské hematologie a
Onkologie v Motole. Na obrdazku 24 jsou Cervené vyznaceny deletované a zelenou barvou
zmnozZené oblasti v DNA linie ,pre-rezistentni** na ellipticin oproti senzitivni parentalni
neuroblastomové linii UKF-NB-4. V tabulce 12 jsou pak uvedeny konkrétni zmnozené ¢i

o4

deletované oblasti v ,,pre-rezistentni* bunééné liniit UKF-NB-4.

3(15) 417y 520
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Obrazek 24

Komparativni genomova hybridizace, kterd porovndva parentdlni neuroblastomovou linii UKF-NB-4 s od ni
odvozené linie UKF-NB-4 | pre-rezistentni na ellipticin. Pod kazdym chromosomem je uvedeno jeho ¢islo a
vedle v zdvorce pocet vySetfovanych chromosom.

Tabulka 12

Zmnozené a dcletované oblasti v DNA linie .pre-rezistentni** na ellipticin ve srovndni se senzitivni parentdln{
neuroblastomovou linii UKF-NB-4. Tmavé jsou vyznaleny oblasti, které koduji enzymy ucastnici se
aktivace ellipticinu.

zmnoZeni delece
6ptel - 621 1p32.3-tel 8p 12q12-15 18q12.3-tel 22
12p 2p21-tel 8q21.3-tel 16p 19
7q11.2-31.3 11g13.1-4.1 17q 20
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Jiz dtive bylo zjiSténo, Ze pro neuroblastom vysokého rizika jsou charakteristické
zmeény jako je delece 1p36. amplifikace 2p24 (N-myc) a zmnoZeni 17q (Vicha & Eckschlager,
2005). Prestoze jsou na tomto chromosomu umistény geny pro myeloperoxidasu a
laktoperoxidasu (17923.1) nebyla vSak exprese myeloperoxidasy pritokovym cytometrem
v parentdlni  neuroblastomové linii  UKF-NB-4  prokdzdna. V lidském  genomu
(www.ncbi.blm.nih.gov/mapview/map_search.cgi) byly nalezeny oblasti, kterd koduji

enzymy vyznamné pro metabolickou aktivaci ellipticinu a Tabulka 13
prifazeny ke zménam nalezenym v bunécéné linii UKF-NB- Frl](zy_my ak”V.UJ,‘C',e”lpmm d jejich
okalizace v lidském genomu.

4 vyvolanym zmé&nami citlivosti k ellipticinu (tabulka 13).

. . ) . . enzym oblast v genomu
Mozné vysvétleni vysSsSi tolerance ellipticinu ,.pre-
CYPIAI 15922 - q24
rezistentni* neuroblastomovou linii UKF-NB-4  vici
CYPIA2 15924
parentalni linit by mohlo spocivat jednak v deletované CYP3A4 7q21.1
oblasti 7ql1.2-31.3, ve které byl nalezen gen pro CYPIBI 2p21
cytochrom P450 3A4 v pozici 7q21.1, a také v deletované CYP2D6 22q13.1
oblasti 2p2l-tel. kde je pfitomen gen kédujici dalif CYp2C 10g24
: CYP2EI 10g24.3
cytochrom P450 1B1 nebo v oblasti chromosomu 22 na 4
o o . MPO 1723.1
némz je v misté 22ql3.1 lokalizovan gen pro CYP2D6.
LPO 17¢23.1
Navic dochazi také k deleci 17q. jehoZz zmnozeni byva COX.1 94324333
typickym znakem neuroblastomu vysokého rizika (Vicha & COX-2 1925.2-q25.3

Eckschlager, 2005). Studie, pro detailni vysvétleni
mechanismu  tvorby rezistence neuroblastomové linie UKF-NB-4 vi¢i ellipticinu,

predpokladame realizovat v dalSich etapach vyzkumu v naSi laboratofi.



Zaver /58

4

5.ZAVER

Predklidand disertacni price prispivd k rozSiteni znalosti v oblasti mechanismu

vvvvvv

prici Ize shrnout ndsledovné:

Ellipticin je metabolicky aktivovan peroxidasami - hovézi laktoperoxidasou (LPO),
lidskou  myeloperoxidasou (MPO), ov¢éi cyklooxygenasou-1  (COX-1), lidskou
cyklooxygenasou-2 (COX-2) a rostlinnou (kfenovou) peroxidasou (HRP). Peroxidasy (MPO,
LPO a HRP) oxiduji ellipticin na dva metabolity. Izolace majoritniho metabolitu ellipticinu
pomoci HPLC umoznila urceni jeho struktury pomoci hmotnostni spektrometrie a NMR
analyzy. Jednd se o dimer ellipticinu, kde jsou ob¢ ellipticinové substruktury vazany vazbou
mezi atomem dusiku 6 jednoho ellipticinového skeletu a atomem uhliku C9 druhého skeletu.
Minoritni metabolit byl identifikovan jako N*-oxid ellipticinu. N*-oxid ellipticinu je také

tvofen po metabolické aktivaci ellipticinu cytochromy P450.

Ellipticin aktivovany peroxidasami kovalentné modifikuje DNA. Byly detekovany ctyfi
adukty s DNA. Dva majoritni adukty, oznacované jako adukt 1 a 2, se tvofi ve vSech
ptipadech aktivace ellipticinu peroxidasami (LPO, MPO, HRP, lidskou COX-1 a COX-2),
dal$i dva minoritni adukty, oznacované jako adukty 6 a 7 byly detekoviny pti aktivaci

ellipticinu vSemi peroxidasami, kromé myeloperoxidasy.

Majoritni adukty 1 a 2 sDNA detekované po metabolické aktivaci ellipticinu
peroxidasami i cytochromy P450 jsou totozné. Adukt | je tvofeny z 13-hydroxyellipticinu a
adukt 2 z 12-hydroxyellipticinu eventuelné N*-oxidu ellipticinu, ktery na 12-hydroxyellipticin

spontdnné presmykuje (viz Schéma 1).
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Schéma |

Reakéni schéma metabolismu ellipticinu peroxidasami a lidskymi cytochromy P450 ukazuje charakterizované
metabolity a tvorbu aduktd s DNA. Struktury pfedpokladanych meziprodukt uvedené v zivorkach nebyly pfi
uzitych experimentdlnich podminkdch detekoviny.

Ellipticin je cytotoxicky pro lidské leukemické linie HL-60 a CCRF-CEM. Lidska
leukemicka linie HL-60 je k ellipticinu mnohem citlivéjsi (ICsp = 0,68 uM) neZ linie CCRF-
CEM (ICsy = 4,70 uM). Tvorba kovalentnich adukti s DNA koreluje s jejich cytotoxicitou
vuci ellipticinu. V HL-60 bunkdch byla detekovana téméf o fad vyssi hladina aduktii s DNA
nez v CCRF-CEM linii. Lidskd leukemickd linie HL-60 na rozdil od CCRF-CEM linie

exprimuje myeloperoxidasu a cyklooxygenasu-1.

Ellipticin je cytotoxicky pro lidské neuroblastomové linie IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-
NB-4, véetné linii rezistentnich k doxorubicinu (IMR-32 P9*? UKF-NB-3 (POXO

UKF-NB-4 "X vinkristinu (UKF-NB-3 Y® a UKF-NB-4 V%) a cis-platiné (UKF-
NB-3 """ a4 UKF-NB-4 ‘"), Vicchny testované linie byly na ellipticin citlivé.
Porovnanim s citlivosti bunécnych liniich k doxorubicinu, bézné podavanému cytostatiku pfi

[écbe neuroblastomu in vitro je doxorubicin pro neuroblastomové linic cytotoxic¢téjsi, kromé
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neuroblastomovych linii rezistentnich na doxorubicin IMR-32 (DOXO) "UKF-NB-3 POX0 4
UKF-NB-4 "% Tyto neuroblastomové linie jsou stile citlivé na ellipticin, a to srovnatelné
s parentalnimi  liniemi. To je podstatny vysledek, nebot’ u jinych néadorovych linii
rezistentnich k doxorubicinu (napf. odvozenych od karcinomu prsu) byla zkfiZena rezistence

popsana (Chorna et al., 2004).

Inhibitory histondeacetylasy (kyselina valproova a trichostatin A) ovliviiuji cytotoxicitu
ellipticinu viéi  lidskym neuroblastomovym liniim UKF-NB-3 a UKF-NB-4.
Trichostatin A a kyselina valproovd zvysuji cytotoxicitu ellipticinu k bunéénym liniim UKF-
NB-3 rezistentni na doxorubicin a UKF-NB-4. 24 hodinovd preinkubace bunék s
trichostatinem A také potencuje tvorbu kovalentnich adukti s DNA v neuroblastomovych
liniich UKF-NB-3 a UKF-NB-4. Preinkubace bunék s kyselinou valproovou zvysila tvorbu
aduktd s DNA v UKF-NB-3 linii, na neuroblastomovou linii UKF-NB-4 vSak takovy efekt na

tvorbu adukti v DNA nevykazuje.

Nizsi citlivost k ellipticinu u neuroblastomové linie UKF-NB-4, ktera je dosud pouze
spre-rezistentni‘ Kk ellipticinu neni zpisobena vyssi expresi membranového P-
glykoproteinu, jak je tomu u této linie rezistentni na doxorubicin. Na rezistenci se patrn¢

podili sniZeni exprese ,,aktiva¢nich* enzymi.
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