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1. SOUHRN

O chovani L-thamnosy v sav&éim organismu neni dosud mnoho zmamo. Tate deoxyhexosa je
syntetizovana bakteriemi a rostlinnymi butikami, ne v3ak ZivoCtidnymi. MoZny je i jeji protinadorovy
utinek, ktery dosud také nebyl zkoumén. Cilem této prace tedy bylo osvétlit farmakokinetiku L-
rhamnosy, jeji chovani na hematobiliarni bariéfe a dale antineoplasticky u¢inek.

Jako prvni vliteratufe jsme detailn® popsali farmakokinetické parametry a bilidmi eskreci
L-thamnosy podané intravenédzné v davce 100 mgkg” zdravym potkanim a potkaniim s navozenou
cholestazou. Aékoli kumulativni hodnoty ukazuji, Ze touto cestou je vyluCovara jen nepatrna Cast
podaného mnoZstvi, rychlé vyrovnani koncentraci L-rhamnosy v plazmé a Zluéi miiZe tento
deoxysacharid &init zajimavym jako marker biliami exkrece nékterych 1éki. Zjistili jsme, Ze tav.
dual-sugartest s L-rhamnosou a disacharidem melibiosou miiZe slouZit k detekei po3kozeni
hematobiliari bariéry pfi akutni extrahepatalni cholestaze u potkanil, Timto testem jsme potvrdili, Ze
u zvifat s obstrukel ductus choledochus dochazi k netésnosti hematobiliarni bariéry a Ze tofo pokozeni
je moZno méfit v pribehu prvnich 60 minut po podani zkoumanych latek. DéleZitym zjijténim je, Ze
vysledky stanovovéni permeability sliznifni bariéry, zaloZeném na pétihodinovém sbéru modi, by
nemély byt ovlivnény soucasné piitomnou cholestazou.

Uginek nesubstituovanych deoxyhexos, 2-deoxy-D-glukosy (2-DG) a L-fukosy, na nadorové buiiky,
byl v poslednich desetiletich publikovas v mnoha studiich. Piipadny efekt L-rhamnosy viak dosud
prozkouman nebyl. Sledovali jsme uéinek L-rhamnosy na biosyntézu DNA a proteinil, proliferaci a
indukci apeptozy u nadorovych bungk iz vitro. S pouZitim 2-DG jako srovnavact latky jsme sledovali
in vitro U¢inek L-rhamnosy v koncentracich do 20 (p¥ip. 32) mmol.1" na podatetni rychlost
inkorporace znatenych prekurzord DNA a proteinil v kritkodobych kulturach bunék Ehrlichova
ascitického nadoru (ATE), nového my§iho adenokarcinomu mlééné Ztdzy MC29 a lidské leukemie
HL-60, a dale efekt na proliferaci a indukei apoptozy u bungk HL-60. Pro pesouzeni ovlivnéni syntézy
DNA a bilkovin byla s pomoci konvengnich cytostatlk — mitoxantronu a doxorubicinu - ovéfena
metoda prib&ného sledovani specifickych aktivit makromolekuldmich frakei. Senzitivita nového
nédoru MC29 byla studovana za pouiti mitoxantronu /i vivo. AZ na mirnou inhibici syntézy DNA u
bungk EAT mnebyl vpifpadd L-rhamnosy pozorovan ani cytotoxicky, ani cytostaticky UCinek.
Neptitomnost inhibice proteosyntézy mii¥e vést k zav¥ru, Ze L-rhamnosa neovliviiuje energeticky
metabolismus. Vzhledem k hypotetickym analogiim L-thamnosy s L-fukosou by viak bylo tfeba
prozkoumat p#ipadny potencial L-rhamnosy na vhodnych modelech in vivo v kontexiu nadorové

choroby.



2. SUMMARY

The behaviour of L-thamnose, a deoxyhexose which is synthesized in bacteria and plants but not
in animal cells, in the mammalian organism, as well as its anticancer potency, is poorly known. In the
present study, we examined the pharmacokinetics, behaviour on the blood-biliary barrier and the
antineoplastic activity of L-rhamnose.

Our study is the first to describe in detail pharmacokinetic parameters and the biliary excretion
of intraverously administered (100 mgkg") L-rhamnose in healthy and cholestatic rats. Despite the
cumulative data having shown that this pathway takes only a negligible part of the applied dose of the
sugar, the quick equilibration of L-thamnose concentrations was scen hetween the plasma and bile
which may be interesting for the future evaluation of biliary drug excretion with respect to bile
production. We found that the dual-sugar permeability test with L-rhamnose and the disaccharide
melibiose is a useful probe to describe the alteration of the blood-biliary barrier during acute
extrahepatic cholestasis in rats. Using this test, we evidenced that the blood-biliary barrier becomes
highly leaky in bile duct obstructed animals and that this impairment could be reliably measured
during the first 60 min after administration of the probes. Inportantly for sugar permeability studies in
animals and humans, our data provide the evidence that overall results of intestinal mucosa integrity
testing which are based on cumulative 5-h urine collection should not be altered by extrahepatic
cholestasis.

The effect of unsubstituted deoxyhexoses, 2-deoxy-D-glucese (2-DG) and L-fucose, on tamor
cells has been reported in several papers throughout the last decades. That of
L-thamnose has until today not been explored. We examined the effect of L-rhamnose on the DNA
and protein synthesis, growth and the potential induction of apoptosis of tumor cells # vitro. Using 2-
DG for comparison, we studied the effect of L-rhamnose in concentration up to 20 (32 resp.) mmol I
on the initial velocity of the incorporation of labeled precursors of DNA and proteins in short term
cultures of mouse Ehrlich aseites tumor (EAT), a new mouse mammary adenocarcinoma MC29 and
human HL-60 cells in vitro, and further, on cell profiferation and apoptosis induction in HL-60 cells.
For the evaluation of the DNA and protein synthesis influencing, a method of dynamic monitoring of
specific activities of DNA and protein fractions has been validated using conventional cytostatics,
mitoxantrone and doxorubicin. The sensitivity of the new tumor MC29, syngenic in NMRI mice, was
probed in an in vivo study with mitoxantrone. Neither cytotoxic nor cytostatic effects of L-rhamnose
were observed with exception of slightly pronounced inhibition of DNA synthesis in EAT cells. From
the lacking inhibition of the protein synthesis it can be considered that
L-rhamnose does not interfere with the energy metabolism like 2-DG. Nevertheless, the hypothetical
analogy of L-rhamnose to L.-fucose in the influence on the behavior of tumor cells in vivo may retain

unexplored potential of L-thamnose that awaits future clarification.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1. Protinadorovy iifinek nesubstituovanych deoxyhexos — 2-deoxy-D-glukosy a
L-fukosy

Vyuziti deoxymonosacharidd k 1éébé zhoubnych nadord bylo a je pfedmétem zajmu
¢etnych védeckych tymi. Z nesubstituovanych deoxyhexos byla dosud vénovana pozornost
zejména 2-deoxy-D-glukose a L-fukose.

2-deoxy-D-glukesa, 2-DG, je uméle pfipraveny analog D-glukosy. Jeji uéinek spoéivd
v inhibici glukosafosfatisomerasy v prvni reakei glykolyzy. Vzhledem k tomu, Ze nadorové
buitky, patrn& v disledku niZ§i vaskularizace a tedy saturace kyslikem, vykazuji vyssi
intenzitu anacrobni glykolyzy a tudiz depleci ATP, se 2-DG stala nadéinym kandidatem na
protinddorové G&innou latku a jeji efekt byl potvrzen in vitro (Zhu et al., 2005) i in vivo (Kem
1987; Cay et al, 1992). Inhibice glykolyzy a ztoho vyplyvajici deplece ATP spoustéi
apoptoticky mechanismus bunécné smrti. 2-DG, jak potvrdili Aft a kol. (2002}, skutetng
indukuje bunéénou smrt cestou apoptozy. Zv1asté citlivé jsou hypoxické nadorové buriky.

L-fukosa, 6-deoxy-L-gataktosa, je jeding endogenni deoxyhexosa v lidském organismu.
Jeji aktivovana forma, GDP-fukosa, uZivana na tvorbu fukosylovanych oligosacharidovych
fet¥zen, je v lidském organizmu syntetizovéana budto de novo z GDP-mannosy, nebo ceston
tzv. ,.salvage pathway. PH ni je volna fukosa z potravnich zdroji, jeZ do bungk pronika
cestou usnadnéné difiize specifickou pro fikkosu, fosforylovana fukokinasou na fukosa-1-
fosfat, ktery je ddle konvertovan pomoci GDP-fukosapyrofosforylasy na GDP-fukosu (Becker
et Lowe, 2003). Katabolismus L-fukosy u &lovéka dosud neni podrobné znam. Po
intravendznim podani L-{1-'*Clfukosy pacientim bylo 39 % radicaktivity vyloudeno ve
form& MCO, (Segal et Topper, 1960). Zvelke &isti se L-fukosa u saved vylutuje
v nezménéné formé do mo&i (Coffey et al., 1964).

Na pfelomu 60. a 70. let 20. stoleti popsala skupina americkych auteri v Fadé praci
inhibiéni efekt L-fukosy na nador potkana in vivoe i in vitro (napf. Rosato et al., 1972;
Roseman et al., 1971). Od té doby nebyl (¢inek samotné L-fukosy na experimentalnich
nadory ir vive nebo jejich lime in vitro potvrzen. Objevily se viak zpravy, Ze L-fukosa
indukuje cytotoxickou aktivitu perifernich tymfocytd, zvySuje produkei interleukinu 2 a
TNF-o (Stafikova, 1992). U karcinomu plic L-1 rostouciho na mysich BALB/c bylo navic



zjisténo, 2e L-fukosa miZe plsobit antimetastaticky (Rozskowski et al., 1989). Je znimo, Ze
L-fukosa hraje vyznamnou roli v patogenezi malignich nddord. Jednim z pozorovanych jevl u
malignit je napf. ztrata exprese antigendi krevnich skupin A a B se soudasnym zvySenim
exprese antigent H a Lewis’ u nadordl, souvisejici s jefich zhor¥enou prognézou. Podobny
dopad ma i up-regulace fikosylovanych epitopd sialyl-Lewis™ a sialyl-Lewis’, slouZicich jako
fipandy pro selektin. Tim by mohla byt usnadnéna vazba hematogenné metastazujicich

nadorovych bunsk na selektiny E a P exprimované endoteliemi (Becker et Lowe, 2003).

3.2, L-rhamnosa - vyskyt, vlastnosti, metabolismus u saveli a potencidlni

pretinddorovy aéinek

Chemicky pfibuzna s T-fukosou je daléi deoxyhexosa — L-rhamnosa, 6-deoxy-L-mannosa,
ktera je hojnd syntetizovana v rostlinnych a bakteridinich bufikdch, nikoli viak Zivotidnych.
O chovéni L-rhamnosy v #ivotisné buiice je dosud znamo pomémé mélo. Do bungk pronika
nezprostiedkovanou diftizi (Bjarnason et al., 1995), jevi k nf afinitn nekteré enzymy, a je takeé
pravdépodobné ve vyznamné mife redukovéna na thamnitol. Je tedy moing, Ze tento
deoxysacharid mi¥e vstupovat do ngkteryoh metabolickych drah, atkoli asi nemiZze byt
energeticky utilizovan, Vzhledem krtomu, Z¢ miZe sloufit jako substrit L-fukokinasy
(Ishihara et al., 1968), ktera katalyzuje prvni reakci v biosyntéze GDP-fukosy v tzv. ,salvage
pativay™, 1ze vyslovit hypotézu, Ze podand L-rhamnosa by mohla ovliviiovat fukosylaci a tim
chovani nadorovych bundk, To, ¥e je fosforylovana L-thammosa skute¢ng vestavovana do
glykosiddl, potvrzuji sporadické nalezy rhanmosidd v savéich tknich (Tymiak et al.,1993;
Malawista et Davidson, 1961).

Pokusy osvéthit vliv L-thamnosy {(vedle celé fady dal¥ich monosacharidii a jejich
metaboliti) na transplantabilite nadorovych bunék se objevily v 60. letech 20. stoleti {Tsuda
et al., 1963; Fare et al., 1967). Tyto vysledky viak zdaleka neosvétluji ifinek L-rhamnosy na
metabolismus nadorovych bunék, zejména na syntézu nukleovych kyselin a proteind, bunéény
oyklus a proliferaci. Potencidlni protinadorovy udinek L-thamnosy tak ziistava stile

neobjasnén. Oteviend je i otdzka ovlivaéni fukosylace u zhoubnych nadoni.



3.3 Kinetika L-rhamnosy v saviim organismu a testy permeability bariér

Pro pkipadné podani L-thamnosy je dileZitd dikladnd znalost jejiho chovdni v savdim
orgarismu. Po perordlnim poddni je L-rhamnosa absorbovéna jen ¢astend. Ples intakini
stfevii sliznici prostupuje pomémé obtifné, a to 1 kdyZ? prochdzi transcelularng
nezprostiedkovanou difiizi, takZe pouze 8-17 % peroralng podané L-rhamnosy je u zdravych
lidi vylougeno do mwodi (FSANZ, 2005). Je-li poddna intravendzng, vyluduje se piedeviim
ledvinami; 24-hodinova kumulativni rendlni exkrece intravendzné podané L-rhamnosy
dosahuje u potkant 65 % a u lidi zhruba 74 % (Bjarnason et al., 1995; Krecic et al., 2003).
Z tohoto [ze vyslovit pfedpoklad, Ze se po peroralnim pfijmu této deoxyhexosy vstiebdvd az
pétina davky. Potencidlni Gi¢ast L-thamnosy v metabolickych cestdch u savef, uvedend vyde
(viz 2.2), nemohla uspokojivé vysvétlit osud zbylé évriiny mnoZstvi L-rthamnosy v plazmé,
ktera neni vylougena renalné. Pfedpokladalo se, Ze je tento zbytek plazmatické L-rhamnosy
neznamym zpasobem metabolizovan (Krecic et al., 2003). Teprve roku 2006 nalezli Malagon
a spol. pii testovani intestinalni permeability v d&ti pomoci perordiné podané L-thamnosy
zvyiené koncentrace rhamnitolu v moéi a domnivaji se, Ze rhamnitol je hlavnim metabolitemn
L-thamnosy u lidi. Piivod zminéného rhamnitolu, zvlasté pak d&ast stfevni mikrofléry na
redukei neabsorbované L-rhamnosy, viak dosud nebyly objasnény. Stanoveni rhammnitolu po
intravenéznim podéani L-rhamnosy zatim v literatufe chybi. Navic Ize posiulovat 1 dalsi
domnénku, Ze je &st uvedeného zbytku plazmatickeé L-rhamnosy vylouéena do Zludi. Jednim
z cild pfedkiadané price bylo tuto hypotézu ovéfit.

T pies nedplné znalosti jejiho osudu v organismu je L-thamnosa vyuZivina v klinické praxi.
Nalezla zde vyuZiti v tzv. ,dual-sugar” testech pro hodnoceni permeability stfevni sliznice
(Bjarnason et al. 1995; Hallemeesch et al., 2000; Katouzian et al., 2005). Princip je zaloZen na
ptedpokiadn, Ze zatimco L-rhamnosa pronikd transcefularné nezprostiedkovanou difiizi,
vybrany disacharid paracelulamé skrz mezibun&&ngé spoje (D’ Antiga et al., 1999; Bjamason et
al., 1995). V praxi se poddva perordlng smés L-rhamnosy a disacharidu a nasledné je méfena
exkrece obou latek do modi sbirané po dobu obvykle 3 hodin. Nejéastdji wZivanym
disacharidem je laktulosa. Z diived relativné &astého vyskyiu priymil byl do klinické praxe
uspddné zaveden jiny pro &loveka nefyziologicky a pravdépodobné nemetabolizovatelny
sacharid, melibiosa, 6-O-a-D-galactopyranosyl-D-glukosa (D' Antiga et al., 1999; Taylor et
al., 2002).



Pfi testovani integrity intestinalni bariéry se pfedpoklada stabilni distribuce sledovanych
latek v tkanich, které miize byt parufeno napf. v pfitomnosti extrahepatalni cholestazy nebo
cithézy, kde miize porudena hepatobilidrni bariéra umoZfiovat disacharidéim alternativni cestu
liniku z organismu (Pastor et al., 2000; Zuckerman et al,, 2004; Kalaitzakis et al., 2006).
..Hepatobiliami bariéra™ je pojem popisujici spojeni hepatocytd pomoci #ght junctions, jeZ
umozinje tok produkované #uéi bez jejtho navratu do krve a hraje vyznamnou roli pii
regulaci pohybu solutl, iontk a vody skrz paraceluldmni prostory mezi hepatocyty (Kojima et
al., 2003). Bylo zjiSténo, ?e vétiina jaternich chorob s vyvinutou chelestdzou je spojena
s poskozenfm této bariéry (napt. Pastor et al, 2000, Takalkuwa et al., 2002). Zde mie byt
ovlivnen vysledek zminSnych testl permeability stfevni sliznice. Vyznam bilidrni exkrece na
celkovou farmakokinetiku L-thamnosy a melibiosy, a tedy i na vysledky testd intestindlni
bariéry, v¥ak dosud neni zném. Zkoumani vlivu poskozeni hepatobilidrni bariéry na pronik

L-thamnosy a melibiosy do Zlugi bylo dal3im z cilil této disertadni prace.

3.4  Stanoveni protinidorového dcinku L-rhamnosy in vifro

Pro zhodnoceni potencidlniho protinadorového udinku L-thamnosy a ptipadné dalSich
vyhledové vybranych slouéenin bylo v rémei pfedkladané préace ticha zavést vhodnou metodu
in vitro. Spektrum metod pouzivanych pro posuzovani eytostatického &i cytotoxického nginku
tatek na butiky je velmi 3iroké. Vybrdno bylo studium inkorporace SH-thymidinu, které je
podle dostupnych 1daj z literatury citlivéj3im testem cytotoxicity ldtek s pfimym 0¢inkem na
DNA ne? nékteré jiné postupy — MTT, produkee '*CO;, stanoveni celkového buné&ného
proteinu (Romijn et al., 1988; Ebbehoj et Langkjer,1995). Zvlasté vhodné se jevilo pouZit
metodu sledovani ovlivngni poéateéni rychlosti biosyntézy DNA a proteind v buiikach
ascitickych forem mysich adenokarcinomil mlécné Zlazy v krétkodobych kulturdch in vizro.
Metoda byla ovéfena za poZiti modelovych cytostatik, mitoxantronu (MX) a doxocrubicinu
(DOX). Jejich mechanismus Gfinku spodivd mimo jiné pfedeviim v interkalaci DNA a
inhibici topoisomerasy II. ProtoZe byl u L-rhamnosy o&ekdvén jiny mechanizmus uginku nez
piimé poskozeni DNA, byla tato metoda doplnéna jedtd dalSimi zplsoby detekce

protinadorového u&inku {ovlivnéni proliferace, indukee apoptdzy).
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4. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem této disertaCni prace bylo studovat protinaddorovy uinek L-rhamnosy in vitro.
Pfedpokladem bylo zavést vhodné metody testovani protinddorového ucinku, konkrétné
systémy pro testovani inhibice biosyntézy DNA a proteini. Dal$im cilem bylo pfispét
k poznani chovini L-thamnosy v savéim organismu, a to zejména jeji farmakokinetiky a
biliarni exkrece.

Jako modelovd cytostatika pro zavedeni metody testujici inhibici pocateni rychlosti
biosyntézy DNA a bilkovin ir vitro byly vybrany mitoxantron a doxorubicin. Jejich dginek
byl provéfen in vitro na my$ich adenokarcinomech mlééné Zlazy: MC29 a ascitickém
Ehrlichové karcinomu. Diéle byl proveden pokus i# vive s mitoxanironem na MC29, novém a

dosud nedostate&n& charakterizovaném nadorovém modelu.

Pii studiu potencidlniho protinddorového finku L-thammosy bylo u bungk ascitického
Ehrlichova karcinomu, MC29 a lidské leukemie HL-60 sledovano ovlivnéni biosyntézy DNA
a bilkovin, ddle se pozornost zaméfila na ovlivnéni proliferace bungk HL-60 a znamky

indukee apoptozy. Usinek L-rhamnosy byl porovnavan s 2-deoxyglukosou.

Byla detailng zkoumsna fammakokinetika intravendzng podané L-rhamnosy samofné i
v kombinaci s melibiosou u potkanil. Zam#fili jsme se piedeviim na dosud nepopsanou
biliarni exkreci. ,,Dual sugar “ test s melibiosou a L-thammnosou byl ddle uZit pro hodnoceni
integrity hepatobilidrni bariéry u extrahepatlni cholestdzy, navozené podvazem ductus

choledochus.
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5. MATERIAL A METODY

51 Studium farmakokinetiky L-rhamnosy a integrity hepatobilidrni bariéry

Samci potkanii kmene Wistar byli rozdéleni de 3 skupin (n = 7 ve skuping): intakini (bez
zvlastni operaéni pripravy), skupina s imitovanou operaci a manipulaci #ugovodu (.sham™)
(24 h pred farmakokinetickou studii byla provedena preparace Zlufovodu bez kanylace a
ligatury) a skupina, u niZ byla 24 h pred farmakokinetickou studii provedena kanylace a
obstrukce ductus choledochus (BDO). Po této piipravé byl potkanim v intzktni skuping,
zvifatim po imitované operaci a zvifatim sobstrukci Zludovodu intravendzné poddn
jednordzovy bolus smé&si melibiosy a L-thamnosy (ob& 100 mgkg"). V éasovych intervalech
-5, 1, 10, 30, 60, 90, 120, 180 a 240 min byly odebirany vzorky krve, ve 30-minutovych
intervalech moc€ a Zlug.

Pro stanoveni sacharidi vysokotdinmou kapalinovou chromatografii (HPLC) byl uZit
systém Shimadzu (Japonske). Derivatizace byla provadéna pomoci FMOC-hydrazinu.
Separace probihala na anatytické kolon¥ Spherisorb ODSII (125 * 4 mm, 3 um, Waters)
opatfené predkolonou Cig (4 » 3,5 mm, Phenomenex). Keluci analyth byl uZit linearni
gradient smési acetonitril - voda. Excitaéni a emisni vinové déika fluorescenéniho detektoru
byla nastavena na 270 a 320 nm. Koncentrace kreatininu a bilirubinu (kenjugovaného a
celkového) a aktivity AST a ALT v plazmé byly mé&feny piistrojem Modular PP (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko).

Farmakokinetické parametry obou sacharidi podanych potkanim intravenézng jako
jednorazovy botus byly poditiny standardnimi nonkompartmentovymi technikami (Jacobs et
al., 2005).

5.2  Testovani protinddorového afinku zkoumanych litek

Jako nidorové modely byly pouZity: Adenokarcinom mlééné Zlazy MC29 (novy nadorovy
model, vznikly sponanné na mySich NMRI} a asciticky Ehrlichiiv tumor (ATE), oba
udrzované pravidelnymi transplantacemi na mySich samicich NMRI. Déle byla pouZita

bungéna linie lidské promyelocytarni leukemie HL-60.
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Pokusy studujici viiv cytostatika na inkorporaci radioaktivng znatenych prekurzori DNA a
bilkovin, [6-*H]thymidinu a [U-"*C]-aminokyselinové smési, byly provedeny dle Mika (Miko,
1979) s mendimi modifikacemi (Mattern, 1976). Pii , kinetickém® pfistupu byly hodooty IC,,
potitany jako koncenirace inhibitoru smiZujici pofateéni rychlost inkorporace na polovinu

kontroly. Pro vypodet poddteéni rychlosti inkorporace byl pouZit vztah (Mé&lka, 1980):

In [ﬂ&]_tnu)m ] A/
1

max

kde /, je intenzita nainkorporované znatky do makromolekulamni frakee precipitované kys.
trichloroctovou v fase ¢, J, intenzita inkorporované znatky v &ase 0, /. celkova aktivita
ptidané zna¢ky. Empiricka konstanta A je pfimo Gmérna podatetni rychlosti inkorporace
znacky, B je empir. konstanta zdvisla na rychlosti degradace makromolekulami frakce.
V drohém piistupu, ,jednobodovém™ byla ICsp vypoftena jako koncentrace inhibitoru,
sniZzyjici aktivitu tnkorporevanou do makromolekuldmi frakee po 120 min inkubace na
polovinu aktivity makromolekulami frakce po 120 min u kontroly (bez inhibitoru).

Obsah DNA  (fluorescence, propidiumjodid) v buiikdch byl analyzovan pomoci
pritokového cytometru {Coulter Epics XL, Hialeah, USA). Pro wéeni podifu bungk
v jednotlivych fézich byl analyzovan minimalni podet 5 000 bungk zkardého vzorku.
K vyhoednoceni byl pouZit software Multicycle AV.

Pii detekci 3t€ph laminu B byly builky HL-60 v poZadovanych Zasovych intervalech
lyzovéany a lyzaty byly pleneseny na polyakrylamidovy gel s dodecylsulfitemn sodnym.
Nasledovala elektroforéza, pieneseni proteinlt na polyvinylidenfluoridovou membranu a
zablokovani membrany. Poté byla provedena inkubace s primarnf (anti-lamin B-~Calbiochem,
Merck, Némecko) a sekundémi protilatkou konjugovanou s kenovou peroxidasou (Dako,
Dinsko). Vizualizace byla provedena detekénim kitem pro chemiluminiscenci (Boehringer
Ingelheim, Némecko).

V pokuse i vive, sledujicim G&inek MX podaného iv. (3, 6 a 9 mgkg') prvni den po
inokulaci ascitické formy nddoru MC29, byla u jedné skupiny zvifat sledovéna hmotnost
nadoru, u druhé pak pieZiti my$i. Pfi stanovovani hmotnosti nadoru byly my$i 10. den

usmrceny a zvaZeny pied a po vypuiténi nadorového ascitu. Z hodnot ascitokritu pak byla
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ziskdna hmotnost bun¥&né frakce ascitu. Pro vyhodnoceni pfeZiti mysi v pokusu in vive a

vypodet optimaini davky byl pouzit Coxtiv model propercionalnich rizik (Carter, 1982).
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6. VYSLEDKY

6.1 Studium farmakekinetiky melibiosy a L-rhamnosy a testovani integrity

hepatoceluldrni bariéry u potkana

Primarné sledovanym ukazatelem byl Easovy vyvoj koncentraci L-rhamnosy a melibiosy
vplazmé po jednordzovém iv. podani 100 mgke”' potkantim. Biexponencidlni pokles
plazmatickych koncentraci v &ase s pfechodem v 30 — 60 minuté sledovani odpovida
rychlému ukonéeni distribuce obou latek do tkani v prvni fazi a nasledné eliminaci v dal3i
fazi.

Porovnani hodnot clearance ukézalo vysokou pfevahu renalni exkrece obou latek. Pro
ozigjméni mechanismu renalni exkrece obou sacharidfi byly stanoveny poméry jejich
rendlnich clearance a clearance kreatininu, markeru glomerularni filtrace. Tyto dosahuji u
obou sacharidi hodnot pfiblizng 1, coZ potvrzuye glomeruldrni filtraci jako hlavni
mechanismus rendlni eliminace obou latek. U potkanh s obstrukei Zlugovodu byla celkova
clearance L-thamnosy mimé&, nevyznamné vy$i neZ u kontrolnich zvifat, coZ vyplyvd
z vyznamného zvyseni hodnot biliarni clearance ve srovnani s potkany po imitované operaci.
Podobné vystedky byly naméfeny i u melibiosy. Po obstrukei Zlufovych cest viak nebyla
pozorovana zména Zadného ze systémovych farmakokinetickych parametrii L-rhamnosy nebo
melibiosy.

U intaktnich {neoperovanych) potkand byla hlavni cestou eliminace obou cukril rendlni
exkrece, Citajici za 4 h 61,7 % (L-thamnosa) a 70,6 % (melibiosa) podané davky. Biliami
exkrece byla naproti tornu nizka, a to 0,40 % (L-thamnosa) a 0,06 % (melibiosa) aplikované
davky. V renalni ani bilidrni kumulativni exkreci obou latek nebyly mezi zvifaty po imitované
operaci a kontrolnimi zvifaty nalezeny v hodnocenych ¢asovych intervalech Zadné statisticky
vyznamné rozdily. U potkanti s obstrukei Zluovodu se v prvnich 60 minutdch pokusu
objevilo vyznamné zvySeni bilidmi exkrece obou sacharidi. Disledkem toho byly u potkan(
s obstrukei Zludovodu kumulativii bilidmi exkrece obou latek znaéng vy3si neZ u obou skupin
kontrolnich zvifat (obr. 1). Kumulativni renalni exkrece obou latek byla u potkanit s obstrukci
Zlufovodu nezménéna. Pomér kvantitativnich hodnot bilidmi exkrece melibiosy/L-rhamnosy,
indikujici paraceluldrni penmeabilitu, byl zvyden u zvifat s obstrukei ZluSovodu v pritbéha
prvnich &yf intervall odb&ru (bthem 120 min po podéni obou sacharidd) s naslednym

poklesem na areveri hodnot pozorovanych u kontroinich skupin (obr. 2). Kumulativai biliarnd
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exkrece proto vykazovaly zvy¥eni tohoto poméru béhem celého pokusu. Obstrukee Zlugovodu

viak nemifa vliv na pomér kumulativnich hodnot rendlni exkrece melibiosy a thammnosy.

Vzhledem k zvy¥enému poméru biliami exkrece melibiosy/L-rhamnosy bylo provedeno

porovnani pomérii plazmatickych/zludovych koncentraci L-thamnosy a melibiosy (obr. 3). V

ptipadé L-thamnosy nebyl u potkant s obstrukel Zlucovodu zaznamendn Zadny poktes tohoto

poméru, U melibiosy byl naproti tomu ve skuping s obstrukel Zlugovodu tento pomeér

v porovnani s intaktnimi a imitovan® operovanymi zvifaty vyrazné snizen.

L-rhamnosa - kumulativni BE

)

- SHAM
208 -+ BDO
H - INT
¥ 06
]
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L L N L
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Obr. 1 Kumaulativai bilidrni (BE) exkrece L-rhamnosy a melibiosy u intaktnich potkan® (INT), zvifat po
imitované operaci (SHAM) a potkantt s obstrukei Zlugovodu (BDQ). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér &+
smérodatmou odchylku a.l'i.Ul'L’PI'EﬂllIlérl] (n = 7 v kadé skupin&). Statisticky vyznamné odli#né od zvifat po

imitované operaci { p<0.01, " p<0.001).

Melibiosa/L-rhamnosa pomér BE
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Obr, 2 Pomér exkreci melibiosy 2 L-rhamnosy do Zlu&i (BE) 2 zmé&ny tohoto poméru pii korekei na
kumulativni hodnoty u intaktnich potkani (INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) a potkanii s obstrukei

Hudovodu (BDO). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér

v ka#dé skuping). Statisticky viznamné odlisné od zvifat po imitované operaci (p < 0.05, ™ p<0.001).

+ smérodatnon odchylku aritm. priméru (2 = 7
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Melibiosa - pomér plazmatickych
L-rhamnosa - pom&r plazmatickych a zlutovych koncentraci
a Hudovych koencenteaci
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Obr. 3 Poméry plazmatickfch a Zlufovych koncentraci L-rhamnosy a melibiosy un intakinich potkand
(INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) a potkenil s obstrukei Zludovodu (BDO). Hodnoty wvyjadfuji
aritmeticky primér = smérodatnou odehylku aritm. priméru (m = 7 v kaZdé skuping). Statisticky vyznamné
odlisné od zvifat po imitované cperaci (" p <0.01, " p < 0.001) pouze pro melibiosu.

62  Utinek modelovich cytostatik mitoxantronu a doxorubicinu na oviivnéni
syntézy DNA a bilkovin v ascitické formé mySich nidori MC29 a ATE

invitre

Cilem této &asti predkladané price bylo ovefit zavedenou metodu sledujici vliv
potencidlnich inhibitord na &asovy prabéh simultanni inkorporace [6-°H]-thymidinu a
L-[U-"*C]-aminokyselinové smési do bundk ascitickych forem dvou mysich karcinomd,
MC29 a ATE, udriovanych v kritkodobych suspenznich kulturach in vitro. Tab. T pfehlednd
shrnuje porovndni dvou riznych postupd (,kinetického™ a ,jednebodového™) pii vypoitu
hodnot ICs, pro suspenze obou experimentdlnich nadord v pfitomnosti modelovych cytostatik
MX nebo DOX.

V piitomnosti MX doslo k vyznamné inhibici inkorporace *H-thymidinu i L-[U-"C}
aminokyselinové smési, vpiipad® DOX byla efektné tlumena pouze inkorporace
*H-thymidinu. Vedle poklesu konstant 4 ze vztahu /1/ a tedy i poéateénich rychlosti
inkorporace znafek je ve véi§ing piipadi ziejmy i soulasny vzestup hodnot rychlosti
degradace makromolekularni frakee (konstanta B) a tedy i pokles poméri 4/ B se stoupajici

koncentraci cytostatika.

Pro doplngni poznatkii o vlastnostech nového nddorovéhe modelu MC29 byl proveden
pokus in vivo, sledugici vliv MX v davkach 3, 6 a 9 mg.kg'l na hmotnost tohoto nddoru a

pieZiti mydi s inokulovanym nddorem MC29. Ovlivnéni hmotnosti nddoru MC29 (resp.
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bungéné frakce jeho ascitické formy) uZitymi davkami mitoxantronu, zjidfované 10. den po
inokulaci nadoru, je statisticky vyznamné, se stoupajici davkou MX uéinek roste prakticky
linedrnd. Po vyhodnoceni pieiti metodou podle Catera (Carter, 1982) byla zji$téna optimalni

davka MX x, = 4,726 mgkg™, tedy 14,2 mg.m?, jako davka, ktera odpovidéd nejniZ$imu

riziku smrti.

nidor | inhibitor | prekurzor ICso {1) (pmolI") ICs(2) (ol Iy

MC28 | MX *H-thymidin 15,91 16,69
L-[U-"C]-aminckyselinova | 36,26 41,07
smes

ATE | MX *H-thymidin 28,79 23,41
L-[U-¥CJ-aminokyselinova | 77.84 75,34
smés

MC29 | DOX *H-thymidin 16.01 9,64
L-[U-"Cl-aminokyselinova | inhibice nebyla inhibice nebyla
smés prokazana prokdzana

ATE | DOX H-thymidin 22,91 16,80
L-[U-""C}-aminokyselinové inhibice nebyla inhibice nebyla
smés prokézana prokazana

Tab. 1 Hodnoty ¥C50 mitoxantronu a doxorubicinu u kratkodobych kultur ascitickych forem naderi
MC29 a ATE in vitro, pro inkorporzce “H-thymidinu a [U-"C}-aminokyselinové smisi. 1Cso{l) =
koncentrace inhibitorn, sniZujici poatecni rychlost inkorporace zmatky na polovinu podatetni rychlost:
inkorporace u kentroly (bez inhibitoru) - kineticky pHstup®. ICso(2) = koncentrace inhibitoru, sniZujici aktivita
inkorporovancu do makromolekulami frakce po 120 min inkubace na polovinu aktivity maloomeolekuldrni
frakee po 120 min u kontrely (bez inhibitory) - . jednobodovy pfistup™.

6.3  Protinidoreva Géinnost L-rhamnosy v porovnini s 2-deoxyglukosou

V ptitomnosti 2-DG doslo vrozmezi koneentraci 0 — 20 mmoLl" kvyznamné inhibici
inkorporace [6-H]-thymidinu i L-[U-"*CJ-aminokyselinové smési do bunék nadorit ATE a
MC29. U linie HL-60 byla hodnocena pouze inkorporace znadeného thymidinu, kde byla

rovnéZ pozorovéna inhibice (tab. 2). U L-thamnosy naopak nebyla zaznamenéna statisticky
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vyznamna inhibice ani [6-"H]-thymidinu ani L-[U-"*C]-aminokyselinové smisi u Zadného
z nadortl, s jedinou vyjimkou, a to inkorperace *H-thymidinu do ATE, kde pii 20 mmol.1™
hodnota pocatecni rychlosti inkorporace dosdhla 68,4 % kontroly.

2-deoxyglukosa — ICso (mmoi1”)

Nador [6-"H]-thymidin L-[U-"C]-AK. smés
ATE 1,87 3,64

MC29 3,67 3,54

HL-60 193 .

Tah.2 Hodnoty ICs, 2-deoxyglukosy, mmol]? (koncentrace 2-DG, snifujici poldtent rychlost inkerporace
matky na polovinu poddtedni rychlosti inkorporace u kontroly bez inhibitorn —  kineticky pfistup™ pro
inkorporac [6-H]-thymidinu i L-[U-"*C]-aminokyselinové smési do bunék nadortt ATE, MC29 a HL-60.

Pfi sledovani vlivu obou deoxysacharidti na proliferaci bungk HL-60 doslo u 2-DG jiZ pii
koncentraci 0,5 mmolI! ke snifeni proliferace (analyzované jako pofet viabilnich bunik)
v porovnani s kontrolnimi buitkami. Koncentrace 2-DG 2 —16 mmol.I”" kompletng inhibovaly
bun&énou proliferaci (obr. 4). V ptitomnosti L-rhamnosy v koncentracich 0,125 — 32 mmol.I”!
nebylo zaznamendno Zadné vyznamné ovlivnéni poctu viabilnich bun&k v porovnani
s kontrolou (obr. 4). Inhibice proliferace v piitomnosti 2-DG byla konceniradng zavisla a byla
zaznamendna pii koncentracich nad 0,5 mmol 1" po inkubaci 48 h a delsi.

Po 24-hodinové inkubaci bungk HL-60 s 2-DG o koncentraci 5 mmoll’ dochazelo
k zastavé bun&fného cyklu ve fizi G;. Podil bungk v § fazi Klesl z 50 % (kontroly) na
38 %, podil bungk v Gy/M fazi z 12 % na 8§ % (obr. 5A). P hodnoceni 72 h od zadatku
inkubace s 2-DG (obr. 3B} byl zachycen sub-G-peak, ukazujici na apoptdzu (29 % bungk).
V priib&hu apoptdzy je jadernd DNA §tépena na kratdi internukleosomalni sekvence a vznikaji
kritké Stépy DNA, je? ndsledné z bunik unikaji. Apoptotické buiiky tak maji nizsi obsah
DNA nez normdlni buiiky v G, fazi bunéfného cyklu. L-Rhamnosa ve stejné koncentraci
(5 mmeol.I™") neoviivnila rozloZeni bunék ve fazich bun&ného cyklu a neindukovala apoptdza.

Tyto vysledky potvrzuje 1 detekee §t&peni [aminu B. Fragmenty tohoto proteinu vnitini
jaderné membrany se objevuji v priibéhu apoptozy. Zjistili jsme, ¥e zatimeo v pfitomnosti
2-DG se §tépy laminu B v bwikach HL-60 objevuji, nejsou po inkubaci s L-thamnosou

detckovatelne.
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Obr. 4 Utinek 2-DG (levy graf) a L-rhamnosy na proliferaci bunék HL-60.

HL-60 byly vystaveny L-thamnose nebo 2-DG v koncentracich od 0,123 mmoll" do 32 resp. 16 mmol I,
v plném kultivaénim mediu. Body vyznaduji primér trech experimentédinich hodnot = 3D,

A . rontrola

» L-rhamnosa ., 2-DG

——- potet bundk ___wm_ potet bunék

Obr. 5 Ufinek L-rhamnosy a 2-DG na rozloZeni bun&éného cyldu a indukci apoptézy. Buiiky HL-60 byly
inkubovany s L-rhamnoson nebo 2-DG ¢ koncentraci 3 mmol.I! po dobu 24 & (A) a 72 h (B}, Obsah DNA byl
mafen flow-cytometricky. 2-DG indukovala blok bunééného cyklu ve fazi G1 a naslednou apoptozu. Apoptdza
byla detekovana jako subGl-peak, tom. niZdi obsah DNA neZ v normalnich butikach v G1 fézi.
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7. DISKUSE

7.1 Farmakokinetika L-rhamnosy a testy permeability bariér

Jednim zc¢ild nadi farmakokinetické studie bylo ozfejmit detailni farmakokinetiku
L-thamnosy se zvla$tnim zaméfenim na dosud nepopsanou bilidrni exkreci. Renaini exkrece
L-~thamnosy zjisténa v této studii koresponduje s hodnotamni v literatufe (Hallemeesch et al.,
2000; Krecic et al., 2003). Mozny vliv ostatnich cest, jako jsou pfemény na potenciilni
metabolity — rhamnitol nebo rhamnonovou kyselinu, vyZzaduji v budoucnosti dali studie. Pro
testovani permeability bariér viak nejsou podstatné. Tato price poprvé ve svitové literatufe
kvantifikuje biliarni exkreci L-rhamnosy a melibiosy u potkanii a ukazuje, Ze tato cesta hraje
jen velmi malou roli v celkovém obratu obou latek. Aviak pomér koncentraci L-rhamnosy
v plazmé a #ludi mimé vy3§i nez 1 ukazuje, Ze rychla pasivni difiize tohoto deoxysacharidu
skrz hepatocyty (rychlé vyrovnani koncentraci ve Zluci a plazmé) je velmi podobnad situaci u
enterocytil.

Detailni farmakokineticka studie intravendzng podané L-rhamnosy a melibiosy ukazala, Ze
bilidrni exkrece obou sacharidd byla u potkani s obsirukei Zludovodu zvySena v pritbéhu
prvnich 60 minut po podéni v porovidni se zvifaty po imitované operaci a intaktnimi jedinci.
Nartist byl vy38i u melibiosy. Disledkem toho bylo zvyfeni poméru melibiosa/l.-thamnosa
potitaného z hodnot Zlugoveé exkrece u potkant s obstrukei Zlutovodu béhem polétetnich
120 minut. Kumulativni hodnoty tohoto pom&ru byly zvySeny po celou dobu experimentu.
Bilidrni exkrece téchto sacharidd je v porovnani s jejich rendlni exkreci tak nizké, Ze exkrece
obou sacharidd ledvinami ani jeji kumulativni hodnoty nebyly ovlivnény cholestazou. Z toho
vyplyva, #e piitomna cholestiza by neméla ovliviovat vysledky hodnoceni permeability
stievni sliznice pomoci ,dual sugar " testu.

Pii pouiti , dual sugar® testu pro zjisfovéni integrity intestinakni bariéty se predpokiadd, ze
L-thamnosa prochdzi skrz bariéry nezprostfedkovanou transcelulamni difizi, zatimco
melibiosa penctruje selektivné paracelularnimi spojenimi (Bjammason et al., 1995). Vysledky
nadi studie souhlasné s t¥mito pfedpoklady ukazuji, Ze distribuéni objem
L-thamnosy koresponduje s mmoZstvim celkové télesné tekutiny potkana uvadéné béiné
v literatuie, coZ potvrzuje schopnost L-rthamnosy pronikat transcelularng. Melibiosa, soudé

podle jejiho distribuéniho objemu, zstiva v extracelularmnim prostoru. Pozorované zvySent
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bilizmi exkrece pfedeviim melibiosy u potkan( sobstrukei Zlucovodu bylo spojeno
s vzristem poméru melibiosa/L-thamnosa ve vzorcich Zluéi sbiranych v pribéhn prvnich
120 minut po i.v. podini obou sacharidi, Tato data jsou v souladu se zvyenou paraceluldrni
permeabilitou ve studiich s kfenovou peroxidasou, aviak v piedkladané praci je tato detailni
informace poprvé zjifténa u 24-hodinové obstrukee Zludovodu, bEiné uZivaného modelu
akutni cholestdzy. “Dual sugar®™ test tedy miZe slovZit jako indikator paraceluldrni
permeability v transportu latek mezi Zluéf a krvi. Agkoli kmulativni data ukazuji, Ze se do
3ludi vyluduje jen velmi mala E4st podané L-rhamnosy, mohla by tato deoxyhexosa byt diky
rychiému vyrovnani jefich koncentraci v plazmé a #luéi zajimava jako marker biliarni exkrece

pii studiu rzaych xenobiotik.

7.2 Utinek modelovieh cytostatik mitoxantronu a doxorubicinu na ovlivnéni

syntézy NA a bilkovin v ascitické formé mysich sadori MC29 a ATE in vitro

Metody zji§tujici vliv zkoumané latky na syntézu NA, piipadné 1 biltkovin, jsou soucasti
standardnfho repertodru postupti pfi screeningu i studiu mechanismu protinddorového tidinku
in vitro. Ukolem této ¢asti disertaéni prace bylo charakierizovat modely kratkodobych kultur
ascitickych forem my3ich adenokarcinomi miééné 2lazy ATE a MC29 jako jeden z krokfi pfi
zavadéni metody pro testovani potencidlng protinddorovych latek, mezi n&Z mohou patfit i
vybrané deoxysacharidy. Spontami karcinom MC29, syngenni u my$i NMRL je navic novym
nadorem s dosud neupfesnénou chemosenzitivitow. Pro tuto prvni fézi zavadéni metodiky byla
vybréna modelové cytostatika mitoxantron a doxorubicin, u nichZ je znm pifmy ufinek na
syntézu nukleovych kyselin, pfip. i bilkovin.

Metoda pribZného stedovani aktivity makromolekuldmi frakee precipitovatelné kyselinou
trichloroctovou uZitd v tto praci umoZiiuje v porovnani s ,jednobodovym™ postupem b&Zng
uzivanym v pfevazné vétSing studii sledovat Zasovy priibéh inkorporace. Vyhodou zjifténé
funkéni zdvislosti je navic i jeji vyuZitelnost u obtizné hodnotitelnych vysledkt, zatiZenych
vysokym rozptylem. Pro porovnani byly v této praci z nam&fenych aktivit provedeny vypocty
ICso jednak jako koncentrace inhibitoru sniZujici podétetni rychiost inkorporace znatky na
polovinu podatetni rychlosti inkorporace u kontroly, jednak bé&nd uZivanym
sjednobodovym® zpiisobem, tedy jako koncentrace inhibitors, sniZfujici aktivitu

inkorporovanou do makromolekulami frakce po 120 min inkubace na polovinu aktivit
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srovnatelné kontroly. Zejména u MX jsou hodnoty ICse ziskané obfma postupy velmi
podobné.

Z vysledki ziskanych pii zavadéni metody vyplyva, Ze karcinom MC29 vykazuje v piipads
DOX i MX ponékud miz3i hodnoty 1C,, pro pofateéni rychlost syntézy DNA nez ATE.
Senzitivita obou pouzitych naddorovych modeld je viak podobna a 1ze ji zhruba srovnat napf.
$ Yoshidovym ascitickym retikulosarkomem (M&lka et Niang, 1996). Buiiky ascitické formy
nového modelového nadoru MC29 tedy mohou slouZit vedle ATE jako dalii vhodny model
v kratkodobych kulturach i vitro pro porovndvani UIdinnosti novych potencidlnich
protinddorovych latek s pfedpokladanym interkalaénim mechanismem ééinku &i pravdépo-
dobné i daldimi mechanismy inhibice biosyntézy DNA.

U obou pouZitych adenokarcinomil mlééné Zlazy vykazuje MX lehce vy3Si hodnoty IC,,
pro inkorporaci [6-"Hjthymidinu nez DOX. Navic byla, ve shodg s literdrnimi idaji (Safa et
al.,1984) v pritomnosti MX zaznamenana znadnd inhibice inkorporace [U-'*C]-aminokyse-
linové smési. U DOX nase vysledky ukazuji poméme slabou primémi inhibici proteosyntézy,
coZ také potvrzuji dostupné studie (Israel et al., 1987; Schafer <t al., 1988).

Pokus i vivo hodnotici vliv modelového cytostatika MX na nador MC29 byl proveden pro
potvrzeni vysledkit ziskanych u tohoto nového nadorového modelu in vifro. Sledovand byla
jednak hmotost bunééné frakee ascitického nadoruy, jednak peZiti 1étenych my$i. Vysledkem
byly jednoznatny prikaz uéinnosti MX u MC29 in vivo a stanoveni optimalni davky
s nejvy&sim terapeutickym benefitern pro pfeZiti. Zjistili jsme, Ze tento novy nadorovy model,

syngenni na mysich NMRI, je vhodnym modelem pro testovani G¢innosti cytostatik in vive.

7.3 Utinek L-rhamnosy in vitro v porovnini s 2-deoxy-D-glukosou

Vtéto &asti prace byl porovndn protinadorovy d&inek dvou deoxyhexos: 2DG a
L-thamnosy. Jako nddorové modely byly pouzity buriky mySich nddori ATE, MC25 a lidské
leakemie HL-60. 2-DG snizovala pocatecni rychlost syntézy DNA a proteind u ATE a MC29
a syntézy DNA u HL-60 (zde jsou dle odekavani hodnoty ICso pongkud vyssi, pravdépodobné
v souvislosti s chyb&nim p53). L-rhamnosa vykazovala pouze velmi stabou inhibici syntézy
DNA u ATE Zddné statisticky vyznamné ovlivnéni proteosyntézy. Prokdzali jsme take, Ze
2-DG inhibuje bun&énou proliferaci, zastavuje bundény cyklus v G, fazi a indukuje apoptozu

u bundk HL-60, zatimco u L-rhamnosy Zadny ztchto efektit neni patmy. Ufinek
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2-DG na nadorové bunky viak zfejmé nespodivé v primdrnim poskozeni DNA. Pro to sv&déi
fakt, #e¢ 2-DG, na rozdil faktortt pfimo pokozujicich DNA (napf. Masekova et al., 2000,
Vavrova et al., 2004a, b) u linie HL-60 neplsobi zastaveni cyklu ve fazi Go/M s néslednou
indukei apoptézy. Tento zavér je v souladu s vysledky Afta a kol. (2002) a s pfedpokladanym
mechanismem protinadorového udinku 2-DG, tedy inhibici glykelyzy a z toho vyplyvajic
energetickou depleci, projevujici se zvlast® u nddorovych bungk. Dalsim potvrzenim tohoto
zAvéry miZe byt i pozorovani, ¥ pfi nafem studiu vliva 2-DG na syntézu DNA a bilkovin
nedochazelo, na rozdil od MX a DOX, pfi zvyiovani koncentrace ldtky ke zvySovani
empirické konstanty zna&ici degradaci sledovanych makromolekul (Métka, 1930).

V koncentracich do 20 (piip. 32} mmoll” tedy nebyl nalezen ani cytotoxicky ani
cytostaticky Tinek L-thamnosy na pouité nadorové modely in vitro. Na zdkladé naSich
vysledki je velmi pravdépodobné, ¥e L-rhamnosa nezasahuje do energetického metabolismu
jako 2-DG. Vzhledem k hypotetickym analogiim L-thamnosy s L-fikosou by viak bylo tfeba
prozkoumat ptipadoy potencidl L-rhamnosy na vhodnych modelech in vivo, v kontextu

nadorové choroby.
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