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Abstrakt

Nédorova onemocnéni jsou po celém svété jednou z hlavnich pfi¢in umrti. Zatimco se nékteré typy
nadorovych onemocnéni staly téméf tpln€ vylécitelnymi, vétSina malignich nddord je stale potencidlné
smrtelnym onemocnénim kviili necitlivosti nadorti ke konvenéni chemoterapii nebo zna¢né rozmanitosti
nadorovych bun€k vramci tumoru a naslednému rozvoji rezistence. Zakladni mechanismus ucinku
konvenénich protinadorovych 1éCiv se vétSinou tyka bunééného déleni. Poskozeni DNA, inhibice syntézy
a opravy DNA nebo naruseni formace déliciho vieténka jsou nejéastéjsimi mechanismy. To v§ak znamena,
ze vétSina téchto 1éCiv je obecné cytotoxickd pro rychle se délici buiky, coz ma za nasledek tfadu
nezadoucich vedlejsich ucinki pro pacienty. Hledani novych protinadorovych 1éciv, které cili selektivnéji
na nadorové bunky, je pfedmétem zajmu védeckych pracovnikil jiz mnoho let. Kazdoro¢né je popsano
nékolik stovek novych potencialnich protinadorovych 1é¢iv, z nichz nékteré disponuji zatim nepoznanym
mechanismem svého ucinku. Proces nazyvany drug repurposing zkouma léky, které jiz byly schvaleny pro
jiny nez onkologicky ucel, a vede k objevovani zajimavych ,,novych“ latek s protinadorovou aktivitou.
Jednim z dalSich obecnych trendl je posun k rozvoji cilené terapie, kterd pomalu nahrazuje tradicni

cytotoxickou chemoterapii.

Kli¢ova slova: chemoterapie, cytostatika, nadorové onemocnéni, inhibice proliferace, nova léciva



Abstract

Cancer is among the leading causes of death worldwide. While some types of cancer became almost entirely
curable, majority of malignant tumors are still potentially deadly diseases due to unsensitivity of tumors
to conventional chemotherapy or diversity of cancer cells within the tumor and subsequent development
of resistance. The underlying mechanism of action of conventional antitumor drugs is mostly related to cell
division. DNA damage, inhibition of DNA synthesis and repair or disrupted formation of mitotic spindle
are the most common mechanisms. However, it implies that most of the drugs are cytotoxic for rapidly
dividing cells in general which results in variety of undesirable side effects for patients. Search for novel
anticancer drugs targeting cancer cells more selectively has been point of interest of researchers for decades.
Hundreds of new potential anticancer drugs are being described every year, some posessing so far
unrecognized mechanisms of action. Process called drug repurposing examines drugs that have already
been approved for clinical use in other than oncology field and results into discovering of interesting
"novel" anticancer agents. Another general trend is represented by shift towards development of targeted

therapy which is slowly replacing traditional cytotoxic chemotherapy.
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1. Uvod

Prvni zminka o nadoru a jeho odstranéni pochazi jiz ze starovékého Egypta z Ebersova papyru [1].
O popsani rakoviny jakozto onemocnéni se zaslouzil fecky lékat Hippokratés, ktery poprvé pouzil slovo
karkinos [2]. Staroveky 1ékat Galén oznacil zhoubné nadory jako tumores praeter naturam [1].

Lécba nadorovych onemocnéni ve starovéku a stfedoveéku obnasela vétSinou pouze chirurgické
odstranéni nadoru, ptipadné kauterizaci daného mista. Protoze vSak ¢asto dochazelo k relapsu onemocnéni,
bylo ziejmé, Ze je potieba najit dalsi 1écebné metody. Nékteré tumory byly 1éCeny slouceninami arsenu,
coz ne ptilis uspésné praktikoval i Avicenna [3]. V roce 1865 1é¢il Heinrich Lissauer pacienta s chronickou
myeloidni leukémii Fowlerovym roztokem obsahujicim arsenitan draselny a vysledek byl pon¢kud
latka s protinadorovym ucinkem je znadma a jasné definovéna, a tudiz mtize byt i pfesné davkovana.
Sloucenin arsenu je pro 1é¢bu nékterych leukemii Gispé$ne vyuzivano i v poslednich letech [4].

V prvni svétové valce byl pouzit bojovy plyn yperit neboli hoi¢icny plyn. Bylo zjisténo, ze u vojakt
zasazenych timto plynem dochazi k leukocytopenii [5]. V druhé svétové valce v roce 1943 doslo k utoku
Némcl na pristav Bari, ve kterém byly zakotveny lodé prevazejici naklad chemickych zbrani vcetné
yperitu. Unikly yperit zaséhl vice nez osmnact set osob. Pfipadem se zabyval doktor Stewart F. Alexander,
ktery u obéti opét pozoroval vyrazny ubytek leukocytl, a tak navrhl pouziti této latky pro 1écbu leukemie
a dalsich nadorovych onemocnéni. Ovsem jiz rok pted timto titokem testovali Goodman a Gilman tc¢innost
dusikatého yperitu na 1é¢bu mysi leukémie [6]. Jejich vysledky spolu s poznatky Alexandra vedly k pouziti
dusikatého yperitu v klinické praxi, ¢imz byl odstartovan vyvoj chemoterapie, jak ji zname dnes.

Od ctyticatych let minulého stoleti se z vyvoje protinadorovych 1é¢iv rychle stal priimysl operujici
v tadech desitek miliard dolard. VSemi stupni klinického testovani jiz prosSlo mnoho rtznych latek
spadajicich do ne€kolika velkych skupin definovanych dle mechanismu jejich protinadorového ucinku nebo
struktury jejich molekul. Cilem této prace bylo vypracovat literarni reSersi o latkach pouzivanych v 1écbé
nadorovych onemocnéni kategorizovanych na zakladé mechanismu jejich G¢inku, a to s diirazem na nova

cytostatika objevena a testovana v posledni cca 30 letech.



2. Zaklady konvenéni chemoterapie

V priibéhu nékolika desitek let bylo objeveno a popsano mnoho latek, které se staly soucasti klasické
chemoterapie. Plivodni 1éCiva ovSem vétSinou vykazuji ptili§ vysokou toxicitu, proto jsou vytvaieny jejich

derivaty nebo se uplatnuji latky jiné struktury s podobnym mechanismem ucinku.

2.1 Alkylaéni ¢inidla

Po objeveni cytostatického ucéinku yperitu se stfedem zajmu staly N-yperity (dusikaté), které se
vyznacovaly obecné¢ mensi reaktivitou oproti piivodnim S-yperitim (Obr. 1). Nasledné¢ probéhla 1écba
prvniho onkologického pacienta v terminalnim stadiu onemocnéni — konkrétné lymfosarkomu — pomoci
dusikatého yperitu chlormethinu [7]. Lepsi vysledek pfinesla terapie Hodgkinova lymfomu chlormethinem
spojena s ozafovanim, kdy doslo k remisi onemocnéni, ov§em s mnozstvim vedlej$ich ucinku [8].

Gilman a Goodman po prvotnich uspésich v 1écbé leukemie chlormethinem na myS$im modelu
popsali v roce 1946 cytotoxicky efekt této latky — dochazi ke vzniku reaktivniho cyklického intermediatu,
ktery se vaze na dulezité proteiny a chromatin, ¢imz je nenavratné poSkozuje [8]. Hlavni podstata
cytotoxicity ovSem spoc¢iva v alkylaci bazi DNA. Vazba alkylu je sméfovana prevazne na N7 guaninu. Tak
dochazi ke spojeni bdzi v rdmci jednoho vlakna (intra-molekularni vazby) nebo spojeni dvou vldken
(inter-molekularni vazby) (Obr. 2), toto poskozeni DNA vede k apoptoze [9].

Béhem nasledujicich let bylo vyvinuto mnoho 1é¢iv fungujicich na stejném principu jako ptivodni
yperity. Navdzanim benzenového jadra na molekulu N-yperitu vznikl chlorambucil pouzivany pro 1écbu
chronické lymfatické leukemie [10] spolu s dal§im N-yperitem bendamustinem [11]. Melfalan
s molekulou fenylalaninu si nasel své misto v 1écbé mnohocetného myelomu [12]. Mezi dalsi dodnes ¢asto
pouzivana chemoterapeutika, predev§im u hematologickych malignit, patii cyklofosfamid [13]. Toto 1é¢ivo
je inaktivni, teprve cytochromem P450 je v organismu cyklofosfamid metabolizovan na aktivni latku. Ta
muze byt ovSem redukovana aldehyd dehydrogenazou (ALDH), proto buriky disponujici timto enzymem

(napft. hepatocyty) vykazuji viici cyklofosfamidu rezistenci [9].
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Obrazek 1: Alkyla¢ni ¢inidla
S-yperit (a), N-yperit chlormethin (b) a novéjsi 1é¢ivo cyklofosfamid (c). Pfevzato z [14-16], upraveno.

Kvili nespecifické toxicité vykazuji dusikaté yperity pii 1é€bé mnoho vedlejSich wcinku.
Nejcastéjsi je vySe zmin€na leukocytopenie ¢i obecné cytopenie. Déle se vyskytuje alopecie, zvraceni nebo
neplodnost. V neposledni fad¢ maji tato 1é¢iva mutagenni potencial, pti 1é¢bé malignity tak paradoxné miize
dojit k rozvoji jiného nadorového onemocnéni [17]. Samotné nadorové bunky si proti yperitim ¢asto
vytvaieji rezistenci. Mezi nejcastéjSi mechanismy rezistence patii zvySeni efektivity opravnych

mechanismit DNA nebo hladiny glutathionu, ktery reaguje s aktivni molekulou 1é¢iva [9].
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Obrazek 2: Mechanismus vazby dusikatého yperitu na N7 guaninu

Po odstoupeni atomu chloru dojde k vytvoreni reaktivniho cyklického intermediatu. Ten se vaze preferenéné na N7
guaninu. Druhy alkyl se pak vaze na dalsi guanin, a tak dochazi k inter-molekularnim a intra-molekularnim vazbam.
Ptevzato z [18], upraveno.

V 1écbé nadorovych onemocnéni se uplatnily i rizné derivaty nitrosourey, napiiklad karmustin
alomustin [19]. Tyto latky poskozuji alkylaci nejen DNA, ale i thioproteiny jako thioredoxin
reduktazu (TR), glutathion reduktazu (GR) a ribonukleotid reduktazu (RNR) navazanim alkylu na vazebné
misto pro thiolat [20]. Diky své lipofilni povaze, a tedy vysoké propustnosti skrze hematoencefalitickou
bariéru, je téchto 1é¢iv vyuzivano pro terapii nadortt mozku [21].

Mezi dalsi 1é¢iva fungujici jako alkylacni Cinidla patii mitomycin C, 1é¢ivo metastazujicich nadort
zaludku [22], temozolomid pouzivany Casto pro lécbu glioblastoma multiforme [23] nebo platinaty
(viz 2.4 Slouceniny platiny).

Poskozenim DNA svou protinddorovou aktivitu zprostiedkovava i bleomycin, avSak uplné
odlisnym mechanismem. Molekula tohoto 1éCiva totiz za piitomnosti iontu kovu (nejcastéji Zeleza)
a molekularniho kysliku vykazuje enzymatickou aktivitu a §t€pi DNA, pfipadné i RNA. Bleomycin je spolu

s dal§imi DNA poskozujicimi latkami soucasti 1é¢by nékterych lymfomu [24].

2.2 Antagonisté kyseliny listové

vvvvvv

hematologického piivodu [25]. Proto se kratce po druhé svétové valce rozhodl Sidney Farber pro 1é€bu
riznych nadorovych onemocnéni prave pomoci derivatl folatu teropterinu a dipterinu [26]. Nasledné se
s vétsim tspéchem setkala 1é¢ba déti trpicich akutni leukemii aminopterinem, dal$im derivatem kyseliny
listové, kdy doslo alespon k docasné remisi onemocnéni [27]. V dalSich studiich se ovSem Farber vénoval
jiné slouceniné fungujici jako antagonista folatu — amethopterinu (metotrexat, MTX) (Obr. 3).
Mechanismus jeho u¢inku byl popsan v roce 1958. MTX vstupuje do buiiky, kde je polyglutamylovan — na
postranni fetézec 1é¢iva (kyselinu glutamovou) je navazano nékolik dal§ich molekul glutamatu — coz ma za
nasledek delsi polo¢as v bunce. Polyglutamylovany MTX (MTX-PG) inhibuje funkci dihydrofolat
reduktazy (DHFR), ktera redukuje dihydrofolat (DHF) na tetrahydrofolat (THF), nezbytny koenzym pfi
syntéze thyminu a purini de novo [28]. MTX inhibuje i funkci dalSich enzymi (Obr. 4). MTX se stal
1é¢ivem nejen hematologickych malignit, s ispéchem jim byl v roce 1958 vylécen i choriokarcinom [29].
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Obrazek 3: Analog kyseliny listové
Kyselina listova neboli folat (a) a jeji analog MTX (b). Pfevzato z [30], upraveno.

Soucasti 1écby MTX se stal leukovorin, ktery zvySuje terapeuticky index MTX. Jedna se o analog
THF s vyssi stabilitou, miize tedy obnovit syntézu thyminu a purinti. Kombinace téchto 1é¢iv dala vzniku
tzv. rescue therapy, kde je pacientovi podana velmi vysoka ddvka MTX po nékolika hodinach nasledovana
nizkou davkou leukovorinu. MTX pii vysoké extracelularni koncentraci vstupuje prostou difuzi do vSech
bunék, kde plisobi toxicky. Leukovorin v nizké davce miize do bun€k vstoupit pouze pomoci specifickych

prenasect, které jsou obecné exprimovany vice ve zdravych buinikach nez nadorovych [31].

— \RF c/@\m
NG N

FPGS
ATIC DHFR TS
1 adenin J transmetylace 4 TMP

Obrizek 4: Mechanismus u¢inku MTX

MTX se do bunky dostava bud’ ptes redukovany folatovy prenase¢ (RFC), nebo folatovy receptor (FR). Poté je
polyglutamylovan pomoci folylpolyglutamat syntetdzy (FPGS). MTX-PG kompetitivné inhibuje DHFR, a tedy
redukci DHF na THF ktery slouzi jako pfenase¢ uhliku pfi transmetylaci. Dale inhibuje funkci thymidylat syntazy
(TS) dulezité pfi syntéze thymidin monofosfatu (TMP). MTX také inhibuje enzym ATIC, ktery tvofi inosin
monofosfat (IMP) a jeho pozastaveni vede ke zvySeni mnozstvi adeninu v bufice. Pfi rescue therapy se vyuziva
leukovorinu, ktery do buinky vstupuje stejnymi pienaseci jako MTX.

MTX se vyuziva pro 1é¢bu akutni lymfoblastické leukemie, karcinomu prsu nebo plic. Béznymi
vedlej§imi ucinky 1é¢by byva myelosuprese, mukozitida a nevolnost. Proti tomuto 1é¢ivu ovSem Casto
vznika rezistence. Nadorové bunky se MTX brani snizenim jeho polyglutamylace, zvy$enim exprese genu
kédujiciho cilovy enzym DHFR, ptipadné zménou jeho struktury, ¢imz snizi afinitu k MTX. Také mutze

dojit ke snizené expresi folatovych prenaseci, tento typ rezistence vSak piekonava rescue therapy [32].

10



Krom¢ 1é¢by nadortt si diky imunosupresivnim ucinkiim nasel MTX uplatnéni v 1é¢bé
autoimunitnich chorob, napftiklad revmatoidni artritidy. Inhibici enzymu ATIC pomoci MTX dojde ke
zvySeni intracelularni a extracelularni koncentrace adenosinu. Imunokompetentni buiiky pacienti
s revmatoidni artritidou diky zvySenému mnozstvi TNF-a exprimuji vice receptorit pro adenosin.
Signalizace skrze tyto receptory ma pak protizanétlivy t¢inek [33].

Pro 1é¢bu T-bunécného lymfomu se v dne$ni dobe vyuziva novejsiho antagonisty kyseliny listové
pralatrexatu, ktery vykazuje vyss$i ucinnost. Oproti metotrexatu se vyznacuje predevsim vyssi afinitou
k ptenaseci RFC, je tedy efektivnéji transportovan do buiiky [34]. Dalsimi folatovymi antimetabolity jsou
pemetrexed Casto vyuzivany pro 1écbu nemalobunééného karcinomu plic [35] a raltitrexed, specificky

inhibitor TS, ktery je ucinny v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu [36].

2.3 Analogy bazi

V roce 1954 byl objeven dalsi typ antimetabolitu, tentokrat fungujici jako antagonista syntézy purinovych
bazi, a to 6-merkaptopurin [37]. Tato latka inhibuje syntézu purinovych nukleotidi de novo. Kompetuje
s hypoxantinem, ¢imz brani vzniku pottebného nukleosidu [38], nebo je 6-merkaptopurin metabolizovan
na thio inosin monofosfat, ktery inhibuje fosforibosyl pyrofosfit amidotransferazu (PPAT) [39]. Uéinek
6-merkaptopurinu tedy vede k nedostatku purinovych nukleotidd v burice a nésledné k apoptdze.

V padesatych letech bylo pozorovano, Ze nékteré nadorové bunky inkorporuji veétsi mnozstvi
uracilu do své RNA nez buiiky zdravé [40], disponuji totiz vétsim mnozstvim enzymi metabolizujicich
uracil na nukleosid. Uracil z extracelularniho prostiedi tedy nddorové bunky preferencné zabuduji do RNA,
zdravé buiiky jej pak spise katabolizuji [41]. Proto se tento mechanismus stal cilem protinadorové terapie
a byl vyvinut derivat uracilu nesouci atom fluoru 5-fluorouracil (5-FU). Tato latka vstupuje do metabolismu
pyrimidinovych nukleotidi. 5-FU je jednak v jatrech metabolizovan dihydropyrimidin dehydrogenazou
(DPD) na neaktivni latku, dale je po vstupu do buniky 5-FU pieménén na fluorodeoxyuridin monofosfat
a trifosfat (FAUMP a FAUTP), ptipadné fluorouridin trifosfat (FUTP). FAUMP inhibuje TS, coz vede ke
snizenému mnozstvi TMP a celkové zméné intracelularni hladiny nukleotidii. To ma za nasledek naruseni
syntézy a opravy DNA. Dalsi dva metabolity, FAUTP a FUTP, se poté mohou pfimo inkorporovat do
patfi¢nych nukleovych kyselin, ¢imz ovlivni procesy translace, transkripce nebo replikace. Burka na tyto
zmény poté muze reagovat spusténim apoptické drahy mediované skrze p53 (Obr. 5) [42].

Inhibice TS naznacuje synergisticky uc¢inek s MTX. 5-FU se proto velmi ¢asto vyuziva v kombinaci
s MTX, leukovorinem, piipadné dal§imi latkami, pro 1é¢bu kolorektalniho karcinomu [43]. Vedlejsi ucinky
samotného 5-FU zahrnuji neutropenii, nevolnost a prijmy, a to pfedevsim u pacientt se snizenou hladinou
DPD, ktera 5-FU metabolizuje [44]. Mnoho nadort na lécbu 5-FU neodpovida kvili ¢astému rozvoji
rezistence. Bunky mohou zvysit expresi TS, ¢imz kompenzuji inhibici tvorby nukleotidd, nebo expresi
DPD, coz vede ke zvySenému odbouravani 1éCiva. Vyssi intracelularni hladina uridinu vede k inhibici
inkorporace FUTP do RNA. V neposledni fadé, ztrata funkce proapoptického genu p53 vede také k rozvoji

rezistence vaci 5-FU [42].
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Obrizek 5: Utinek 5-FU na aktivaci p53

5-FU muze byt DPD pfeménén na neaktivni metabolit. V bufice je 5-FU pfeménén na aktivni metabolity FAUMP,
FAUTP nebo FUTP. FAUMP inhibuje TS, coz vede k dysbalanci hladiny nukleotidd, a nasledn¢ k poskozeni DNA.
FAUTP a FUTP mohou byt inkorporovany do nukleovych kyselin, ¢imz je poskodi. Poskozeni DNA i RNA aktivuje
p53, coz vede k apoptdze. Buiika miize G¢inek metabolitti 5S-FU inhibovat zvySenim exprese TS nebo hladiny uridinu.

Organické molekuly obsahujici fluor jsou v pfirodé¢ velmi vzacné. 5-FU je pln¢ syntetickym
lé¢ivem, avSak v nedavné dobé byly nalezeny derivaty 5-FU v moiském houbovci Phakellia fusca [45].

V klinické praxi se ¢asto k 1é¢be dalsich malignich nadori, naptiklad zaludku nebo prsu, vyuziva
1é¢ivo kapecitabin, karbamat 5-fluorouridinu. Neaktivni kapecitabin prochazi zdravou tkani a v nadorové
tkani, kde je vyssi koncentrace potfebnych enzyml, je matabolizovan na 5-FU. To snizuje celkovou toxicitu
1é¢iva [46]. Spektrum halogenovanych analogt bazi pouzivanych pro 1é€bu malignit je Siroké. Fludarabin,
ktery ma podobu derivatu deoxyadenosin monofosfatu s atomem fluoru, se pouziva pro 1é¢bu chronické
lymfoidni leukemie. Deoxyadenosin s atomem chloru cladribin je IéCivem lymfomi. Gemcitabin,
deoxycytidin s fluorovanou molekulou ribdzy, slouZzi pro terapii solidnich nadorti pankreatu, plic a prsu.
Molekula cytosin arabinosidu se od nukleosidu lisi pfitomnosti arabin6zy misto ribozy a pouziva se k 1écbé
chronické myeloidni leukemie. Vétsina téchto 1éCiv funguje pfedevsim na principu inkorporace do DNA

a nasledné inhibice DNA polymerazy [47].

2.4 Slouceniny platiny

V Sedesatych letech minulého stoleti byl zkouman vliv elektrického pole na rist Escherichia coli.
Vysledkem bylo prekvapivé zjisténi, ze rust bakterii inhibuji slou¢eniny platiny vznikajici v okoli katod
[48]. Tak byla znovuobjevena cisplatina, ktera byla poprvé popsana Peyronem v roce 1845. Mechanismus
cytotoxicity cisplatiny tkvi v kovalentni vazbé na purinové baze DNA. Cisplatina se do bunky dostava
pomoci pienaSecd, jako je transportér médi CTRI1. V intracelularnim prostiedi dojde
k nukleofilni substituci atomt chloru za molekuly vody. Tento intermediat se vaZze na N7 guaninu, piipadné
na adenin. Tim dojde k intra-molekuldrnim nebo inter-molekularnim vazbam v DNA podobné jako

u alkylac¢nich ¢inidel (Obr. 6). Propojeni vlaken DNA a zmeéna jejich struktury vedou k apoptoze [49].
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Pred objevem cisplatiny ¢inila uspésnost 1é¢by nadord zarodecnych bunek varlat pouhych 5 — 10 %.
Zavedeni cisplatiny do klinické praxe znamenalo revoluci v terapii tohoto nadorového onemocnéni,
pravdépodobnost tplného vyléceni stoupla na vice nez 75 % [50]. V 1écbé nadorh varlat se cisplatina
vyuziva dodnes [51], Casto v kombinaci s dalSimi 1éCivy se stala soucasti chemoterapie nadort vajecnika,
mocového méchyte €i prsu. Samotnd cisplatina je vSak pro organismus znacné toxicka, predevsim pro
ledviny. Zde dochézi k poSkozeni tubuld cisplatinou vazbou jak na jadernou DNA, tak na mitochondrie.
Pacientovi se proto pti 1écbé intravenozné podava velké mnozstvi tekutin, aby se zvysil prutok vody
ledvinami a sniZilo jejich poSkozeni (tzv. forsirovana diuréza). Typické je také pfi terapii timto 1éCivem
poskozeni sluchu (ototoxicita). Pfi¢inou ztraty sluchu mtize byt generovani reaktivnich forem kysliku
(ROS) a snizeni mnozstvi antioxidacnich enzymi ve tkani vnitiniho ucha [52]. Rezistence malignich bun¢k
VUCi cisplating ¢asto spociva ve snizeni transportu do bunky. Nadorové bunky vajecniku vykazuji snizenou
expresi jednoho z pienasecu cisplatiny CTR1 [53]. Cisplatina také ochotné reaguje s glutathionem, proto
jeho zvysené mnozstvi v buiikach vede k jejich niz$i senzitivité vici 1€Civu [54]. Rezistentni bunky maji

také 1épe vyvinuté mechanismy opravujici cisplatinou poskozenou DNA [55].
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Obrazek 6: Vazba cisplatiny na DNA
Po tzv. hydrataci (substituce atomu chloru za molekulu vody) se intermediat cisplatiny vaze guaninové baze DNA.
Dochazi k intra-vlaknovym (na obrazku) a inter-vlaknovym vazbam. Prevzato z [56].

Po objeveni ucinku cisplatiny bylo v néasledujicich letech syntetizovano mnozstvi dalSich sloucenin
obsahujicich platinu (Obr. 7). Zakladnim cilem bylo vytvofit slouceninu s nizsi toxicitou pro organismus.
Atomy chloru totiz predstavuji snadno odstupujici skupinu, coz ma za nasledek pfili§ vysokou reaktivitu
molekuly. Tak vznikla karboplatina s nizsi toxicitou, av§ak i protinadorovou ucinnosti. Nov¢jsi oxaliplatina
se stala Castou soucasti terapie kolorektalniho karcinomu [57]. Satraplatina byla vyvinuta specialné¢ pro
ucely ordlni administrace a v klinickych testech dobfe ucinkuje pii 1é€be karcinomu prostaty [58]. Dalsi
klinicky testovany derivat, pikoplatina, obsahuje vice substituentti okolo centralniho atomu platiny, coZ ma

za nasledek sniZeni citlivosti k redukei glutathionem [59].

13



|-|3N\Pt G HN N e O,N N oIo
e .,
HNT Do HNT o N o o
o H,
a) b) c)

Obrazek 7: Slouceniny platiny
Cisplatina (a), karboplatina (b) a oxaliplatina (c). Pfevzato z [60], upraveno.

2.5 Mikrotubularni jedy

V roce 1963 byly z rostliny Catharanthus roseus (dtive Vinca rosea) izolovany vinka alkaloidy s vyraznou
protinadorovou aktivitou — vinblastin a vinkristin (Obr. 8) [61]. O pét let pozdé€ji byl nastinén mechanismus
jejich ucinku, vinka alkaloidy ovliviiuji mikrotubuldrni struktury v bunice [62]. Konkrétn€ inhibuji
polymeraci jednotlivych dimert tubulinu, ¢imz zabranuji vzniku mikrotubularnich struktur. Mezi ty patii
1 délici vieténko nezbytné pro bunécné déleni. Burka tak nemtize podstoupit mitézu, zastavi se v metafazi
bunécného cyklu a spusti apoptdzu [63].

Oba vyse zminéné vinka alkaloidy si nasly cestu do klinického vyuziti a dodnes jsou vyuzivany
napiiklad k 1écbé Hodgkinova lymfomu. Béhem 1écby se miize objevit neuropatie projevujici se naptiklad
svalovymi kiecemi nebo zménou citlivosti na rizné podnéty. Vinka alkaloidy totiz mohou inhibovat
polymeraci mikrotubullli nezbytnych pro spravnou funkci axond perifernich neuronii. Buiky vystavené
pusobeni vinka alkaloida si Casto vyviji rezistenci zvySenim exprese tzv. P-glykoproteinu (P-gp). Jedna se
0o membranovy prenase¢ schopny aktivné pumpovat ven z buiiky mnozstvi pro butiku cizorodych latek.
P-gp je nespecificky pienaSec, a proto je schopen snizovat intracelularni koncentraci Sirokého spektra
ruznych xenobiotik. Vznika tak fenomén mnohocetné 1ékové rezistence (MDR), kdy se buika stava
rezistentni vii¢i mnoha 1éCivim, se kterymi nikdy nepfisla do kontaktu [64]. Vznik MDR je velkym
problémem v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Po popsani struktury vinka alkaloidd bylo vytvofeno n€kolik semisyntetickych derivatd, které
vykazovaly niz$i toxicitu. V dnesni dobé¢ je schvalen vinorelbin pro 1é¢bu nemalobunécného karcinomu
plic [65] a vindesin jako chemoterapeutikum maligniho melanomu [66]. Mezi novéjsi derivaty ptivodnich
1é¢iv patii vinflunin s dvéma navazanymi atomy fluoru testovany pro lécbu nadoru urotélia [67].

V Sedesatych letech byly také objeveny dalsi pfirodni latky interagujici s mikrotubularni siti,
taxany. Paklitaxel (Obr. 8) izolovany z kliry tisovce Taxus brevifolia [68] je siln¢ hydrofobni latka, ktera
ma své vazebné misto na B-podjednotce tubulinového dimeru, jenz je jiz soucasti vlakna. Svou vazbou
stabilizuje zformovana tubulinova vladkna a zabranuje procesu depolymerace tubulinu [69], ¢imz se 1i8i od
vinka alkaloidti. Toxicita paklitaxelu opét spo¢iva v naruseni odbouravani tubulinovych struktur véetné

déliciho vieténka, zastaveni buné¢ného cyklu ve fazi mitézy a nasledné bunécné smrti [70].
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Paklitexel zacal byt vyuZivan pro 1é¢bu solidnich tumori jako karcinomu prsu, vajeéniku nebo plic.
Znacna hydrofobicita molekuly, a tedy téméf nulova rozpustnost ve vod¢, byla velkym problémem pro
klinicka studie, protoze pouzivana rozpoustédla (Cremofor EL) ¢asto vyvolavala ptecitlivélost a nezadouci
ucinky jako nevolnost. Samotny paklitaxel také mize casto zplisobovat neutropenii nebo periferni
neuropatii podobé¢ jako vinka alkaloidy [71]. Podstata rezistence nékterych nadort vii€i paklitaxelu spociva
opét predevsim ve zvysené expresi P-gp a odstraiiovani 1é¢iva z intracelularniho prostiedni [72].

Dvacet let po popsani paklitaxelu byl predstaven semisynteticky taxan docetaxel [73]. Lepsi
rozpustnost této latky méla za nasledek upusténi od administrace v Cremofor EL, a tedy men$i mnozstvi
vedlejsich ucinkd. Docetaxel je hojné¢ vyuzivan jakozto chemoterapeutikum pro 1é¢bu karcinomu prsu,
prostaty a nemalobunécného karcinomu plic [74]. Novy derivat docetaxelu kabazitaxel je Spatnym

substratem pro P-gp, diky ¢emuz muze byt vhodnym l1é¢ivem nadort s rozvinutou MDR [75].

Obrazek 8: Mikrotubularni jedy
Vinkristin (a) a paklitaxel (b). Pfevzato z [76, 77], upraveno.

Priroda disponuje nepfebernym mnozstvim cytotoxickych latek, znichz znanou ¢ast tvori
slouceniny interagujici s mikrotubularni siti. Mezi Gplné€ prvni objevené inhibitory mikrotubularni formace
patii kolchicin, ktery nema uplatnéni ani tak v chemoterapii nadorovych onemocnéni, jako v 1é€b¢ dny.
Nizka davka kolchicinu pfi tomto zanétlivém onemocnéni inhibuje aktivaci NLRP3 inflamazomu, a tedy
produkcei prozanétlivého cytokinu IL-1B [78]. Nedavno objevené latky ze skupiny epothilont, které jsou
metabolity myxobakterii, stabilizuji mikrotubuly stejnym mechanismem jako taxany, avSak s vyssi
ucinnosti [79]. Jsou také 1épe rozpustné ve vod¢€, coz z nich ¢ini vhodna potencialni chemoterapeutika,
napiiklad pro 1é¢bu metastazujiciho karcinomu prsu [80]. Z motského houbovce izolovany discodermolid
se dostal do prvni faze klinického testovani [81], ve vazbé na mikrotubuly kompetuje opét s taxany. Nove
popsanych mikrotubuly stabilizujicich metabolitl mofskych houbovct je vSak vice. Zampanolid je
napiiklad specificky tim, Ze se na f-podjednotky tubulinu vaZze kovalentné. Laulimalid a pelorusid A maji

pak své vazebné misto na molekule tubulinu odlisné od taxanti [82].
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2.6 Inhibitory topoizomeraz

Dal$im rostlinnym alkaloidem s vyraznym cytotoxickym t¢inkem je kamptothecin izolovany v roce 1966
z kmene stromu Camptotheca acuminata [83]. Kamptothecin interaguje s topoizomerazou I (topo I), ktera
na DNA vytvafi jednovldknové zlomy, jimiz projde druhé vldkno a enzym ptvodni vlakno zase zliguje.
Tim ubira nebo ptfidavad nadobratky na dvousroubovici DNA [84]. Alkaloid svou vazbou na komplex
DNA-topo I zamezi spojeni vlakna DNA a disociaci enzymu od DNA. To ma za nasledek mimo jiné
zastaveni pohybu replikacni vidlicky, a tim i replikace DNA v S-fazi bunééného cyklu [85]. Na DNA
vznikaji také jednovldknové zlomy, coz vede k apoptdze [86]. Vysledky prvnich klinickych testi
kamptothecinu ale nebyly uspokojujici. Spatna rozpustnost ve vodé byla fesena prevedenim 1é¢iva do jeho
sodné soli, coz obnasi otevieni laktonového cyklu, ktery je ovSem nezbytny pro funkci této molekuly
(Obr. 9) [87]. Lécba samotnym kamptothecinem nebyla efektivni, navic byla zaznamenana vysoka
toxicita [88]. Proto byly vytvofeny derivaty kamptothecinu s lepsi rozpustnosti a nizsi toxicitou, z nichz
dva byly schvaleny pro klinické pouziti — irinotekan a topotekan.

Topotekan je jakozto chemoterapeutikum vyuzivan pro 1é¢bu malobunééného plicniho karcinomu
a karcinomu ovaria. Irinotekan ma své misto v 1écbé nemalobunécného karcinomu plic a kolorektalniho
karcinomu. Oproti ptivodnimu alkaloidu kamptothecinu maji topotekan a irinotekan sice niz$i toxicitu,
piesto se Casto objevuje myelosuprese [89]. Bunky se derivatim kamptothecinu mohou branit nejen
efektivnim sniZzenim jejich intraceluldrni koncentrace pomoci riznych ABC transportéri, ale také naptiklad
bodovymi mutacemi v samotné topo I, které vedou ke znemoznéni vazby 1éciva [90].

Nov¢jsi derivat kamptothecinu exatekan prokazal v in vitro testech lepsi aktivitu nez predeslé latky
a prosel druhou fazi klinickych testd v pouziti pro 1€cbu nemalobunééného karcinomu plic [91]. Také byl
vyvinut rubitekan vhodny pro oralni podani [92].

Soucésti mediciny plivodniho obyvatelstva Severni Ameriky byla po dlouhou dobu rostlina zvana
Podophyllum [93]. Pryskyfice z této rostliny je pro organismus toxicka a drazdi sliznice. Ve Ctyficatych
letech minulého stoleti byla urology vyuZzivana k 1écb€ genitalnich bradavic [94], ¢imz byla zjisténa
podobnost ucinku kolchicinu a pryskyfice z této rostliny na inhibici intenzivné proliferujicich bun¢k [95].
Pozdéji bylo opravdu zjisténo, Ze jedna latka z této smési, podofylotoxin (Obr. 9), se vaze na stejné misto
jako kolchicin na podjednotce tubulinu, ¢imz inhibuje jeho polymeraci [96]. Pozdé&ji syntetizované derivaty
podofylotoxinu, epipodofylotoxiny etoposid a teniposid, ovSem prokazovaly naprosto odlisny
mechanismus svého u¢inku, a to inhibici topoizomerazy II (topo II) [97]. Tento enzym vytvaii v DNA
dvouvlaknovy zlom, jimz projde druhé dvouvldkno, nasledné dojde kligaci. Tim topo II méni
nadsroubovicové vinuti o + 2 [84]. Etoposid i teniposid po navazani na topo Il zabranuji jak prichodu DNA
dvouvlaknovym zlomem, tak ligaci tohoto zlomu. Tim dojde k poskozeni DNA generovanim

dvouvlaknovych zlomt [98].
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Zatimco puvodni alkaloid podofylotoxin ztistal 1é¢ivem genitalnich bradavic, etoposid a teniposid
jsou dodnes vyuzivany pro lé¢bu mnoha naddorovych onemocnéni. Jmenovité etoposid pro nadory varlat
[99], teniposid v kombinaci s dalSimi cytostatiky pro akutni lymfoidni leukemii [100]. Oba
epipodofylotoxiny maji nespecifické vedlejsi Gcinky, jako je vyrazna myelosuprese [101]. Podstata
rezistence nékterych nadorovych bunék vii¢i témto inhibitorim topo II tkvi ve zvysSené expresi P-gp i ve
zménach exprese a struktury vlastniho enzymu [102]. Nove syntetizované derivaty podofylotoxinu dokonce
vykazuji riizné odlisné mechanismy ucinku, jsou také schopny efektivné obejit MDR bunék, coZ z nich €ini

potencialni aspiranty pro budouci chemoterapeutika [103].

a) b)

Obrazek 9: Inhitory topoizomeraz
(a) vazba kamptothecinu do komplexu DNA-topo I. Pro vazbu je nezbytny uzavieny laktonovy cyklus A.
(b) molekula podofylotoxinu, inhibitoru topo II. Pfevzato z [104, 105], upraveno

2.7 Interkalatory

V padesatych letech byly, ptivodné jako antibiotika z kultur bakterii rodu Streptomyces, objeveny
slouceniny jménem antracykliny, vykazovaly ov§em vyraznou toxicitu pro sav¢i bunky. Pozdéji, v letech
Sedesatych, byly izolovany dva nejvyznamnégj$i zastupci této skupiny — daunorubicin a nasledné
doxorubicin [106]. Byla zjisténa korelace mezi cytotoxicitou doxorubicinu a mnozstvim dvouvlaknovych
DNA zlomii v buiikach [107], coz nasvédCuje faktu, ze antracykliny inhibuji topo II. U vSech bunéénych
typti tomu tak ovSem nebylo [108], coz znamena4, Ze cytotoxicky efekt antracyklind je zprosttedkovan vice
mechanismy. Mezi n¢ dale patii DNA interkalace a produkce ROS [109]. Typicka planarni molekula
antracyklind (Obr. 10) se interkaluje mezi pary bazi DNA, pticemz cukerna slozka napomaha stabilizaci
celého komplexu antracyklin-DNA [110], to ma za nasledek jiz zmin€nou inhibici topo Il nebo zastaveni
replikace a naslednou bunécnou smrt.

Antracykliny jsou dnes jednémi z nejpouzivanéjSich chemoterapeutik pro velmi Siroké spektrum
malignit. Doxorubicin se stal nezbytnou soucasti 1é¢by karcinomu prsu, riznych leukémii, lymfomd,
mnohacetného myelomu a fady dal$ich nadorovych onemocnéni. Daunorubicin je vyuZzivan mén¢, vétSinou

pro terapii akutni myeloidni leukemie. Pfes vyznamné postaveni antracyklinovych 1é¢iv v konven¢ni
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chemoterapii se vyznacuji tyto latky vysokou toxicitou. Vaznym problémem je kardiotoxicita, ktera vznika
z divodu generace ROS poskozujicich kardiomyocyty. Zde je tfeba nutn€ dbat na to, aby nebyla ptekrocena
maximalni kumulativni davka 1é¢iva za cely zivot pacienta. Lécba nejen antracykliny, ale inhibitory topo II
obecng, je spjata i s chromozomovymi translokacemi, které jsou pfi¢inou rozvoje sekundarnich malignit,
a to hlavné leukemii [101]. Nadorové bunky se vii¢i antracykliniim stavaji rezistentni mnohymi zpiisoby,
predevsim vyssi expresi pfenaSect jako P-gp nebo deleci riiznych proapoptickych proteinti jako pS3 [111].

Pokrokem v chemoterapii doxorubicinem je zména podani samotného 1é¢iva. PEGylace (navazani
fetézce polyetylen glykolu) nebo vloZeni doxorubicinu do lipozomu prokazatelné snizuji jeho toxicitu
a v nekterych ptipadech zvysuji ucinnost 1lécby [101]. Stale jsou vyvijeny nové antracykliny, naptiklad
epirubicin s relativné nizkou toxicitou u¢inny pii 1é¢bé karcinomu prsu [112] nebo idarubicin pouzitelny
pro 1écbu akutni myeloidni leukemie [113], oba v§ak v kombinaci s dalSimi 1éCivy.

Podobna 1é¢iva, ovsem s planarni tricyklickou molekulou, jsou antracendiony (Obr. 10). Za Gicelem
snizeni kardiotoxicity byl vyvinut mitoxantron, ktery nema v molekule cukerny zbytek, u néjz se
predpokladalo, Ze je zodpovédny praveé za kardiotoxicitu antracyklind [114]. Své vyuZziti ma mitoxantron
v 1é¢be akutni myeloidni leukemie nebo karcinomu prsu a prostaty, kde Casto s uspéchem nahrazuje
puvodni doxorubicin [115]. Dalsi latkou této skupiny je pixantron, ktery v soucasné dobé podstupuje

klinické testovani [116].
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Obrazek 10: Interkala¢ni ¢inidla
Doxorubicin (a) i mitoxantron (b) se vyznacuji polycyklickou planarni molekulou. Prevzato z [117, 118], upraveno.

Dlouho znamé a pouzivané barvivo akridinova oranz vykazuje také chemoterapeuticky potencial.
Akumuluje se totiz preferencné v nadorovych tkanich z divodu jejich vyssi acidity. V burice je toto barvivo
schopné se interkalovat do DNA. Akridinova oranz ukazala v klinickém testovani zajimavou G¢innost
v 1écbe osteosarkomu, a to predevSim v kombinaci s fototerapii nebo radioterapii, kdy po ozafeni je
molekula akridinové oranze excitovana a piisobi na nadorové bunky cytotoxicky [119].

Aktinomycin D je chemoterapeutikum bakteridlntho pivodu pouZzivané naptiiklad pro lécbu
Wilmsova tumoru [120]. Jeho molekula je slozena z dvou cyklickych peptidii a planarni tricyklické Casti,

ktera se interkaluje do DNA, coz vede primérné k inhibici transkripce [121].

18



2.8 Enzymy

Nekteré nadorové bunky ztratily v procesu maligni transformace schopnost syntetizovat neesencialni
aminokyselinu L-asparagin. Tento fenomén byl poprvé pozorovan jiz v padesatych letech minulého stoleti,
kdy u mysi doslo k regresi nddoru po poddni morceciho séra. Nasledné bylo zjisténo, ze sérum morcete
obsahuje enzym L-asparaginazu [122], ktery S$tépi L-asparagin na asparagovou kyselinu a amoniak.
Nedostatek L-asparaginu tak vede k zastaveni proteosyntézy a ptipadné bunécné smrti.

L-asparaginaza se dnes pouzivad k lécbé akutni lymfoblastické leukemie. Lécivo nevykazuje
vyraznou toxicitu, problémem muze byt hypersenzitivita nebo alergické reakce. Tento problém efektivné
fe$i PEGylace L-asparaginazy. Leukemické bunky mohou piestat odpovidat na 1é¢bu L-asparaginazou
zvySenim exprese asparagin syntetazy [123]. L-asparaginaza ztraci pti 1é¢bé svou ucinnost také pritomnosti
specifickych protilatek blokujicich aktivitu enzymu [124].

Na stejném principu je zalozena terapie L-methioninazou. Methionin je sice esencialni
aminokyselinou, zdravé buiikky ov§em disponuji methionin syntazou, ktera vytvaii methionin methylaci
homocysteinu. Naproti tomu tento enzym nékterym nadorovym bunkam chybi, a proto jsou na
L-methioninu zavislé [125].

Z oocytu severoamerického skokana Rana pipiens byla izolovana ranpirnaza. Jedna se o enzym
z rodiny ribonukleaz A. Cilem jeho katalytické aktivity je zfejmeé rRNA, tRNA a také miRNA, jejiz hladina
byva v nadorovych bunkach zvysena. Specificky protinadorovy t€inek ranpirnazy mutze byt zplsoben
kladnym nabojem tohoto enzymu, pficemz metastazujici nddorové builky se vyznacuji vyraznéjSim
negativnim nabojem neZz buiiky zdravé, proto enzym vice endocytuji. Ranpirndza se dostala do treti faze

klinickych testti v 1é¢bé maligniho mezoteliomu [126], do klinické praxe se vSak nedostala.
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3. Léciva s novym mechanismem u¢inku

Kazdoro¢né je objevovano mnoho latek s protinadorovou aktivitou. Nékteré z nich dokonce disponuji
naprosto novym mechanismem svého ucinku. Nékteré tyto latky ovlivituji struktury specifické pro

nadorové bunky, diky ¢emuz se stdvaji cilenymi 1éCivy.

3.1 Inhibice Hsp90

Pro spravné fungovani buiiky jsou nezbytné proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins, Hsps), které
funguji jako chaperony. Napomahaji spravnému skladani nové syntetizovanych a poskozenych proteind
nebo je stabilizuji, pfedevsim pii probihajicim bunééném stresu. Mezi tyto chaperony patii i heat shock
protein 90 (Hsp90), s nimz interaguji rizné protein kinazy, transkrip¢ni faktory, receptory a jiné proteiny
[127]. Mnoho typt nadorovych bun€k se vyznacuje signifikantné zvySenou expresi Hsp90 oproti bunkam
nenadorovym, a to az desetindsobné [128], coz ¢ini z tohoto proteinu atraktivni cil protinadorové terapie.

Na pocatku sedmdesatych let byl poprvé izolovan z kultury Streptomyces geldanamycin (GA)
(Obr. 11) [129], ktery prokazoval protinadorovou aktivitu in vitro i in vivo [130]. Nejprve byl mechanismus
ucinku této latky ptfisuzovan inhibici tyrozin kinaz rodiny Src, nasledné bylo zjisténo, ze tyto kinazy GA
pfimo neovlivituje [131]. Vaze se totiz na Hsp90, ktery s témito tyrozin kinazami tvoii komplex. GA se
vaze do N-terminalni domény Hsp90, kterd slouzi k vazbé ATP, coz méni konformaci tohoto proteinu,
a inhibuje tak jeho ATP4zovou aktivitu [132].

Hsp90 je vsak nezbytny pro funkci mnoha dalSich proteind. Takovym ptikladem mtize byt Raf-1,
ktery je soucasti signalizacni kaskddy modulujici aktivitu rtznych transkripnich faktorti. Stimul
z extracelularniho prostiedi (napfiklad ristovym faktorem) vede k aktivaci Ras, ktery dale aktivuje Raf-1.
Raf-1 aktivuje fosforylaci MEK kinazu, ktera nasledné fosforyluje extracelularni signalem regulované
kinazy (ERKs). Ty jsou zodpovédné za aktivaci rozlicnych transkripcnich faktord, jejichz aktivita vede
napiiklad ke zvysené proliferaci bunék. Protein Raf-1 funguje pouze v komplexu s Hsp90 a pfi inhibici
Hsp90 pomoci GA je Raf-1 destabilizovan a odbouravan, ¢imz je dana signaliza¢ni kaskada narusena [133].
Hsp90 také stabilizuje proteiny kodované riiznymi onkogeny, naptiklad v-Src nebo fuzni kinazu typickou
pro buiiky chronické myelodni leukemie Ber-Abl (viz 3.3 Inhibitory protein kinaz). Vazba GA na Hsp90
také vede ke zvySené degradaci téchto proteind [134].

Derivat GA tanespimycin se dostal do druhé faze klinického testovani u metastatického karcinomu
ledvin [135]. Lécivo vykazuje pouze mirnou hepatotoxicitu a nezadouci u¢inky jako nevolnost a prijmy,
ty ovSem mohou byt disledkem pouziti rozpoustédla dimethylsulfoxidu [136], protoZe je tanespimycin
$patné rozpustny ve vodnych roztocich.

Novobiocin (Obr. 11) je antibiotikum inhibujici funkci bakterialni gyrdzy B. Nicméné bylo
zjisténo, ze v savcich buiikach je schopen inhibovat Hsp90, vdZe se ovsem na jiné misto nez GA, a to do

C-terminalni domény vazajici ATP [137].
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Obrazek 11: Inhibitory Hsp90
GA (a) a novobiocin (b). Pfevzato z [138, 139], upraveno.

3.2 Signaliza¢ni draha Sonic hedgehog

U larev drozofily byly identifikovany skupiny genti, které jsou nezbytné pro vyvoj osy a segmentace téla
[140]. Jejich analogy byly popsany i u savcu a tyto geny byly pojmenovany hedgehog (Hh). Tento nazev
byl zvolen kvtli vzhledu musich larev, které po eliminaci Hh svymi télnimi vyrastky pfipominaly jezka.
Savc¢i analogy se poté déli do skupin nesoucich nazvy desert hedgehog (Dhh), indian hedgehog (Ihh)
a sonic hedgehog (Shh) dle dvou druhti jezkti a znamé postavicky z videohry [141]. Nefunkénost Shh vede
u saveu k nespravnému vyvoji notochordu, télni osy, koncetin a mimo jiné také ke kyklopii [142].

V Sedesatych letech byl pozorovan vyskyt malformaci, a to piedevsim kyklopie, narozenych jehnat,
jejichz matky konzumovaly rostlinu Veratrum californicum [143]. Pozdg&ji byla popsana latka steroidni
povahy zpusobujici tyto vyvojové vady — cyklopamin (Obr. 13) [144]. Bylo potvrzeno, ze cyklopamin
ovliviluje signaliza¢ni drahu zprostfedkovanou produkty Shh gent [145]. V buiikach maturovanych tkani
inhibuje protein patched (Ptc) funkci transmembranového proteinu smoothened (Smo). Ptc funguje jako
receptor pro Shh, jehoZ navazanim je Ptc inaktivovan. Tim se aktivuje Smo, ktery déle aktivuje transkripcni
faktory skupiny Gli, a tedy expresi pfislusnych genti [146]. Cyklopamin se vdZe na protein Smo, ¢imz
inhibuje jeho funkci, a tedy aktivaci downstream transkripcnich faktora (Obr. 12) [147].

Nékteré nadorové bunky vykazuji deregulaci signalizacni drahy Shh [148]. U bunék
bazocelularniho karcinomu byly zjistény inaktiva¢ni mutace v genu pro Ptc [149] i aktiva¢ni mutace genu
kodujictho Smo [150]. Proto byl cyklopamin zvolen jako potencidlni protinadorové 1é€ivo. Rast bunck
medulloblastomu byl cyklopaminem inhibovan in vitro a in vivo [151].

Nizkéd rozpustnost ve vodé a nestalost v kyselém prostiedi byla vsak ptekdzkou pro pouziti
cyklopaminu v klinickych testech, proto byl vytvofen semisynteticky derivat saridegib vykazujici lepsi
farmakologické vlastnosti [152]. Saridegib potvrdil svou ucinnost v 1é€bé rtiznych solidnich nadorid véetné

$patné 1écitelného chondrosarkomu s mirnymi vedlej$imi u¢inky zahrnujicimi nevolnost a alopecii [153].
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Obrazek 12: Utinek cyklopaminu na signalizaéni drahu Shh
(a) Navazanim Shh na Ptc mtize Smo oddisociovat a nasledné aktivovat transkripéni faktory skupiny Gli ovliviiujici
genovou expresi. (b) Cyklopamin svou vazbou selektivné inhibuje Smo, coz také inhibuje expresi cilovych gent.

Strukturalné od cyklopaminu odlisny inhibitor proteinu Smo vismodegib (Obr. 13) prokazal svou
ucinnost ptfi 1é¢be bazocelularniho karcinomu [154] i medulloblastomu [155] a v roce 2012 byl schvalen

FDA jakozto prvni chemoterapeutikum inhibujici signaliza¢ni drahu Shh.

Cl

Iz
\ /

b)

Obrazek 13: Molekuly inhibitori signaliza¢ni drahy Shh
Cyklopamin (a) a vismodegib (b). Pfevzato z [156, 157], upraveno.

3.3 Inhibice protein kinaz

Protein kindzy svou aktivitou reguluji velké mnozstvi bunécnych pochodi. Od prvni popsané
protein kinazy A (PKA) bylo popsano pies pét stovek dal§ich enzymu této skupiny. Protein kinazy se déli
na dvé zakladni skupiny dle fosforylovaného substratu — tyrozin kindzy a serin-threonin kinazy. Existuji
ovsem i serin-threonin protein kinazy schopné fosforylovat substrat na tyrozinovém zbytku, stejné tak jako
tyrozin kinazy fosforylujici na serinu nebo threoninu [158]. Toto rozdéleni tedy ziejme neni tak striktni.
Jednotlivé protein kindzy se sdruzuji do signaliza¢nich kaskad vedoucich od receptoru az k aktivaci
transkripcniho faktoru ovliviiujiciho expresi piislusnych gent. Abnormalni exprese, mutace protein kinaz
nebo deregulace jejich kinazové aktivity, a tedy ovlivnéni téchto kaskad, jsou Casto asociovany s rozvojem

malignich nddorovych onemocnéni [159].
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Bunky potiebuji k proliferaci stimul z okolniho prostiedi. Tim mlze byt vazba epidermalniho
rustového faktoru (EGF) na svlij tyrozin kindzovy receptor EGFR, ktery dale aktivuje kaskadu
Ras — Raf-1 — MEK — ERK (viz 3.1 Inhibice Hsp90). Zvysend exprese EGFR je typicka naptiklad pro
karcinom prsu [160]. Mutace protein kinazy zahrnuté v signaliza¢ni kaskddé miize mit také za nasledek jeji
spontanni aktivaci bez nutnosti pfedchoziho signalu, coz miize vést k maligni transformaci bunky [161].
Inhibice nékterych protein kinaz tedy ptedstavuje mechanismus cilené protinddorové terapie. Vyvoj 1éCiv
fungujicich na tomto principu vyustil v nékolik desitek schvalenych a klinicky pouzivanych ptipravku.

P1i vyvoji specifickych inhibitori protein kinazy Abl [162] byla syntetizovana latka zvana imatinib,
ktera se uplatnila pfedevS§im pii 1éCeni chronické myeloidni leukemie a nékterych piipadii akutni
lymfoblastické leukemie [163]. Pro chronickou myeloidni leukemii je typicka pfitomnosti filadelfského
chromozomu, ktery v bunikach vznika translokaci chromozomu 22 a 9 v pfesné definovaném miste, ¢imz
dojde k fuzi gent ber a abl. Vysledkem pieskupeni je fuzni protein kindza Bcer-Abl, ktery se vymyka
ptirozené regulaci a je konstantné aktivni [164]. Imatinib inhibuje kindzovou aktivitu tohoto enzymu
kompetici s ATP [165] a vroce 2001 byl schvalen FDA pro 1é€bu chronické myeloidni a akutni
lymfoblastické leukemie.

V roce 1977 byl zkultury Streptomyces staurosporeus poprvé izolovan alkaloid staurosporin
(Obr. 14) s antifungélni aktivitou [166]. Vykazoval i protinddorovou aktivitu ptisuzovanou velmi uc¢inné
inhibici PKC [167] zprostfedkovanou vazbou alkaloidu na katalytickou doménu enzymu [168]. Pozd¢ji
bylo prokazano, ze staurosporin neselektivné inhibuje fadu dalSich protein kindz [169]. Mimo jiné také
inhibuje funkeci topo I, kdy zabraiiuje ptenosu fosfodiesterové vazby v DNA na tyrozinové zbytky topo II
pti Stépeni vlakna DNA [170].

V roce 2017 byl derivat staurosporinu midostaurin schvalen FDA pro 1écbu akutni myeloidni
leukemie. Nespecificka inhibice vice protein kindz midostaurinem z n€j ¢ini vhodné 1é¢ivo pro jinak
rezistentni bunky, i kdyz se zda byt pii vyssich davkach toxicky pro plice a gastrointestinalni trakt [171].

V sedmdesatych letech byl ze vzorku plidy z Velikono¢niho ostrova izolovan sekundarni metabolit
bakterii Streptomyces rapamycin (Obr. 14). Rapamycin vykazoval imunosupresivni a protinadorovou
aktivitu, jeho cil v sav€ich bunkach byl ov§em popsan o mnoho let pozd€ji a nazvan ptiznac¢né sav¢i cil
rapamycinu (mammalian target of rapamycin, mTOR). Jednd se o serin-threonin kinazu ptibuznou
s fosfatidylinositol-3-kinazami (PIKK), ktera je soucasti signalizac¢ni kaskady PI3K/Akt/mTOR. Tato
kaskada je spusténa napiiklad ristovym faktorem IGF-1 a vede k proliferaci bunék, zvysSeni jejich
metabolické aktivity nebo inhibici apopotozy, proto je tato signalizacni kaskada ¢asto deregulovana
v nadorovych bunkach [172]. mTOR je tak atraktivnim cilem pro protinadorovou terapii. Pivodni inhibitor
mTOR rapamycin (sirolimus) se uplatnil piedev§im v potlaceni reakce S$tépu proti hostiteli pfi
transplantacich. Jeho derivaty everolimus a temsirolimus jsou vSak uspésné vyuzivany napftiklad v 1écbé

nadort ledvin [173].
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Obriazek 14: Inhibitory protein kinaz
Staurosporin (a) a rapamycin (b). Pfevzato z [174, 175], upraveno.

3.4 Indukce reaktivnich forem kysliku

Reakce probihajici v mitochondriich a peroxizomech jsou mistem vzniku velkého mnozstvi ROS. Tyto
latky slouzi v bunce k eliminaci patogentl, napomahaji rozvoji zanétu nebo mohou kovalentné modifikovat
proteiny slouzici k pfenosu signalu. Zaroven ale zpasobuji oxidativni poskozeni DNA, proteini a lipidd
vedouci k apoptdze. Nadorové bunky se vyznacuji zvysenym mnozstvim ROS [176]. Generace ROS muize
byt proto cilem protinadorové terapie. V nadorovych bunkach je kvuli vyssi zakladni hladiné ROS snazsi
jejich dalsi tvorbou ptekrocit pro bunku netnosnou mez, nasledné poskozeni poté vede k apoptdze [177].

Mnohé organické slouCeniny tvorici komplexy s atomem médi prokazuji cytotoxicky ucinek
generovanim ROS, které nésledné poskozuji struktury v buiice [178]. Elesklomol, nové potencidlni
protinddorové 1é¢ivo, funguje jako chelator médi (Obr. 15). V extracelularnim prostfedi dojde k navézani
Cu?". Tento komplex je transportovan do mitochondrie, kde dojde k uvolnéni atomu Cu*", ktery reaguje
s komponenty elektron transportniho fetézce. Dochazi k redukci Cu?* na Cu* za vzniku ROS a nésledného
oxidativniho stresu. Elesklomol je poté vylougen ven z buiiky, kde mize opét navazat atom Cu®" [179].
ZvySena mira oxidativniho stresu pak vede k apoptoze [180].

Lécivo bylo v prvni fazi klinického testovani v terapii akutni myeloidni leukemie velmi dobie

tolerovano a nevykazovalo signifikantni toxicitu [181].

Obrazek 15: Molekula elesklomolu a chelace médi
Elesklomol (a) vytvaii koordina¢né kovalentni vazbu s atomem meédi (b). Pievzato z [182], upraveno.
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4. Znama leciva v nove indikaci

U nékterych 1é¢iv vytvofenych piivodné pro jiné ucely byla v poslednich letech objevena vyrazna
protinadorova aktivita. Protoze jsou tyto latky casto pouzivany jiz mnoho let, jejich metabolismus a vedlejsi
ucinky byvaji dobfe popsany. To spolu s jejich nizkou cenou €ini z procesu drug repurposing atraktivni

odvétvi vyvoje protinadorovych 1éciv.

4.1 Arsenik

Slouceniny arsenu jsou znamé a terapeuticky pouzivané vice nez 2400 let. Ve stfedovéku byl arsenik
(oxid| arsenity, As>O3) ¢asto vyuzivan jako jed, byl jim zfejmée otraven naptiklad Napoleon. V 15. stoleti
postuloval William Withering, ze nejlep$im 1ékem jsou jedy podavané v malych davkach. V 18. stoleti poté
vytvoril Thomas Fowler roztok hydrogenuhli¢itanu draselného a arseniku, ktery se nékolik dalSich staleti
pouzival pro 1é¢bu riznych chorob. V devatenactém stoleti se Fowlertiv roztok stal soucésti 1écby leukemii.
Paul Ehrlich ve 20. stoleti syntetizoval organickou slouc¢eninu arsenu salvarsan nasledné pouZzivanou pro
1é¢bu syfilitidy. Arsenik se opét dostal do poptedi az pomérné nedavno, kdy byla zjisténa jeho ti¢innost pii
1é¢be akutni promyelotické leukemie [183].

Arsenik zprostiedkovava svou protinddorovou aktivitu vice zpisoby, zakladnim principem je
ovSem kovalentni modifikace proteinli na aminokyselinovych zbytcich obsahujicich siru. To ma za
nasledek naptiklad sniZzeni mnozstvi antiapoptického proteinu bcl-2 v buiice. Déle inhibici glutathion
peroxidazy, a tedy zvySeni hladiny ROS, coz vede k poskozeni buiiky a apoptdze. Arsenik také indukuje
diferenciaci promyelotickych bunék, ¢imz snizuje jejich proliferacni potencial, nebo potlacuje proces
angiogeneze [184].

Uginnost arseniku v 16¢bé akutni promyelotické leukemie vedla v roce 2000 k jeho schvaleni FDA
pro terapii tohoto onemocnéni. Ackoliv je obecné arsen pfi¢inou mnoha akutnich i chronickych otrav, 1é¢ba
nizkymi davkami arseniku nevykazuje vyraznou toxicitu ani myelosupresi ¢astou pro jina cytostatika.
Klinicky testované jsou i organické slouceniny arsenu, naptiklad darinaparsin, ktery vykazuje potencial

v 1é¢bé solidnich tumort [185].

4.2 Thalidomid

Na konci padesatych let minulého stoleti byl objeven sedativni ucinek thalidomidu. Latka vykazovala
minimum vedlejSich U¢inkd, a proto se brzy stala nejprve v Némecku, poté i v dal§ich zemich, velmi
oblibenym lé¢ivem pro potlaceni ranni nevolnosti. Thalidomid se stal snadno dostupnym lékem, ktery byl
Casto uzivan t¢hotnymi zenami. Nasledné se ovSem projevily teratogenni Gcinky thalidomidu. Vice nez
deset tisic déti se narodilo s vrozenymi vyvojovymi vadami, predev§im fokomelii [186]. Molekula
thalidomidu se vyskytuje ve dvou enantiomerech, pti¢emz (+)-(R)-thalidomid ma sedativni ucinky, zatimco
(-)-(S)-thalidomid je teratogenni (Obr. 16). Lé¢ivo se ovSem podavalo jako racemicka smés a v organismu

¢asto dochazi ke konverzi téchto dvou enantiomerd [187].
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Po tomto neStésti a nasledném stazeni ztrhu bylo zji$téno, Ze thalidomid inhibuje proces
angiogeneze indukovany FGF2, coz je zfejmeé jednou z pficin jeho teratogenniho t€inku [188]. Thalidomid
totiz inhibuje funkci transkripéniho faktoru NF-kB, a to indukci ROS nebo potlacenim I-xB kinazy [189,
190]. NF-«xB je zodpoveédny mimo jiné za expresi FGF2 nebo naptiklad prozanétlivych cytokini TNF-a a
IL-8. Mezi dalsi potencidlni mechanismy uc¢inku této latky patii interakce s proteinem Cereblon, ktery je
soucasti ubikvitin ligdzového komplexu. Vazbou thalidomidu na Cereblon dojde k omezeni ubikvitinylace
proteind, a tedy jejich degradace [191].

Siroké spektrum cilii aktivity thalidomidu ma za nasledek jeho imunomodulaéni a protinadorovou
aktivitu. Pfedev§im ovlivnéni exprese cytokini stalo za uplatnénim thalidomidu v 1&cbé erythema nodosum
leprosum, zanétlivé komplikace lepry [192]. Thalidomid byl dale schvalen v 1é¢bé mnohocetného
myelomu, kde se uplatiiuje ovlivnéni exprese cytokind, potladeni procesu angiogeneze i inhibice
ubikvitinylace, a tedy degradace proteinti. NejcastéjSim vedlejsim ucinkem 1é¢by je sedace pacienta, dale
se ¢asto objevuje periferni neuropatie [193]. O néco lepsich vysledkl a nizsi toxicity v 1é€bé mnohocetného

myelomu dosahly derivaty thalidomidu lenalidomid a pomalidomid [194].
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Obrazek 16: Enantiomery thalidomidu
Molekula thalidomidu a jeji dva enantiomery, teratogenni (-)-(S)-thalidomid (a) a sedativni (+)-(R)-thalidomid (b).
Ptevzato z [195], upraveno.

4.3 Disulfiram

Pro 1écbu chronického alkoholismu je po mnoho desetileti pouzivany disulfiram. Jedna se o dithiokarbamat,
ktery je v organismu metabolizovan na sulfoxid vazajici se na cystein v aktivnim centru ALDH, ¢imz
ireverzibiln¢ inhibuje jeji funkci [196]. Etanol je po pozieni metabolizovan na acetaldehyd a nasledné
kyselinu octovou pomoci ALDH. Inhibice tohoto enzymu tedy vede k akumulaci acetaldehydu. Intoxikace
acetaldehydem je mimofradné nepiijemna, jeji projevy zahrnuji bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, celkovou
slabost nebo potize s dychanim [197]. To vede pacienta k vytvofeni podminéného reflexu.

Disulfiram se ovSem vyznacuje i protinadorovou aktivitou [198]. Metabolit disulfiramu tvofi
komplex s atomem Cu?" (Obr. 17), ktery miZe vstoupit do intracelularniho prostiedi [199]. Organické
slouceniny tvofici méd’naté komplexy jsou schopné inhibovat funkci proteazomu [200]. Starsi studie také
uvadi, ze disulfiram inhibuje chymotrypsinovou aktivitu 20S proteazomu, coZ ma za nasledek nahromadéni
ubikvitinylovanych proteini v bufice a naslednou apoptozu. [201]. Disulfiram ovSem ovliviiuje spiSe

proteiny upstream od samotného proteazomu. Proteiny urcené k degradaci jsou po oznaceni ubikvitinem
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Casto stale zakotveny v membrané nebo jsou soucasti proteinového komplexu. K jejich uvolnéni
anaslednému transportu do proteazomu je potfeba p97-NPL4-UFDI segregazy. Soucasti tohoto
proteinového komplexu je kofaktor NPL4 vazajici ubikvitin [202]. Metabolit disulfiramu s navazanym Cu?*
se vaze na NPL4, ¢imz zptsobuje jeho chybnou agregaci s p97 a inhibici funkce celého komplexu [203].
V soucasné dobé probiha druhd faze klinického testovani disulfiramu pro 1écbu metastazujiciho

karcinomu prsu.
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Obrazek 17: Chelatace méd’natého kationtu metabolitem disulfiramu
Disulfiram (a) je $t€pen na dvé identické molekuly, tento metabolit (b) je pak schopen pomoci atomti siry koordinaéné
vazat atom médi (c). Pfevzato z [204], upraveno.

4.4 Valproat

Sul kyseliny valproové (Obr. 18) je 1éCivo s uspéchem pouzivané n€kolik desetileti pro 1écbu epilepsie nebo
dalsich neurologickych onemocnéni jako bipolarni afektivni porucha. Pti 1é€bé téchto onemocnéni
ovlivituje valproat v centralni nervové soustavé syntézu a prenos y-aminomaselné kyseliny (GABA),
syntézu kyseliny B-hydroxymaselné a pifimo pusobi na napétim ovladané Na® kanaly v membranach
neuront. Také ovlivituje pienos dopaminu a serotoninu. Dysbalance v hladinach téchto dulezitych
neurotransmiterti ¢asto stoji za vznikem epileptickych zachvatt [205]. Valproat ale vykazuje velmi Siroké
spektrum dalSich ucinnosti. Bylo také zjisténo, Ze inhibuje riist nadorovych bun€k ovlivnénim acetylace
histont [206].

Miru genové exprese lze mimo jiné ovlivnit acetylaci a deacetylaci histonti. Histony jsou oktamery
kladn¢ nabitych proteinti, z nichz kazdy disponuje bazickou N-terminalni doménou bohatou na lyzin.
Navazanim acetylu na zbytek lysinu dojde k vyruSeni jeho kladného naboje, ¢imz jsou zeslabeny iontové
interakce mezi proteinem a zaporné nabitou DNA. Dojde tak k dekondenzaci chromatinu a obecné zvysSeni
genové exprese. Proces acetylace a deacetylace zprostfedkovavaji dvé skupiny enzymid — histon acetyl
transferazy (HATSs) a histon deacetylazy (HDACs). ZvySena exprese nebo mutace v nékteré z HATs nebo
HDACs muize vést k rozvoji malignity. Vznik non-Hodgkinova lymfomu je napiiklad spjaty se zvysenou
aktivitou HDACs a represi urcitych geni. Inhibice HDACs ma za nasledek zvysSenou acetylaci histond,
atedy vyssi expresi téchto genil, které mohou zptsobit diferenciaci nadorové buiiky, ¢imz zanikne jeji
proliferativni potencial [207]. Pravé indukce diferenciace nadorovych bunck byla pozorovana pii testovani
valproatu in vitro. Valproat se totiz vaze do katalytického mista HDAC, ¢imz piimo inhibuje jeji funkci.
Enzym je pak také vice degradovan. Potencialnich mechanismi ucinku tohoto lé¢iva je ovSem zfejmé vice,
napiiklad zvySenad vazba transkripcniho faktoru AP-1 na DNA, sniZeni aktivity PKC nebo ovlivnéni

signaliza¢ni drahy Wnt [208].
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Probiha fada klinickych studii sledujicich ucinek valproatu pii 1é¢b¢ riiznych malignich nadorovych
onemocnéni, vétSinou v kombinaci s dal§imi 1éCivy. Ptikladem mtize byt 1écba nadorti hlavy a krku
spole¢né s cisplatinou a monoklonalnimi protilatkami cilenymi proti EGFR [209]. Diky dlouholetému
klinickému vyuzivani valproatu v 1é€bé epilepsie jsou dobfe prozkoumany jeho vedlejsi u€inky. Ty zahrnuji
nevolnost, avSak pii delSim podévani naopak mozné zvySeni télesné hmotnosti. Z vaznéjsich dasledki je

to predevsim rozvoj pankreatitidy a vzacné selhéani jater [205].

O

OH

Obrazek 18: Kyselina valproova
Pievzato z [210].
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5. Zavér

Od pozorovani ubytku leukocytii u vojakti otravenych yperitem a napadu pouzit tuto latku pro lécbu
leukemie ubéhlo jiz tii ctvrté stoleti. Maligni tumory nicméné stale zlstavaji obdvanym a velmi tézko
lé¢itelnym onemocnénim. Konvenéni chemoterapie ¢asto pouze prodlouzi preziti pacienta, pfipadné zmirni
prabéh onemocnéni. Jelikoz tradi¢ni chemoterapeutika obvykle neselektivné zabiji rychle se délici buiiky,
obnasi chemoterapie mnoho vedlejsich ucinkti, jako je myelosuprese, nevolnost, gastrointestindlni potize
nebo alopecie. Chemoterapie tak mtize v nékterych ptipadech vyvolat vice obtizi nez samotné onemocnéni.
Proto také mnoho pacientli se Spatnou prognézou chemoterapii odmita.

Poptavka po novych protinadorovych lécivech s nizsi toxicitou a vysSsi u€innosti je obrovska.
Jednou z cest je vytvareni derivati jiz osvédcenych 1éCiv s lepsimi farmakologickymi vlastnostmi. Dal§im
zpusobem miZe byt hledani zcela novych latek v jinych organismech. Pfiroda je nevycerpatelnym zdrojem
rozli¢nych biologicky aktivnich latek a rtizné metabolity rostlin, zivo¢ichl, hub a pfedev§im bakterii
vykazuji velmi zajimavou protinddorovou ucinnost. Problémem muize byt jak slozity proces izolace,
charakterizace a optimalizace efektivni syntézy téchto latek, tak i klinické testovani, které je mimotadné
nakladné a zdlouhavé. Proto se dnes také ptistupuje k testovani protinddorové aktivity 1é¢iv jiz schvalenych
pro jiné ucely. Vznikd tak repertoar ,onovych“ latek, které maji potencidl stat se velmi efektivnimi
protinadorovymi léCivy.

Protoze je kazdé nadorové onemocnéni specifické, dneSnim trendem je cilend terapie s pouzitim
latek mitenych selektivné proti konkrétnim klicovym proteinim nadorovych bunék. Kombinace 1é¢iv Casto
také potencuje jejich ucinek. Dal§im pfistupem, vedle chemoterapie, chirurgického odstranéni nddoru nebo
radioterapie, je imunoterapie, ktera je zalozena na aktivaci slozek imunitniho systému pacienta, jez nasledné
zprostiedkovavaji protinadorovou odpovéd’. Lécba ,$itd na miru“ daného pacienta a jeho nddorového
onemocnéni pak mtze byt skutecné efektivni, a kurabilnimi se tak stanou i maligni onemocnéni dnes

vykazujici velmi Spatnou prognozu.
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