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1. PREDMLUVA

Kazdy den na svété umira asi 20 000 lidi v dasledku onemocnéni zhoubnym
padorem. Znaéné &asti z nich by bylo moZno pfedejit — tak se kupfikladu odhaduje, Ze
v pritbéhu dvacatého stoleti zptisobily zhoubné nadory vzniklé v souvislosti s koufenim
smrt asi 100 miliont lidi, pro 21. stoleti se pfedpoklada jedna miliarda (WHO, 2008).
Atkoliv intenzivni vyzkum v poslednich desetiletich pfinesl sniZzeni smrinosti Cetnych
druhti nadort, stale umird kazdy paty obdan Ceské republiky na nasledky malignich
nadorovych onemocnéni (SVOD, 2008). Navic incidence i letalita n€kterych z nich, a to
{ t¥ch, jez postihuji mladsi vékové kategorie, v primyslovych zemich stale stoupa. Jsou
to zhoubné nadory pevazné bez znamé moznosti prevence, jako napf. non-hodgkinské
lymfomy, zhoubné novotvary mozku & karcinomy varlat a $titné Zlazy (Zeeb et
Blettner, 2004; Van der Horst, 2006; SVOD, 2008).

Moznosti 1é¢by velké vétSiny nadorovych onemocnéni jsou v porovnéni s jinymi
obory mediciny stile velmi nedostatedné. Vedle chirurgické 1écby, radiotarapie,
imunoterapie, rozvijejici se genové terapie atd. md dosud velmi vyznamné postaveni
chemoterapie, i kdyZ podet latek zavad&nych nové do onkologické praxe od 70. let,
kterd byla charakterizovana ¢asto az nekritickym nadSenim, postupné ubyva. Pfesto
viak ma chemoterapie zhoubnych nadorl, zejména jako souldst multimoddlnich
légebnych postupt, nadale rozvojovy potencidl. Zvlasté nadéjné se nyni navic zdaji
cesty cileného ovlivnéni molekuldrnich mechanismu karcinogeneze.

Kazdy rok je registrovano pfiblizné 15 000 novych syntetickych latek a 400 extraktd
piirodnich substanci s potencidlné protinddorovym ucinkem (Klener, 1996). Vyvoj
vét§iny z nich se viak zastavi v ramci orientaniho vybéru in vifro a dile pi1 prvotnim
screeningu in vivo, velka &ast zbylych latkovych ,kandidati™ pak odpada pfi hledani
vhodné 1ékové formy, pfi farmakologickych a toxikologickych preklinickych studiich.
Cilem netnavné &innosti chemikd a experimentilnich onkologti je tedy nejen nalézt
slibnou latku, ale také spravné otestovat jeji ufinek a daldi vlastnosti se zietelem na

rychlost a ekonominost postupi a omezeni nepfili§ vitanych manipulaci s pokusnymi



Cilem predkladané préce bylo prozkoumat potencidlni protinddorovy ucinek
deoxycukria. U 2-deoxy-D-glukosy je tento G€inck zndm, v éto praci byla vénovana
pozornost jiné deoxyhexose - L-rhamnose, jejiz pfipadny u&inek v této oblasti dosud
nebyl osvetlen. Nejprve byla prostudovéana jeji farmakokinetika, zejména bilidrni
exkrece. Zasadni podminkou této studie byla také S4st metodicks, tedy modifikace a
zavedeni citlivé metody detekce monosacharidi pomoci vysokotginné kapalinové
chromatografie. Pro posouzeni protinddorového adinku bylo tieba vybrat a oveit
vhodnou testovaci metodu. Volba padla na ovlivnéni biosyntézy nukleovych kyselin a
proteinil sledovanim inkorporace radioaktivné znagenych prekurzord v kratkodobych
kulturach nadorovych bunék in viro. Jako nédorové modely byl pouZit asciticky
Ehrlichtiv nador a dale dosud netestovany adenokarcinom miécné zlazy MC29, ktery
vznikl spontidnné u mysi linie NMRI, pouZité i v této praci, a mohl by tak byt velmi
vhodnym modelem nadorové choroby. Jako latky, u kterych je protinddorovy efekt
prokéazan a jsou zavedeny do klinické praxe, byly zvoleny mitoxantron a doxorubicin.

Ovéfena metoda pak byla aplikovana pro testovani 2-deoxy-D-glukosy a L-rhamnosy
s ohledem na jejich protinddorovy u¢inek. Navic byla pfibrana jesté lidsk4 nadorova
linie HL-60 pro sledovani ovlivnéni proliferace a indukce apoptozy.

Pokud se autorovi podafilo Etenafe piesvédgit, Ze zdanliva heterogenita této prace ve
skuteCnosti umoznila pfipravit pole pro dikladné studium vybranych deoxysacharidi,
této neobyCejné zajimavé a moznd dosti perspektivni skupiny latek, je jiZ toto pro ngj

velkym zadostiu¢inénim.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Protinddorovy fi¢inek nesubstituovanych deoxyhexos — 2-deoxy-1-glukosy a

E-fukosy

VyuZiti deoxymonosacharidd k 168b& zhoubnych nadorii bylo a je pfedmétem zdjmu
Getnych védeckych tymi. Z nesubstituovanych deoxyhexos byla dosud vénovana
pozornost zejména 2-deoxy-D-glukose a L-fukose.

2-Deoxy-D-glukosa (méné spravné nazyvana také 2-deoxy-D-arabino-hexosa), 2-
DG, je analog D-glukosy, uméle pfipravovany z D-glukosy, D-mannosy, D-glukonové
kyseliny,

D-arabinosy, chitinu ¢i jeho derivati (Bergmann et al., 1922; Arita et al., 1972;
Monneret et Choay, 1981). Jeji G&inek spoéiva v inhibici glukosafosfatisomerasy
(fosfohexosaisomerasy) (Sols er Crane, 1954; Tower, 1958) v prvni reakei glykolyzy.
Vzhledem k tomu, Ze nadorové bufiky, patrné v dasledku niZs$i vaskularizace a tedy
saturace kyslikem, vykazuj{ vySsi intenzitu anaerobni glykolyzy a tudiz depleci ATP
(Karczmar et al.,1992; Yamada et al.,1999), se 2-DG stala nadéjnym kandiddtem na
protinadorové U¢innou latku. Skutedn& byl potvrzen inhibi¢ni efekt 2-DG nejen u
nadorovych bun&énych linif in virre (Zhu et al.,, 2005) ale i in vivo, napi. na rist
potkaniho fibrosarkomu (Kern 1987) a hepatocelularniho karcinomu (Cay et al., 1992).
Inhibice glykolyzy a =ztoho vyplyvajici deplece ATP spoustji apoptoticky
mechanismus bun&éné smrti. V ném se tcastni inhibice fosfatidylinositol-3-kinasy/Akt
signalni drahy (Tzatsos et Tschichlis, 2007), zvySena tvorba reaktivnich forem kysliku,
interference s drahami MAPK a stabilizace p53 (Moley et Mueckler, 2000). Ve shodé
s témito znamymi mechanismy dokazal 1 Aft a kol. (2002), Zze 2-DG indukuje bunéénou

smrt cestou apoptozy.
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Obr. 1 2-deoxy-D-glukosa



Nadé&jna by mohla byt pak zvlasté kombinace 2-DG s cytostatiky in vitro (Yamada et
al., 1999; Kaplan et al., 1990) i in vivo, kdy napf. Mashek a kol. (2004) zaznamenali
vliv kombinace 2-DG s doxorubicinem & paklitaxelem na sniZeni ristu objemu
xenotransplantati lidskych nadord u mysi. ZvIaste citlivé jsou hypoxické nadorové
butiky (Maher et al., 2003). BohuZel se¢ viak ukdzalo, Ze 2-DG indukuje expresi
glykoproteinu P, produktu genu MDR-1, a miZe tak zvySovat chemorezistenci (Ledoux
et al.,, 2003). Tento efekt by mohl byt limitujici pfi pouiti 2-DG v 1é&b& zhoubnych
nadortt a pfevazit tak i pravdépodobny inhibiéni vliv 2-DG na funkci P-glykoproteinové
pumpy, jeZ je zavisla na ATP (Sauna et al., 2001).

Z hlediska protinadorového 1¢inku by mohla byt zajimavé i pfibuzna 6-deoxy-D-
glukosa, ktera je inhibitorem hexokinasy (Yeung et al., 2003). Jeji efekt na nadorové

buriky dosud nebyl dostate¢né studovan.

L-fukosa (6-deoxy-L-galaktosa) je jedind endogenni deoxyhexosa v lidském
organismu. Jeji aktivovana forma, GDP-fukosa, uZivana na tvorbu fukosylovanych
oligosacharidovych fetézcl, je v lidském organizmu syntetizoviana budto de nove
z GDP-mannosy, nebo cestou tzv. ,salvage pathway*. Pfi ni je volnd fukosa
z potravnich zdroj, jeZ do bun€k pronika cestou usnadnéné difiize specifickou pro
fukosu, fosforylovana fukokinasou na fukosa-1-fosfat, ktery je dale konvertovan
pomoci GDP-fukosapyrofosforylasy na GDP-fukosu (Becker et Lowe, 2003).
Katabolismus L-fukosy u ¢lovéka dosud nenif podrobné znam. Po intravendznim poddni
L-[1-**CJfukosy pacientim bylo 39 % radioaktivity vyloudeno ve formé '*CO, {Segal et
Topper, 1960). U potkani bylo po i p. podani takto vylougeno pouze 1,6 % (Bekesi et
Winzler, 1967). Po intraperitonedlnim podani volné L-fukosy my$im v davce
200 mg kg nebyla zaznamendna zvyiena tvorba glykogenu (Shull et Miller, 1960), coz
znamend, Ze u nich L-fukosa neni St€pena na tf{uhlikaté meziprodukty gylokolyzy.
Naproti tomu byla v pokusech in vitro s extrakty prase¢ich hepatocyti zaznamenana
pfeména 1 mol L-fukosy na 2 mol L-laktitu (Chan et al., 1979). Z velké &4sti se

L-fukosa u savel vyluduje v nezménéné formé do moéi (Coffey et al., 1964).

Na pielomu 60. a 70. let 20. stoleti popsala skupina americkych autord v fadé praci
inhibiéni efekt intravendzné podané L-fukosy na velikost solidniho adenokarcinomu
mlécné Zlazy u potkanti in vive (Rosato et al., 1972; Wolfe et al., 1971: Seltzer ét al.,
1969; Mullen et al., 1973). Soucasné tito autofi pozorovali inhibiéni G¢inek L-fukosy
na rist nadorovych bunck in vitro (Roseman et al., 1971; Wolfe et al., 1970). Od té doby



nebyl ti¢inck samotné L-fukosy na experimentalnich nddory in vivo nebo jejich linie in
vitro potvrzen. Objevily se viak zpravy, Ze L-fukosa indukuje cytotoxickou aktivitu
perifernich lymfocytl. Pfi hled4ni mechanismu tohoto €inku bylo zjisténo, Ze dochdzi
k jistému zvydeni produkce interleukinu 2 a TNF-a (Stafikova, 1992). U karcinomu plic
I.-1 rostouciho na mydich BALB/c bylo navic zisténo, Ze L-fukosa mlZe pisobit

antimetastaticky (Rozskowski et al., 1989).
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Obr. 2 L-Fukosa

Je znamo, e L-fukosa hraje vyznamnou roli v patogenezi malignich nadort. Jednim
z pozorovanych jevii u malignit je napf. ztrita exprese antigenii krevnich skupin A a B
se soudasnym zvydenim exprese antigentt H a Lewis” u nadori, souvisejici s jejich
zhor§enou prognézou. Podobny dopad mé i zvySend tvorba fukosylovanych epitopt
sialyl-Lewis® a sialyl-Lewis®, slouZicich jako ligandy pro selektin. Tim by mohla byt
usnadnéna vazba hematogenné metastazujicich nadorovych bungk na selektiny E a P

exprimované endoteliemi (Kim et Varki, 1997; Becker et Lowe, 2003).
2.2. L-Rhamnosa — vyskyt a vliastnosti

L-Fukose je chemicky p¥ibuzna dali deoxyhexosa — L-rhamnosa, 6-deoxy-L-
mannosa, L-mannomethylosa, isodulcit, (2R,3R,4R,5R,68)-6-methyloxan-2,3,4,5-tetrol,
kierd je hojné syntetizovana v bakteriich a v rostlinnych buiikdch, nikoli vSak
v Zivodisnych. Izolace byla popsana Clarkem (1919), a to z kiiry dubu oznaCovaného
jako ,,black oak®, coz miZe byt Quercus velutina Lam. nebo Q. kelloggii Newberry.
Dile byla L-rhamnosa izolovéna napt. z glykosidt kumpy jedovaté [Toxicodendron
vernix (L.) Kuntze, syn. Rhus vernix L.], fefetlaku polistivého (Rhamnus cathartica L.)
& krudiny oldové (Rhamnus frangula L., syn. Frangula alnus Mill.). Od rodu Rhamnus

L. ziskala tato deoxyhexosa také své jméno. V Rhamnaceae se L-rhamnosa vyskytuje
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zejména jako soucast anthraglykosidi (tzv. laxativnich anthranoidi), jejichz
nejzndméj$im zastupcem je glukofrangulin A, L-Rhamnosa je mimoto soudsti
rhamnogalakturonant, pektickych polysacharidi bunééné stény rostlin (Ridley et al.,
2001), dale néekterych rostlinnych glykoproteint (Haruko et Haruko, 1999),
arabinogalaktanovych proteintt (Pellerin et al., 1995) a riiznych sekundarnich metaboliti
obsaZenych v mnohych rostlindch. K nim patf napt. sladky rebaudiosid C ze Stevia
rebaudiana Bert. (Sakamoto et al., 1977), kardioglykosid strophanthin (ouabain) ze
Strophanthus DC., dale rutin, quercitrin, naringin a neohesperidin (Bar-Peled et al.,
1991), ale 1 diterpenové glykosidy v tabaku (Nicotiana tabacum L.) (Shinozaki et al.,
1996), polysacharidy v arabské gumé z Acacia senegal (L.)Willd. a A. seyal Del. &
glykoalkaloid

o-solanin v lilkovitych (Solanaceae). Z ndkterych vySe uvedenych rostlinnych, ale i
dalsich zdroj (napf. bakterialniho polysacharidu S60) se L-rhamnosa pomérné snadno
ziskdvad enzymatickou nebo kyselou hydrolyzou a lze ji oznalit za nejdostupngjsi
6-deoxymonosacharid (Mixich et al., 1992). Vyznam L-rhamnosy jako slozky stény
bakteridlni buriky a jeji syntézu v bakteriich podrobné popsali Salton (1960) a Giraud et
Naismith (2000). Narozdil od L-izomeru rhamnosy je D-rhamnosa v pfrodé velmi
vzacna. Nalezena byla pouze ve vnéj§i membrang nékterych bakterii, napt.

Pseudomonas aeruginosa (Webb et al., 2004).

WA
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Obr. 3 L-rhamnosa

L-Rhamnosa je bily krystalicky prések tajici pfi 82 — 92 °C (o-anomer), pfip.
122 — 126 °C (B-anomer). Z vodného roztoku L-rhamnosa krystaluje jako o-forma, a to
vidy jako monohydrat (holoedrické ty€ky). Pfi zahfivani dochézi ke ztratd krystalové
vody a CasteCné pfeméné na B-formu, tato vSak na vlhkém vzduchu opét prechdzi

v krystaly o-anomeru. Monohydrat L-rthamnosy je dobfe rozpustny ve vodé (0,3 g
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v 1 ml, 20 °C), héife v ethanolu. Vodny roztok oformy vykazuje mutarotaci [0)*% —
7.7° - + 8,9°. o-Anomer ma vyrazné sladkou chut,, jeho sladivost je vSak niz8i neZ u

sacharosy (Hudson et Yanovsky, 1917; Budavari et al., 1996).

2.3. Metabolismus, protinadorovy efekt a Kkinetika L-rhamnosy v savéim

organismu a testy permeability bariér

Pro piipadné podani L-thamnosy je dileZitd diikladna znalost jejiho chovani v sav&im
organismu. O metabolismu L-rhamnosy u Zivo€ichtl je dosud zndmo pomé&mé malo. Do
bungk pronika nezprostfedkovanou difiizi (Bjarnason et al., 1995), jevi kni afinitu
nékteré  enzymy, napt. jatemi  aldosadehydogenasa, jez je  podobna
galaktosadehydrogenase (Cuatrccasas et Segal, 1966} a je také pravdépodobné ve
vyznamné mife redukovdna pa rhammnitol (viz niZe). Je tedy moZné, Ze tento
deoxysacharid miZe vstupovat do n&kterych metabolickych drah, ackoli asi nemiZe byt
energeticky utilizovéan (Eagle et al., 1958). Vzhledem k tomu, Zze miZe slouZit jako
substrat L-fukokinasy (Ishihara et al., 1968), ktera katalyzuje prvni reakci v biosyntéze
GDP-fukosy v ,.salvage pathway“, lze vyslovit hypotézu, Ze podand L-rhamnosa by
mohla ovliviiovat fukosylaci a tim chovéani nadorovych bungk. To, Ze je fosforylovana
I-rhamnosa skuteéné vestavovdna do glykosidl, potvrzuji sporadické nalezy

rhamnosidd v savéich tkanich (Tymiak et al.,1993; Malawista et Davidson, 1961).

Pokusy osvétlit vliv L-rhamnosy (vedle celé fady dalSich monosacharidl a jejich
metabolitll) na zhoubné nadory se objevily v 60. letech 20. stoleti (Tsuda et al., 1965;
Fare et al., 1967). U nadorovych bun&k inkubovanych 1 h v piitomnosti riznych
monosacharidi a jejich metabolitd nedoslo v pfipadé L-rhamnosy ke ziraté schopnosti
vytvofit tumor po nasledné inokulaci do mysi. Tyto vysledky v8ak zdaleka neosvetluji
Oéinek L-rhamnosy na metabolismus nadorovych bundk, zejména na syntézu
nukleovych kyselin a proteintl, bun&ény cyklus a proliferaci. Potencialni protinadorovy
udinek L-rhamnosy tak zGstdva stale neobjasnén. Oteviena je 1 otazka ovlivnéni
fukosylace u zhoubnych nadori.

Po peroralnim podéni je L-rhamnosa absorbovana jen ¢dsteCn€. Pes intaktni stfevni
sliznici prostupuje pomémé obtiZn€, a to i kdyz prochazi do bunck bez pfenalele
prostou difuzi, takZe pouze 8-17 % perordlné podané L-rhamnosy je u zdravych lLidi

vylouteno do moéi (FSANZ, 2005). Je-li podana intravenozng, vyluCuje se také
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pfedevsim ledvinami; 24-hodinova kumulativni rendlni exkrece intravenézng podané
L-rhamnosy dosahuje u potkant 65 % a u lidi zhruba 74 % (Bjarnason et al., 1995;
Krecic et al., 2003). Z tohoto lze vyslovit pfedpoklad, Ze se po perordlnim pifjmu této
deoxyhexosy vstfebava az pétina ddvky. Potencialni ugast L-thamnosy v metabolickych
cestaich u savcll, uvedena vySe, nemobla uspokojivé vysvétlit osud zbylé ctvrtiny
mnoZstvi L-rhamnosy v plazmé, kterd neni po 7 v podéni vyloudena renalnd.
Ptedpokladalo se, Ze je tento zbytek plazmatické L-thamnosy neznimym zptisobem
metabolizovan (Krecic et al., 2003). Teprve roku 2006 nalezli Malagon a kol. (Malagon
et al., 2006) pii testovani intestindlni permeability u d&ti pomoci perordlng podané
L-rhamnosy zvySené koncentrace rhamnitolu v moé¢i a domnivaji se, Ze rhamnitol je
hlavnim metabolitem L-rhamnosy u lidi. Nebylo viak uvaZovano, do jaké miry by mohl
zminény rhamnitol vznikat redukei neabsorbované L-rhamnosy za Ugasti stfevni
mikroflory a nasledné pronikat do plasmy. Stanoveni rhamnitolu po intravendéznim
podéani

L-rhamnosy zatim v literatufe chybi. Navic Ize vyslovit i dal$i domnénku, 7e je &ast
uvedeného zbytku plazmatické L-rhamnosy vyloudena do Zluéi, 1 kdy? jde o latku dobie

rozpustnou ve vodé€. Jednim z cilt predkladané prace bylo tuto hypotézu ovefit.

[ ptes netiplné znalosti osudu L-rhamnosy v organismu se tato deoxyhexosa vyuZiva
v potravinfském primyslu i klinické praxi. Jako samostatné sladidlo je dnes jiz
pouzivana pomérn¢ fidce. Bylo vSak navrieno jeji pfidavéni k syntetickym sladidltim
pro pfibliZzeni k chuti sacharézy (Lotz, 1995). V klinické medicing nalezla L-rthamnosa
vyuziti vtzv. dual-sugar” testech pro hodnoceni permeability stfevni sliznice
(Bjarnason et al. 1995; Hallemeesch et al., 2000; Katouzian et al., 2005). Tyto testy jsou
uplatiiovény 1 pro posuzovani paracelularniho transportu ve stfevni sliznici u riznych
zvifecich modelt (Hallemeesch et al., 2000; Krecic, et al., 2003). Princip je zaloZen na
pfedpokladu, Ze zatimco L-rhamnosa pronikd transcelularné prostou difuzi, vybrany
disacharid paraceluldrn€ skrz mezibunééné spoje (Bjarnason et al., 1995; D’ Antiga et
al., 1999). V praxi se podavd peroralné smés L-rhamnosy a disacharidu a nasledné je
méfena exkrece obou litek v moci sbirané po dobu obvykle 5 hodin. Nejéast&ji
uzivanym disacharidem je laktulosa, kterd je v8ak také zndma pro své projimavé udéinky.
Proto byl do klinické praxe Usp&$né zaveden jiny pro ¢lovéka nefyziologicky sacharid,
melibiosa (D’Antiga et al., 1999; Taylor et al., 2002). Jednd se o 6-O-xD-

galaktopyranosyl-D-glukosu, vznikajici bakteridlnim rozkladem raffinosy. JiZ koncem
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tficatych let 20. stoleti (Clarke et al., 1939) bylo zjist€no, Ze pfi jejim podavani
hladov&jicim potkaniim nepfispiva k tvorb& glykogenu, od té doby dosud nebylo
zaznamenano jeji metabolické vyuZiti u saveil.

Testovani integrity intestindlni bariéry je vSak zaloZeno na predpokladech, které
nemuseji byt platné za nékterych patologickych stavii. Pfedev8im sec predpoklada
stabilni distribuce sledovanych latek v tkanich. Tento parametr lze v8ak obtizné
predikovat v pfitomnosti extrahepatalni cholestizy nebo cirhézy, kde muZe poruSena
hepatobilidrni bariéra umoZziiovat disacharidim alternativni cestu uniku z organizmu
(Pastor et al., 2000; Zuckerman et al., 2004; Kalaitzakis et al., 2006). ,,Hepatobiliarni
bariéra® je pojem popisujici spojeni hepatocyti pomoci pevnych spojeni (tight
Jjunctions), jeZ umoziiyje tok produkované Zluci bez jejtho névratu do krve a hraje
vyznamnou roli pfi regulaci pohybu soluti, ionth a vody skrz paracelularni prostory
mezi hepatocyty (Kojima et al., 2003). Bylo zjiténo, Ze vétSina jaternich chorob
s vyvinutou cholestazou je spojena s po§kozenim této bariéry (Metz et al., 1977; Rahner
et al.; 1996; Wiener et al., 2000; Pastor et al., 2000; Takakuwa et al., 2002). Zde muize
byt ovlivnén vysledek zminénych testll permeability stfevni sliznice. Vyznam bilidrni
exkrece na celkovou farmakokinetiku L-rhamnosy a melibiosy, a tedy i na vysledky
testi intestindlni bariéry, v8ak dosud neni znam. Zkoumani vlivu poSkozeni
hepatobiliarni bariéry na primik L-rthamnosy a melibiosy do Zlu¢i bylo dalsim z cili této

disertaéni prace.

2.4. Stanoveni chemosenzitivity nadorti in vifro

Pro zhodnoceni potencidlniho protinddorového udinku L-rhamnosy a piipadné
dal§ich vyhledov& vybranych slouenin bylo v rdmei pfedkladané prace tieba zaveést
vhodnou metodu. Obecné vzato jsou testovaci systémy in vitro vyhodné nejen pro
screening potencialng protinadorovych latek, ale i zjistovani jejich mechanismu G¢inku.
Jejich vyhodou oproti pokustim in vive je jejich rychlost, niZ3i cena, sniZeni utrpeni
pokusnych zvifat a moZnost provéfeni G¢innosti velkého mnozstvi latek, a to 1 je-li jich
k dispozici pouze malé mnoZstvi. UmoZiiuji také stanoveni individualni
chemosenzitivity/chemorezistence nadoru odebraného pfimo od pacienta biopticky nebo

peroperacné. 1 pfes nesporné vyhody pokusil in vifro je teba zvazovat, v jakém rozsahu
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lze model in vitro povazovat za izomorfni snadorovym onemocnénim celého

organismu (Mélka, 1980).

Pii posuzovani cytostatického ¢&i cytotoxického Gginku latek na buriky obecng
rozliSujeme dva terminy popisujici stav bunék: viabilitu a proliferaci. Viabilitu bungk
v kultufe 1ze definovat jako pocet zdravych bunék ve vzorku, bez ohledu na to, kolik se
jich pravé déli a jak velkd &ast se jich pachazi vklidové fazi. Pfikladem postupu
stanovujictho viabilitu je vitalni barveni (dye exclusion method) pomoci trypanové
modFi, eosinu, nigrosinu ¢i erythrocinu B, kdy barvivo pronikd pouze membrinou
mrtvych bunék (Weisenthal et al., 1983). Metody stanovujici proliferaci bundk naopak
zjistuji poet delicich se bunék v kultufe. Mezi klasické metody proliferace patii napf.
klonogenni testy (Hamburger et Salmon, 1977; Hill, 1983). Jejich nevyhodou je, Ze se
nebodi pro zpracovani velkého mmnozstvi vzorkl a pro bufiky s omezenym poétem
d€leni (kolonie jsou pfilis malé). Alternativng lze sestrojit rastové kiivky. Vedle
klonogennich testil existuji nepfimé metody méfeni priibéhu bunééného cyklu, napt.
stanoven{ aktivity regulatnich molekul (napf. CDK kinasy) & zjistovani jejich mnozstvi
(napf. pomoci Western blotting, ELISA, imunohistochemicky). Obsah DNA v buiikdch
lze stanovit pomoci pritokového cytometru.,, obarvi-li se DNA selektivng
fluorescentnim barvivem (DNA-fluorochromy, napt. propidiumjodid), ptpadné je-li
doplnéno inkorporaci 5-brom-2"-deoxyuridinu (BrdU).

Z praci mnoha autoril (napf. Sen et D'Incalci, 1992; Darzynkiewicz et al.,1992; Fulda
et al.,1998; Meyer et Franz, 2005) vyplyvd, Ze smrt bunk nastdvajici ptisobenim
cytostatik v terapeutickych davkach obecné probihd mechanismem apoptézy. Existuji
dvé signdlni drahy vedouci k apoptdze — vnitini a vn&jsi. Vnitini cesta je iniciovana
zejména poSkozenim jaderné DNA, kli¢ovou komponentou jsou v ni
piedeviim mitochodnrie, je fizena plsobenim faktor’ rodiny Bel-2 a Bax/BH3. Vnéjsi
je zprostfedkovana aktivaci domén smrticich receptorti (death-recepiors) z rodiny TNF,
nachézejicich se v plazmatické membrané. Vykonavali apoptozy jsou pak témét vidy

kaspasy, ¢lenové ICE rodiny (Interleukin-1b Converting Enzyme) cysteinovych proteas,

vvvvvv

Detekce apoptézy umoZiiuje zachytit &asn&jdi zmény v porovnini s vétiinou
klasickych testi cytotoxicity. Morfologické zmény zalinaji kondenzaci jaderného
chromatinu spojenou s jeho hyperchromasii, v cytoplazmé se objevuji jademé $tépy,

barvitelné DNA barvami. Dochazi k zmenSovani jadra, svra$téni bunky zplisobené
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dehydrataci, vydouvéani vyénélkl plazmatické membrény (,.blebing “) a rozpadu obsahu
bufiky na apoptoticka téliska, jez obsahuji fragmenty jadra 1 &asti cytoplazmy
s organelami.  Zastoupeni bungk s morfologickymi znaky lze kvantifikovat na

barvenych cytospinovych preparatech & pomoci prittokového cytometru.

Apoptézu provazi aktivace endonukleas a vznik fragmenti DNA s nizkou
molekuldrni hmotnosti, které je mozno detekovat elektroforeticky na agarézovém gelu.
V nékterych piipadech vak vznikaji pouze relativné velké Steépy. Nizkomolekularni
fragmenty z buriky unikaji a tak se celkovy obsah DNA v buiice oproti neapoptotickym
v G-fazi sniZuje. Tento jev je mozné detekovat pritokovym cytometrem jako tzv. ,,sub-
Gi-peak” (Vindelov, 1977; Rezitova, 2004). Dalsimi detekovatelnymi zménami jsou
translokace fosfatidylserinu  (zji¥fovanéd pomoci annexinu V), depolarizace
mitochondrialni membrany a uvolnéni cytochromu ¢ a faktoru indukwjictho apoptozu
(AIF) do cytoplazmy, exprese mitochondridlniho membrinového antigenu APO 2.7,
aktivita kaspas, $t€peni lamini A/C a B, $t€peni poly-ADP-ribosapolymerasy (PARP) a

dalsi.

2.4.1. Nékteré dalsi metody sledujici alteraci metabolismu a viabilitu nddorovych

bunék in vitro

Vysokou validitu mé tzv. BACTEC test, ktery m&#i inhibici utilizace *C-glukosy na
“C0, jako miru cytotoxicity. Je vyuZitelny pro screening potencidlnich
protinadorovych latek na zvifecich i lidskych nadorovych liniich (von Hoff et al., 1985)
i testovani chemosenzitivity individualnich nadorG (von Hoff et al., 1986). Dalsim
radiometrickym testem je méfeni uvolnéného proteinu znaceného 'Cr po lyze bunsk
(Gardner et al., 1974).

Pro stanovovani viability bunék in vitro jsou velmi &asto uZivany tetrazoliové soli,
v&tiinou aromatické derivaty 1,2,3,4-tetrazolu (substituce v polohach 2, 3 a 5). Vedle
monotetrazoliovych soli existuji i soli ditetrazoliové (NBT, TNBT, BT), kde jsou
tetrazoliové kruhy spojené bifenylovou skupinou. Ve vodé rozpustné tetrazoliové soli
jsou naZloutlé latky, které po redukei poskytuji temné zbarvené formazany -
monoformazany jsou Zluté az ervené, diformazany modré az Cemé. Formazany vétSiny
tetrazoliovych soli (MTT, INT, NBT & TNBT) jsou t&Zko rozpustné ve vode a vyzaduji
solubilizaci napf. v dimethylsulfoxidu (Scudiero et al., 1988), zatimco XTT, MTS,
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WST 1, 3, 4 & 8 poskytuji ve vodé dobfe rozpustné formazany, které umoziiuji citlivejs

a spolehliv&jsi analyzu nez MTT (Scudiero et al., 1988; Cory et al., 1991; Dunigan et
al., 1995; Takamatsu, 1998).

Redukee a $té€peni tetrazoliového kruhu probihd pomoci systému sukcindttetrazolium-
reduktasy v aktivnich mitochondriich Zivych bun&k pfip. i bunék vranném stadiu
apoptozy. Tyto testy tedy pfedeviim odraZeji stav mitochondridlntho metabolismu.
Novéjsi vysledky viak ukazujf na vyznamny podil redukce v cytosolu (Rode et al.,
2005). JelikoZ je mnozstvi vodiku a elektrond, pfenaSené pomoci NAD(P)H na vétiinu
tetrazoliovych soli omezené, vyuZivaji se navic dal§{ pfenaleée vodiku a elektront. Je
jim bud’ flavoenzym diaforasa nebo neenzymovy pfenaSed fenazinmetosulfst (N-
methylfenazintum methylsulfat, PMS) (Scudiero et al., 1988; Serva, 2006,).
Aktivovan€ buniky produkuji vice formazanu neZ buiiky v klidové fazi — je tedy moZné
kvantitativné méfit aktivaci bun&k i bez jejich proliferace (Mosmann, 1983).

Zbéin¢ uZivanych metod stanovovani chemosenzitivity nadord in vitro lze uvést
pouziti neutrdlni (toluylenové) &ervens (N®, N%3 — trimethyl-2,8-fenazindiaminu
monochloridu, NR), slabé kationického barviva, které se vd¥e na anionicka mista
v lyzosomalni matrix Zivych bungk. Mrtvé nebo poskozené butiky po fixaci a vymyvani
barvivo nezadrZzuji. Mezi mnoZstvim zadrZeného barviva a podtem viabilnich bungk je
mo7no prokazat linearni zavislost. NR je citliv&j§i nez MTT, je moZné pouZit mensi
bunéénou hustotu (Borenfreund et al., 1990).

Jinou metodou je sledovani ovlivnéni spotieby kysliku izolovanymi mitochondriemi
nadorovych bunék (Gosalves et al., 1974).

Metodou zjistujici pocet bunék, které podlehly 1¥ze pfi apoptéze (napi. v disledku
plisobeni protinddorové latky) nebo neckréze je luminometrické stanovovéani ATP
uvolnéného do media pomoci systému luciferin/luciferasa z Photinus pyralis L. (Brolin
et al, 1979; Squirrell et al., 2005). Metodu lze pouZivat pro stanoveni
chemosenzittvity/chemorezistence individualniho nadoru pacienta (Andreotti et al.,

1995, Cree et al., 1995).

V tkanich pokusnych zvifat nebo pacienta je mozno detekovat miru proliferace bunék
pomoci monoklondlnich protilatek proti endogennimu markeru PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) jako alternativu k inkorporaci *H-thymidinu a BrdU (Greenwell et
al,, 1991, Eldrige et al., 1993). Dnes je jako marker proliferace hojné uZivana
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imunodetekce proteinu Ki67 piftomného ve fazich Gy, S, G a M, nikoli viak Go.

(Gerdes et al. 1983).

2.4.2. Metody in vitro pro zjist'ovdni inhibice syntézy nukleovych kyselin a bilkovin

Jinou moZnosti hodnoceni stavu metabolickych procesi je stanoveni rychlosti
syntézy DNA, p¥ipadné RNA a proteint jako dzce spolu souvisejicich d&ja nutnych k
bun&éné proliferaci. B&hem proliferace syntetizuje butika RNA a bilkoviny a nasledné
DNA difve, ne? se rozd&li na dv& dcefiné butiky. Je nepochybné, Ze mira syntézy NA a
bilkovin a stav bund&éného replikaéniho a transkripéniho potencidlu jsou v Uzkém
vztahu s nadorovym bujenim. Na intenzité proteosyntézy se mimo vstupu aminokyselin
do buiiky, stavu proteosyntetického aparétu v ribosomech a regulace na translatni
trovni je§t& vice odrazi celkova koncentrace ATP v nadorové buiice, zavisla na pfisunu
substrat, intenzitd glykolyzy a aerobni fosforylace (Mé&lka 1980, Castiglione et
al.,1990). Proteosyntéza, ktera je dosti energeticky naro¢nd (Muller et al., 1986), tak
mitZe byt snadno narudena latkami inhibujicimi tvorbu ATP. Jako spolehlivy parametr
viability bun&k proto miiZe slouzit také sledovani celkového obsahu bun&tného proteinu
(Ebbehoj et Langkjer,1995).

Pii studiu syntézy nukleovych kyselin a proteind in vitro se ke kulturdm bunck
pridavaji znaené prekurzory makromolekul (radioaktivni nebo nefyziologické
neradioaktivni) a po skonleni inkubace je kvantifikovana jejich inkorporace do
makromolekul NA a/nebo proteintl. Jako neradioaktivni prekurzory DNA jsou uzivany
zejména 5-brom-2'-deoxyuridin (BrdU) a 5-jod-2'-deoxyuridin (IdU), radioaktivng
znadené prekurzory NA a proteint obsahuji pfedevsim *H a "'C (viz niZe).

Mnozstvi inkorporované znacky se kvantifikuje bud'to méfenim celkového mnozstvi
snadené DNA & bilkoviny vpopulaci bunék, nebo detekci znafenych jader
mikroskopicky (pfi studiu syntézy NA). V druhém pfipadé, pokud je znaCeny prekurzor
(radioaktivni i neradioaktivni) butikdm nabidnut jen krétkou dobu (napt. 16 — 50 min),
lze stanovit tzv. ,labeling index”, tedy podil bunek s inkorporovanou znackou a viech
bungk v asynchronicky rostouci populaci, nebot’ jsou znafeny pfedevSim budky
nachézejici se v S-fazi. Toto ,pulsni znafeni”, provad&né in vifro nebo in vivo

(parenteralnim podanim prekurzoru zvifeti) je vyhodné pro zjisténi podilu bunék pravé
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prochazejicich S-fazi. Naproti tomu znaceni po delsi dobu (napf, cely bun&ény cyklus)
lze vyuZit pro uréeni populace bunék, které zreplikovaly svou DNA (Rode et al., 2005).

O metodach prvniho zpisobu, studujiciho celkové mnoZstvi inkorporované znadky
jako miru vlivu latek na biosyntézu NA a proteind, bylo od poloviny minulého stolet{
publikovéno jiZ velké mmoZstvi praci. Neradioaktivni prekurzory, BrdU a IdU, jsou
analoga thymidinu, kde doslo knahradé methylové skupiny na C’ pistuinym
halogenem. Pfestoze maji atomy halogent v&tsi van der Waalstiv atomovy radius ne
methylova skupina, nejsou piftomny Zadné sterické zdbrany pii inkorporaci do DNA
(Prusoft, 1963). Dnes je BrdU hojné uZivan pfedeviim pro studium ovlivnéni syntézy
DNA. Experimentaln€ bylo dokazano, Ze BrdU je do bun&éné DNA. inkorporovan jako
thymidin (Rode et al., 2005). Inkorporovany BrdU miZe byt kvantifikovén za pouZiti
monoklonalnich protilatek proti BrdU. Prvni publikované metodiky inkorporace BrdU
pouzivaly izolaci DNA z bun€k znalenych BrdU, nageZz nasledovalo oddélené stanoveni
BrdU enzymovou imunoanalyzou. Pro velkou pracnost tohoto provedeni byla metoda
adaptovana na vicejamkové destiCky. Neni tak jiz tfeba buiiky pfemistovat — cela
procedura od kultivace (obvykle 2-24 h), pfes fixaci, denaturaci, pFidani
monoklondlnich protilatek a substrdtu  po méfeni &teCkou ELISA probihd v jedné
jamce. Metody inkorporace BrdU jsou pouZitelné pro suspenzni i adhezni kultury a je
mozné jako detekei zvolit kolorimetrickou nebo chemiluminometrickou koncovku.
K méfeni obsahu komplexu BrdU-protilatka se pouZiva i pratokova cytometric (Nunez,
2001), ptip. kombinovana s méfenim obsahu DNA. Senzitivita metod inkorporace BrdU
je srovnatelnd s metodami inkoporace radioaktivné znadeného thymidinu. Konjugat
monoklondlni protilatky a peroxidasy (BrdU-POD) se po denaturaci DNA vaZe na BrdU
s vysokou specificitou a nevykazuje zkfiZenou afinitu s jinymi endogennimi substraty,
jako jsou thymidin a uridin (Rode et al., 2005).

Pfi pouziti BrdU je tfeba mit na paméti néktera tskali. Niz8i pKa molekul BrdU a
IdU oproti thymidinu zphisobuje relativné vy$si podil enolické formy a tak vé&td silu
vazby fetézci DNA-dvojSroubovice (Prusoff, 1963). Jiz Littlefield a kol. (1960)
pozorovali inhibi¢éni G€inek BrdU na proliferaci savéich bunék u koncentraci nad
i ug.ml™”, Kaminkas (1972) popisuje inhibici transkripce mRNA a tim proteosyntézy.
BrdU ovliviivje i translaci, déiku bunétného cyklu a indukuje bunéénou smrt (Taupin,
2006).
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Nejlast&ji pouzivané izotopy pro radioaktivni znaeni prekurzori NA (nukleotidil) a
proteinti (aminokyselin) jsou *H a C. V obou ptipadech se jednd o beta zafice
s relativné nizkou maximalni energii zareni (0,019 MeV u M a 0,156 MeV u 14C).
Jejich aktivita je méfena kapalinovym scintilaénim detektorem. JiZ autofi starSich praci
upozoriiuji, e pro zajidténi korelace vysledkil z pokusd in vitro a situace in vivo pfi
testovani dané protinddorové latky ptip. kombinace latek je dilezity vybér vhodného
nukleotidu (Volm et al., 1975a; Wayss et al.,1975; Sondak et al.,1988). MozZnosti a
limity pouZiti riiznych radioaktivné znafenych prekurzord byly podrobné a metodicky
zajimavé popsany napt. v pracich Volma a kol. (Volm et al.,1975a, b, 1979, 1984) a
Matterna a kol. (Mattern 1976a; Mattern et al.,1976b).

Nadorové butiky mohou byt pro kratkodobé kultury ziskavény od pacientli (Huang et
al., 2000; Lin et al., 2001) nebo odb&rem z laboratornich zvifat, kde jsou udrZovany
pravidelnymi transplantacemi (napt. Ellem et al., 1970; Miko et al., 1979, 1989; Mélka
1980; Matsuba et al., 2000). Stale dast&ji uZivaji inkorpora¢ni studie dlouhodobé linie
lidskych nadort (napf. Glavas-Obrovac et al., 2001; Peters et al., 2001; Byers et al.,
2005).

Nejéastéji jsou suspenzni nebo adherentni bunécéné kultury inkubovany spolu se
znadenym prekurzorem v pfitomnosti zkoumaného inhibitoru. Také je uzivdno pulzni
znadeni prekurzorem o vysoké aktivit€, jemuZ pfedchazela inkubace se zkoumanou
noxou (Byers et al., 2003). Uvadi se také mozZnost nejprve inkubovat buriky del3f dobu
(24 h) se znalenym prekurzorem o nizké aktivité, poté je vystavit testované noxe a
nasledné pulsnimu znaéeni prekurzorem o vysoké aktivit€ (30 min) (Peters et al., 2001).

Ve vé&ts§ing dostupnych studii je mnoZstvi znafky inkorporované do
makromolekuldrni frakce méfeno po skonceni inkubace, tedy posouzenim jediného
bodu inkorporaéni kfivky, pfiCemz doba inkubace se pohybuje od 2 hodin az do
jednoho dne i déle (Ellem et al., 1970; Huang et al., 2000). Jen n&ktefi autofi (Miko et
al., 1979, 1989; M¢lka, 1980) sleduji pribéh inkorporace v ekvidistantnich ¢asovych
intervalech béhem celé inkubace.

Metody sledujici inkorporace radioaktivné znacenych prekurzord do DNA, RNA a
proteind obvykle separuji makromolekularni frakci promytim bunék, jejich naslednou
Iyzou a precipitaci roztokem kyseliny trichloroctové (obvykle 5 — 20 %). Precipitat je
pak oddélen centrifugaci (Huang et al., 2000), zachycenim na membranovych filtrech
(Ellem et al., 1970; Miko et al., 1979, 1989; Peters et al., 2001; Byers et al., 2005) nebo

20



miiZe byt napf. po vymyti neprecipitované frakce precipitat solubilizovan hydroxidem
sodnym s pfidavkem SDS (Mujoomdar et al, 2004). V poloautomatizovanych
provedenich jsou buiiky zachyceny na sklen&nych filtrech bez precipitace kyselinou

trichloroctovou (Calvete et al., 1994; Yuan et al., 2000).

Precipitdt obsahujici makromolekularni frakei je t€2 moZné odd8lit originlni
metodou popsanou poprvé Matternem (Mattern et al., 1976b). Tato instrumentalng
pomérmné nendroina metoda byla pouZita i v predklddané praci. Metoda spo&iva
v naneseni vzorkil na kolecka filtraéniho papiru a nasledné eluci neprecipitované frakce

vychlazenou 5% trichloroctovou kyselinou a dale smési ethanol:diethylether.

Sledovani inkorporace znafenc¢ho prekurzoru DNA, jmenovité thymidinu, je podle
dostupnych 0dajh z literatury citlivéjSim markerem cytotoxicity latek s pimym
i¢inkem na DNA ne’ n&které jiné postupy — MTT, produkce *CO,, stanoveni
celkového bunéného proteinu (Romijn et al., 1988; Ebbehoj et Langkjer,1995). Proto
byla vramci této prace inkorporani metoda zavedena. V ptipad€ testovanych latek
s pfedpokléddanym mechanismem ué¢inku jinym nez piimé poskozeni DNA (vybrané
deoxysacharidy) byla tato metoda doplnéna je$t¢ dalsimi zpilsoby detekce

protindadorového uéinku (ovlivnéni proliferace, indukce apoptozy).

2.4.3. Modelovd cytostatika — doxorubicin a mitoxantron

Pro zavedeni metody studia ovlivnéni biosyntézy DNA a bilkovin v modelovych
nadorech vtéto praci byla vybrana dvé klasickd cytostatika —~ doxorubicin a
mitoxantron, obé s pfevazné interkalaénim mechanismem uéinku. Interkalace
spodiva v navazani cytostatika vodikovymi vazbami na DNA. Interkalacni latky také
¢asto vytvafeji komplexy s RNA ¢i syntetickymi polynukleotidy, v nékterych piipadech
i volnymi purinovymi nukleotidy, nukleosidy a bazemi. Vysledkem tvorby stabilniho
dochazi ke zlomim vldken. U obou pouzitych modelovych latek v8ak v koncentracich
dosaZenych podavanim terapeutickych davek hraje zasadn{ roli inhibice topoisomerasy
IX. Tento enzym méni topologii nadobratek DNA molekul tak, Ze se véze na oba fetézce
dvojspiraly DNA, postupné je pferusi, uvolni naddroubovici a nasledné DNA opét spoji.
Tim umozni pribeh replikace a separaci chromosomii béhem mitézy. Doxorubicin i

mitoxantron patfi ktzv. , topoisomerase-Il poisons”. Vytvafeji stimto enzymem
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kovalentni komplex a zplsobi, Ze nedojde ke zpétnému spojeni DNA. Vznika tak
permanentni dvojvldknovy zlom. Pro dostateny ucinek na topoisomerasu II je vSak
nutné v terapii udrZet u€innou koncentraci cytostatika nejméné 3 dny (Klener, 1996,
Piccart-Gebhart 2006).

Doxorubicin  (adriamycin), (75,95)-7-[(2R,4S5,58,65)-4-amino-  5-hydroxy-6-
methyloxan-2-ylJoxy- 6,9,11-trihydroxy-9-(2-hydroxyacetyl)-4-methoxy-8,10-dihydro-
7 H-tetracen-3,12-dion (NCS 123127), DOX, je antracyklinové antibiotikum, skladajici
se z planamiho &tyfeyklického aromatického chromoforu vézaného glykosidovou

vazbou na aminchexosu daunosamin (jehoZ zdkladem je 2-deoxyglukosa).

~
ey
HoN OH

Obr.4 Doxorubicin

Izolovan byl v350. letech minulého stoleti zkultur plhdni aerobni bakterie
Streptomyces peucetius var. caesius, v literatufe (Klener, 1996) €asto nespravné razené
mezi plisné. V téchto kulturich, pGvodné tvoficich daunorubicin, byly pomoci N-
nitroso-N-methyl-urethanu indukovdny mutace. Bylo tak docileno produkce DOX,
jeviciho se rovnéZz jako &erveny pigment, ktery se viak od daunorubicinu 18
hydroxylovou skupinou na C'* (Arcamone et al., 1969) a je vyuZitelny pro mnohem $ir$i
spektrum nadort. Velmi dilezity efekt DOX pfedstavuje inhibice topoisomerasy II (Liv
et al, 1980; Tewey et al, 1984). Dale se uplatiiuje jiz zminénd vazba DOX na DNA
s naslednym blokem syntézy DNA i RNA, fragmentaci a inhibici reparace DNA.
Planarni tetracyklickd ¢ast molekuly DOX interkalyje mezi dvémi pary bazi DNA,
zatimco daunosamin interaguje s bazemi bezprostfedné sousedicimi (Pigram et al.,
1972). DOX poskozuje funkei mitochondrii a zpisobuje jejich nabyvani, lyzu krist a
inhibict pfenosu elektronu pomoci koenzymu Q;o (Jaenke, 1974). Poskozeni membrany
muze byt zplsobeno pfimou vazbou na zaporné nabité fosfolipidy jako jsou kardiolipin

(jeho vyskyt v membrané je u nadorovych bundk vy§si podobné jako fyziologicky u
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kardiomyocytil) a fosfatidylserin. Dochézi ke zm&nam permeability pro Na* a méni se i
koncentrace vapniku (Olson et al, 1974; Tritton et al, 1978; Goormaghtigh et al, 1980).
Navic DOX alteruje metabolismus karnitinu a piisobi depleci selenu. Dal§im efektem je
tvorba volnych radikald vlivem redukce DOX mikrosomalni cytochrom-Pyse-
reduktasou. Semichinon, vznikly redukei chinonového kruhu, indukuje vznik
superoxidu. Také dochdzi ke vzniku komplexu s ADP a Fe’', ktery skyslikem
poskytuje perferylovy komplex, rozpadajici se za vzniku peroxidu vodiku (Klener,
1996). Tyto déje jsou povaZovdny za hlavni pfi¢iny kardiotoxicity DOX. Redukovany
DOX pisobi tvorbu jednovlaknovych zlomd DNA (SSB). Agkoli je tvorba SSB
synergni s inhibici topoisomerasy II, zdd se, Ze¢ SSB nemaji pfimou korelaci
s cytotoxickym U¢inkem (Young et al., 1981, Fornari et al. 1994).

DOX se dnes fadi mezi zékladni cytostatika. Nejéastéji je pouzivan jako soudast
kombinaci pro lé¢bu Hodgkinovy choroby, nehodgkinskych lymfom, mnohoéetnych
myelomd, v indukéni 16¢b€ akutnich leukémif a témé&f u vSech solidnich zhoubnych
nadorl, zvI48t€ nadorl prsu, vajednikl, molového méchyfe (I intravezikdlng),
endometria, sarkomi meékkych tkani (véetné Kaposiho sarkomu u AIDS),
malobunétného bronchogenniho karcinomu a dal$ich. Nejzavazn&isim neZadoucim
ucinkem tohoto cytostatika (pfi celkovém podéni) je vedle diefiového utlumu zmingna
kardiotoxicita, zvlast¢ pfi piekroceni davky 550 mg.m’2 (Ghione et al., 1975, Klener
1996). Zajimava je experimentalni aplikace DOX v podob& imunokonjugatu proti
HIV-1 (Johansson et al., 2006).

Mitoxantron, 1,4~dihydroxy-5,S-bis[[2—[(2—hydr0xyethyl)amino]—ethyl]amino]9,10—
antra-cendion dihydrochlorid (NSC 279836), MX, je synteticky derivit antracendionu,
vyvinuty pivodné jako modra napli do kuli¢kovych per.

Do terapie zhoubnych nadord byl zaveden pro svou relativné nizkou kardiotoxicitu
oproti DOX, kterd pravdépodobné souvisi s absenci tvorby reaktivnich forem kysliku.
V nebunéénych systémech byla interkalace dvojvidknové DNA potvrzena mnoha
studiemi (Johnson et al., 1979, Kapuscinski et al., 1981, Lown et al., 1984, Kapuscinski
et Darzynkiewicz 1985, Li et al., 2005). Navic se bazicky postranni fetézec MX vaze

elektrosta-

tickymi interakcemi na anionické struktury fetézce DNA (Foye et al., 1982). Byla
zaznamenana preference vazby na polynukleotidy obsahujici par cytosin-guanin (Foye

et al., 1982; Lown et al.,, 1985; Chen et al., 1986). Velmi ddleZita je opét inhibice
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topoisomerasy II. Mimo shora uvedené udinky na DNA, RNA a topoisomerasu II se
vaZe i na cytokeratin 8. Z hlediska bun&&ného cyklu nenf MX specificky, pievazuje
inhibice G, faze (Kapuscinski et al., 1981; Alberts et al., 1985; Klener, 1996). MX

také in vitro inhibuje proteosyntézu (Safa et Tseng, 1984).

H
OH O HN"~N~"0oH

OH O HN.\/\N/\/OH
H

Obr. 5 Mitoxantron

MX je protinddorové udinny na modelech in vitro i in vivo. Na klasickych mySich
nadorovych modelech (P 338, L 1210, karcinom tlustého stfeva 26 a melanom B 16)
vykazoval vy$8i protinidorovou G¢innost neZ nékterd jina cytostatika (napt. DOX,
daunorubicin, bleomycin, mitomycin C) (Johnson et al., 1979; Durr et Wallace, 1980;
Goldin et Vendetti, 1980; Fujimoto et Ogawa, 1982).

V klinické praxi je MX uzivan k 16¢bé karcinomu prsu a vajecnikd, dale v kombinaci
s cytosinarabinosidem k indukéni 1é¢b& akutni myeloblastické leukemie a jako
cytostatikum druhé volby u Hodgkinovy choroby a nehodgkinskych lymfomd, piip.
dalgich zhoubnych nadorit. Mezi hlavni nezddouci 0Cinky patii pofkozeni krvetvorby
(zejména granulocytopenie), nevolnost, pyreticka reakce, stomatitidy a flebitidy (Batra
et al. 1986; Klener, 1996). Alopecie a kardiotoxicita jsou v porovnani s antracykliny
méné &asté. Riziko vzniku kardiomyopatie se zvy3uje pii piekro¢eni kumulativni davky
160 mg.m'2 (Schell et al., 1982; Stuart-Harris et al., 1984; Unverferth, 1984; Klener,
1996).
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3. CILE PRACE

Cilem této disertatni prace bylo studovat protinddorovy uéinek L-rhamnosy in vitro.
Predpokladem bylo zavést vhodné metody testovani protinddorového ¢inku, konkrétng
systémy pro testovani inhibice biosyntézy DNA a proteint. Daliim cilem bylo pfisp&t
k poznani chovani L-rhamnosy v savéim organismu, a to zejména jeji farmakokinetiky a

biliarni exkrece.

Jako modelova cytostatika pro zavedeni metody testujici inhibici pocateéni rychlosti
biosyntézy DNA a bilkovin in vifro byly vybrany mitoxantron a doxorubicin. Jejich
uc¢inek byl provéfen in vitro na mySich adenokarcinomech mlééné Zlazy: MC29 a
ascitickém Ehrlichové karcinomu. Déle byl proveden pokus in vivo s mitoxantronem na

MC29, novém a dosud nedostateéné charakterizovaném nadorovém modelu.

Pii studiu potencidlniho protinddorového G&inku L-rhamnosy bylo u bunék
ascitického Ehrlichova karcinomu, MC29 a lidské leukemie HL-60 sledovano ovlivnéni
biosyntézy DNA a bilkovin, dale se pozornost zaméfila na ovlivnéni proliferace bunék
HL-60 a zndmky indukce apoptézy. USinek L-rhamnosy byl porovnavan
s 2-deoxyglukosou. |

Byla detailné zkoumdana farmakokinetika intraventzné podané L-rhamnosy samotné i
v kombinaci s melibiosou u potkant. Zaméfili jsme se pfedeviim na dosud nepopsanou
biliarni exkreci. ,,Dual sugar® test s melibiosou a L-rhamnosou byl déle uzit pro
hodnoceni integrity hepatobilidrni bariéry u extrahepatalni cholestizy, navozené

podvazem ductus choledochus.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Studium farmakokinetiky L-rhamnosy' a integrity hepatobilidrni bariéry

4.1.1.  Material a pokusnd zvifata

[-Rhamnosa, melibiosa, cellobiosa a  fluorenylmethoxykarbonylhydrazin
(fluorenylmetho-xykarbazat, FMOC) byly ziskany v nejvy3si dostupné Cistoté od fy
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). V3echna ostatni ¢inidla byla ziskana v nejvy3ssi
dostupné Cistote od SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Némecko) a Sigma
Chemical Co. Samci potkant kmene Wistar o hmotnosti 280 — 320 g byli rozdéleni do
3 skupin (n = 7 ve skuping): intaktni (bez zvlaStni operaCni pfipravy), skupina
s imitovanou operaci a manipulaci Zlucovodu, ,.sham”, (24 h pred farmakokinetickou
studii byla provedena preparace Zlutovodu bez kanylace a ligatury) a skupina, u niz
byla 24 h pred farmakokinetickou studii provedena kanylace a obstrukce ductus
choledochus (BDO). Operace byly provadéné laparotomicky v celkové anestezii
pentobarbitalem (i. v., 50 mgkg"). Zachazeni s pokusnymi zvitaty bylo ve shod
s doporu¢enim Evropské Unie (ILAR, 1996), Zakonem Ceské narodni rady €. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozd&jdich pfedpisii, a pokus byl schvilen

Etickou komis{ Univerzity Karlovy.

4.1.2. Odbér vzorkii

V celkové anestézii po intravenézni aplikaci pentobarbitalu (50 mg.kg!) byla
provedena kanylace ZluSovodu (u skupin intaktnich potkanii a potkan(i po imitované
operaci), pfip. povoleni ligatury u zvifat s obstrukei Zlu¢ovodu. Poté byly u viech zvifat
kanylovéany prava vena jugularis, leva arteria carotis communis a moCovy méchyt. Po
této pipravé byl potkandm v intakini skuping, zvifatdm po imitované operaci a
zvifatim s obstrukei Zlu€ovodu intravenozné podan jednorazovy bolus smési melibiosy

a L-rhamnosy (ob¢ 100 mg.kg'l). V ¢asovych intervalech -5, 1, 10, 30, 60, 90, 120, 180

! Chiralni separace rhamnosy v analyzovanych biologickych tekutindch nebyla provadéna. Lze viak
pfredpokiadat, Ze v organismu potkana nedo$lo k L-D-izomerizaci.
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a 240 min byly odebirany vzorky krve (0,3 ml). Plazma byla ziskdvana centrifugaci plné
krve (5 min, 1200 x g 4 °C). Zlué a mo& byly sbirany do pfedvaZenych
Eppendorfovych zkumavek v 30 minutovych intervalech po celou dobu pokusu. Vzorky
byly do analytického vyhodnoceni uchovavany pii —80°C. T&lesna teplota potkant byla

udrZovana na 37 °C umisténim na ohievnou desku.

4.1.3. Stanoveni zkoumanych sacharidu v télnich tekutindch

Pro stanoveni sacharidi vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) byl uZit
systétm Shimadzu (Japonsko), sestavajici z pumpy LC-20 AD, fluorescenéniho
detektoru RF-10 Ax1, autosampleru SIL.-20AC, komunikaéniho modulu CBM-20A a
softwaru LCsolution. Derivatizaéni ¢inidlo bylo pfipravovano smiSenim 5 mg FMOC-
hydrazinu, 1 ml acetonitrilu a 40 pl ledové kyseliny octové. Vzorky plazmy, moéi, resp.
Zluti, byly zpracovany nésledujicim postupem: Moé byla pred analyzou fedéna
20 — 100x vodou. Ke 100 pl roztoku vnitiniho standardu (cellobiosa v 90% ethanolu,
80 umol.I'") bylo p¥idano 20 ul analyzovaného vzorku, kalibraniho standardu nebo
vzorku konfroly kvality. Po protfepani na vortexu a 10 min stdni byla smés
centrifugovdna (10 min, 18000 x g). MnoZstvi 60 pl supernatantu bylo smifeno sc
150 pl derivatizacniho €inidla. Reakéni smés byla inkubovéna pfi 65 °C po dobu 6 h,
nasledné ochlazena na laboratorni teplotu a centrifugovana (10 min, 18000 x g).
Odebrano bylo 100 pl a pfeneseno do 2 ml lahvi¢ky s Sroubovacim uzévérem (vialky)
opatfené 300 pl sklenénym insertem a umistén do autosampleru temperovaného na
10 °C. Nastiikovan byl 1 pl vzorku. Separace byla provadéna na analytické kolong
Spherisorb ODSII (125 x 4 mm, 3 um, Waters) opatiené ptedkolonou Cyg (4 x 3,5 mm,
Phenomenex) pfi 40 °C a priiteku 1 ml/min. K eluci analytd byl vwZit linearni gradient.
Pocatecni eluent obsahoval 22,5 % acetonitrilu a 77,5 % vody. Obsah acetonitrilu byl
b&hem 22,5 min zvySen na 26,5 %. Nasledovalo promyvani kolony smési ethanol —
kyselina octovd v poméru 100:1 (v/v) po dobu 19 min (odstranéni derivatizadniho
¢inidla a vedlejSich produkti) a jeji ekvilibrace vychozim eluentem po dobu 17 min.
Excitatni a emisni vlnové délka fluorescenéniho detektoru byla nastavena na 270 a

320 nm.

Koncentrace melibiosy a rhamnosy ve vzorcich byly poditany pomoci kalibraéni

funkce (y = b.x + a). K vyjadfeni zavislosti poméru vySek peaks (analyt vs. vnitini
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standard) na koncentraci analytu ve vodnych kalibraénich standardech byla uZita
vaZena regresni analyza. Kalibra¢ni kfivky vykazovaly vyhovujici linearitu v rozmezi

12 a7z 1250 pmoll? (melibiosa, koef determinace R’ ~0,999), resp. 25 aZ

2500 pmoll’ (L-rhamnosa, koef. determinace R”=~0,998). Za spodni mez
stanovitelnosti byly zvoleny koncentrace odpovidajici nejniZSimu nenulovému
kalibradnimu standardu a &nily 12 pmoll” pro melibiosu a 25 pmol.l”" pro
L-rhamnosu.

K ovéfeni presnosti a spravnosti metody byly pfipraveny vzorky kontroly kvality pro
koncentraéni drovné 12, 48, 480 a 960 ;Lmol.i'l (melibiosa), resp. 25, 100, 1000 a
2000 pmol.]" (thamnosa), a to ve slepém vzorku plazmy, Zlu¢i a nafedéné moci
(fedéni 1:20 vodou). Analyzovany byly v sérii (n = 6). Nalezena analyticka ndvratnost
(,.recovery, mnozsvi nalezené . 100 / mnoZstvi pfidané) se ve pohybovaly v rozmezi
od 95,0 — 105,6 %. Jedinou vyjimkou byla nejnizsi koncentracni uroveil pro melibiosu
vmodi (118,6 %). Presnost charakterizovana varianim koeficientem se potom
pohybovala v rozmezi 1,3 — 5,3 %, a to pro oba sacharidy ve v8ech tfech matricich. Pfes
to, e absolutni vyt&¥nosti sacharidi ztélnich tekutin nebyly kvantitativni, analyzy
vzorkfl kontroly kvality neodhalily pfitomnost vyraznéjSich proporciondlnich chyb.
Vodné roztoky kalibracnich standardd byly tudiz uZivany 1 v rdmei analytické studie.

Koncentrace kreatininu a bilirubinu (konjugovaného a celkového) a aktivity AST a
ALT v plazm& byly méfeny pfistrojem Modular PP (Roche Diagnostics, Mannheim,

Némecko).

4.1.4. Analyza farmakokinetickych dat

Pokusy byly provadény na sedmi potkanech v kazdé skuping. Vsechny vysledky jsou
vyjadfeny jako aritmeticky primér + SEM (SEM = Standard Error of Mean, stfedni
chyba primeéru). Data byla analyzovana programy Kinetica (ThermoScientific, USA) a
MS Excel. Statistickd vyznamnost byla vypoétena pomoci funkce ANOVA programu
Graphpad Prism 5.0 (Graphpad Software, San Diego, USA); hodnoty, pro které
p < 0,05, byly posuzovany jako statisticky vyznamné.

Farmakokinetické parametry obou sacharidi podanych potkanim intravendzné jako

jednorazovy bolus byly poditany standardnimi nonkompartmentovymi technikami
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(Jacobs et al., 2005). Nejvy38f naméfend plazmatickd koncentrace latky (c__ ) a
pisluSna doba dosaZeni této koncentrace () byly odelteny z kiivek zavislosti
plazmatickych koncentraci na ¢ase. Elimina¢ni konstanta (k) byla vypoétena pomoci
linearn{ regrese plazmatickych koncentraci v termindlnf fédzi Casové kiivky. Biologicky
polocas eliminace (f,,) byl vypoéten jako podil In2 a k,. Plocha pod kiivkou
vyjadfujici zdvislost plazmatickych koncentraci na dase (AUC,_, ) byla poéitana jako
souet AUCy.tny ur¢ené logaritmicko-linedrnim lichob&Znikovym pravidlem mezi
Casem 0 a Casem posledni méfené koncentrace (7)) a AUC extrapolované do

nekone¢na (AUC, ), potitané jako podil posledni méfené koncentrace délené k.

Celkova clearance (CL,,) byla po¢itana vztahem:

CL, =—0— /
AUC,

—000

kde x je davka. Zdanlivy distribuénf objem ( Vd_ ) byl poéitan rovniei:

vd, - e 2

el

Distribu¢ni objem pro steady-state (Vd__ ) byl ziskan vztahem:

AUMC

vd,, =CL,, 3/

T pay —00

kde AUMC je plocha pod kfivkou na potatku zavislosti plazmatické koncentrace na

Case.

Biliarni (CL,,, ) a renalni ( CL;, ) clearance byly vypoéteny vztahy:

29



Xbile

CL,, =——2— 14/
AUC, ,
X .
CL; =——— /5/
AUC,
kde X, a X, jsou mnoZstvi melibiosy nebo rhamnosy vyloutené do Zluci a moci

b&hem sledovaného obdobi, a 7,

"« = 240 min (Ghibellini et al., 2006). Pomér melibiosy
a rhamnosy v biologickych tekutinich byl pocitan jednak pro kazdy sbémy interval

zvlast, jednak kumulativné.

4.2. Nadorové modely

V této prici bylo pouzito nékolik modelii nddorové choroby: Adenokarcinom mlééné
#azy MC29, asciticky Ehrlichiiv tumor (ATE) a lidska promyelocytarni leukemie HL-
60.

4.2.1. Mysi adenokarcinomy mlééné Zlazy

Zhoubné nadory mlééné zlazy patii k nejCastéj$im spontdnnim nadorim mysSi
outbredni linie NMRI (Naval Medical Research Institute), jejichz celkova incidence
dosahuje ptiblizné 50 % (Lohrke et al., 1984; Bomhard et Mohr, 1989). V nedavné
dobé byl ze samic my§& NMRI izolovan spontdoni adenokarcinom mlééné Zlazy,
nazvany MC29. Tento syngenni nador byl dosud pouZit pouze pfi studiu vlivu

hypertermie (Hladik, 2000), jinak v§ak v literatufe nebyl bliZe charakterizovan.

Ehrlichdv tumor je my3i adenokarcinom mlééné zlazy, jenz byl do vyzkumu zaveden
roku 1886 a popsan roku 1905 némeckym chemikem a lékafem Paulem Ehrlichem
(Ehrlich et Apolant, 1905; Ehrlich, 1906). Tento zprvu pouze solidni nador byl r. 1932
pfeveden i do ascitické podoby (Loewenthal et Jahn, 1932). Jedna se o nizce
diferencovany zhoubny nador (Klein, 1950), ktery je udrzovan na my$§ich liniich (napf.
H, A/Ph, NMRI, Swiss albino, ICR,) pravidelnymi transplantacemi a do dnedni doby

byl pouzit jiz ve vice nez 10 000 védeckych pracich.
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K udrZeni nadorovych linif a jako zdroj bunék pro pokusy in vitro byly vidy 10. den
provadeény pravidelné transplantace 10° bungk MC29 nebo ATE i. p. mySim samicim
NMRI (dodavatel Bio Test s.r.o., Konarovice, éR), hmotnost pfed transplantaci
23-29 g. Zvirata byla ustdjena na prachuprostych hoblindich vPVC klecich ve
skupinach do 8 jedinct (pfi teplot¢ vzduchu 20-24 °C, vihkosti 30-70 %, svételném
rezimu 12 h tma + 12 h svétlo, dvandcti vymé&nach kubatury mistnosti za 1 h) a krmena
standardizovanou peletizovanou stravou ST1 a vodou ad [libitum. Zachizeni
s pokusnymi zvifaty bylo ve shodé s pfislu§nymi pfedpisy, viz 4.1.1.

Ascites pro pokusy in vitro byl ziskan punkef biisn{ dutiny 7. den po intraperitonedlni
aplikaci 10° bungdk maméarmniho karcinomu. P¥ izolaci bundk ascitu bylo postupovano
podle Mika a Drobnici (Miko et al., 1969, 1979). Ascites, odebrany za sterilnich
podminek od 4-5 zvifat byl smiSen vledem vychlazené centrifugadni zkumavce
obsahujici 1 kapku heparinu a centrifugovén pii 600 x g po dobu 10 min pfi teploté
3 °C (Centrifuga MPW 360, Mechanika precyzyjna, Polsko). Bunéény sediment byl po
odebranf supernatantu ascitické tekutiny resuspendovan v Krebsové roztoku III bez
CaCl, s piidavkem glukosy (540 mg.l”) a supernatantu ascitické tekutiny (25 ml.I")
(Kocourek et al., 1967, Miko et al., 1969, 1979). Krebstiv roztok III byl piipraven vzdy
cerstvy pred pokusem. Soudasti Krebsova media III (KH,PQ4, Na;HPO, . 2 H,0,
NalCO;, KCl, NaCl, MgSO4 . 7 Hy0O, glukosa) pochézely rovnéZz od fy Sigma
Chemical Co a byly v &istoté BioChemika Ultra =99,5 %.

4.2.2.  Lidska leukemie HL-60

Lidska promyelocytarni leukemie HL-60 byla ziskana roku 1979 od 36-leté pacientky
v National Cancer Institute (USA) (Gallagher et al., 1979). Pro proliferaci burky této
linie vyZaduji aktivaci receptori pro insulin a transferin (Breitman et al.,1980). Buriky
HL-60, které odpovidaji pfedevSim promeyelocytim, jsou udrZovany v suspenznich
kulturach jako modelova choroba pro &etné studie, jichz je k dnesnimu dni jiz mnoho
pres deset tisic. Vzhledem k nepfitomnosti p53 (Wolf et Rotter, 1985) byla tato linie
vybrana pro pfedkladanou studii jako zajimavy porovnivaci nadorovy model. Buiiky
HL-60 byly ziskany z banky European Collection of Animal Cell Cultures (Porton
Down, Salisbury, UK) a kultivovany v inkubdtoru s kontrolovanou vlhkosti a 5%

atmosférou CO,, v Dulbeccoveé mediu modifikovaném podie Iscoveho (Sigma-Aldrich
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Co, St. Louis, USA), jeZ bylo obohaceno 20% fetalnim bovinnim sérem. Kultury byly
pasazovany kazdy druhy den fedénim na 2 . 10° bunék/ml. Podftani bundk bylo
provadéno hemocytometrem. Integrita bunééné membrany byla zjidtovana barvenim

trypanovou modfi. Pro tuto studii byly pouZity buiiky pasdZované max. 20krat.

4.3. Testovani Géinku zkoumanych latek na pociteni rychlost biosyntézy

makromolekul in vitro

4.3.1.  Provedeni experimentil

Pro pokusy studujici vliv cytostatika na rychlost inkorporace radioaktivné znaenych
prekurzorit NA a bilkovin, [6-*Hjthymidinu a [U-""C]-aminokyselinové smési, byla
pouZita bunééna koncentrace 1,5 . 10%ml (Biirkerova komirka, roztok eosinu
v izotonickém roztoku NaCl). 6-[*HJthymidin a U-[''C]-aminokyselinova smés
(bilkovinny hydrolyzat) byly zakoupeny od firmy Lacomed, s.r.o. (CR). Znadeny
proteinovy hydrolyzat byl dle udajd vyrobee ziskan z Chlorella, sladkovodni fasy
z ttidy Trebouxiophyceae. U 6-[’H]thymidinu byla provedena kontrola radiochemické
gistoty tenkovrstevnou chromatogratii (> 98 %). Inhibitory byly pro pokusy in vitro

fedény v izotonickém roztoku NaClL

Se supernatanty 1 sedimentem ascitické tekutiny se pracovalo pfi laboratorni teplotg,
pred zahijenim inkubace byly bunééné suspenze po dobu 5 min zchlazeny v ledové
lazni s vodou (0 °C). Bylo pracovano v duplikatech, piip. triplikdtech. Natedéné
bunééné suspenze byly pfiddny vobjemu 1 ml do zkumavek s 0,75 ml Krebsova
roztoku III bez CaCly s pfidavkem glukosy (540 mg.l™") o pH 7.4, 0,15 ml roztoku
inhibitoru (MX nebo DOX o koncentracich 0,0604 — 3,87 mmol.l'l, L-rhamnosa nebo
2-DG o koncentracich 4,167 - 267 mmol.I™") ve F1/1 a 0,1 ml roztoku [6—3H]thymidinu a
L-[U-"*C)aminokyselinové smési — mé&mé aktivity viz PHlohu. Zakladni roztoky MX
(Refador, 30 mg/15 ml, inj. roztok, PLIVA-Lachema a.s., CR) a DOX (Doxorubicin
Teva 0,2%, 10 mg/Sml, inyj. roZtok, Teva Pharmaceuticals s.r.o., CR) byly ve formé
aplika¢nich pfipravkil. Monohydrat L-rhamnosy, 2-deoxyglukosa a melibiosa byly
v nejvy$si dostupné Cistoté od fy Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Okamzité po
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pridani suspenze bunék byl roztok kratce protfepan a bylo odebrano 75 pl vzorku. Dald{
odbéry stejnych mnoZstvi pro stanoveni aktivit byly provedeny po 30, 60, 90, 120 a
150 min béhem inkubace pti 37 °C. V €ase 150 min byly navic odebrany vzorky na
stanoveni viability (Biirkerova komiirka, roztok eosinu v F1/1).

V8echny odebrané vzorky byly okamZit€ nandSeny na koletka filtraéniho papiru
(Filtrak Niederschlag, byv. NDR, priimér 20 mm) fixovand $pendliky na polystyrénové
desti¢ce. Koletka byla po naneseni vysuSena pod infradervenou lampou a promyta
vychlazenou 5% kys. trichloroctovou (3 x 30 min) a pak smésf ethanol:diethylether 1:1
(2 x 45 min).

Po dosuSeni pod infrafervenou lampou byly vzorky pieneseny do scintilaénich
lahvi¢ek a jejich aktivita méfena po 24 h do dosazeni 2% chyby (max. 5 min)
automatickym spektrometrem Beckman LS6000 LL (Beckman Coulter, Inc., USA) za
pouZiti scintilaéniho roztoku Triton (Chemopetrol, byv. CSSR) v objemu 10 ml na
vzorek. U naméfenych hodnot byla provedena korekce vzhledem k t€innosti za pouZiti
vn&jstho standardu. Nekteré hodnoty aktivit H a C a znich vypogitané vysledky

pochézeji ze dvou samostatnych experimenti.

4.3.2.  Vyhodnoceni viivu :koumanych Litek na biosyntézu DNA a bilkovin in vitro

Byly pouZity a porovnany dva zplsoby vypoctu ICsp: V prvnim, ,.kinetickém* byl
vitv bunéfné koncentrace a inhibitorfi na biosyntézu NA a bilkovin posuzovan podle
ovlivnéni pocatetni rychlosti inkorporace (v,) jejich prekurzort, vyjadiené derivaci
funkce /6/ (resp. jejiho tvaru /13/ uvedeného v Diskusi) v ¢ase #=0, tedy tangentou
inkorporacni kiivky protinajici pocatek soufadnic — viz kapitola Diskuse.

Pro vypocet poc¢ateéni rychlosti inkorporace byl pouzit vztah (Mélka, 1980):

1n(ff"‘r° len(A)—Br \ 16/

max

kde I, je intenzita nainkorporované znacky do makromolekuldrni frakce precipitované

kys. trichloroctovou v €ase ¢, {, intenzita inkorporované znaCky v Sase 0, I celkova

inax
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aktivita pfidané znatky. Empirickd konstanta A4 je pfimo imérna pocatedni rychlosti
inkorporace znacky, B je empir. konstanta zavisla na rychlosti degradace

makromolekulami frakce. Rovnici /6/ odvodil Mélka (1980) zlogaritmovénim vztahu:

J oL =1 Mg e 17/

kde konstanta ¢ vyjadfuje celkovou analytickou koncentraci prekurzoru, w; je rychlost
tvorby produktu precipitovatelného kyselinou trichloroctovou, w, rychlost jeho

rozpadu, & znadi koncentraci tohoto produktu, ¢ je koncentrace produkth nesraZenych

kyselinou trichloroctovou a v je rychlost jejich tvorby. Pomér wi/a je ve vztahu /6/

vyjad¥en empirickou konstantou 4, vyraz w;/a +v/c pak empirickou konstantou B.
Pfi odvozeni vztahu /6/ byl &len v/ ¢ zavzat do empirické konstanty B (Mélka, 1980).
1Cso vyjadiuje koncentraci inhibitoru, sniZujici po¢atetni rychlost inkorporace znacky
(vypodtenou podle vztahu /6/, déle viz Diskuse) na polovinu po€ate€ni rychlosti
inkorporace
u kontroly (bez inhibitoru). Pro vypocet empirickych konstant, pocateénich rychlosti
inkorporace a daldi statistické zhodnoceni byly pouZity programy MS Excel 2003 a
NCSS 2004 (Number Cruncher Statistical Systems, USA). Hodnoty IC,, jako

koncentrace inhibitoru sniZujici pocateéni rychlost inkorporace na polovinu kontroly
byly poditany ze zavislosti poate¢ni rychlosti (vg) na logaritmu koncentrace plus jedna,
pomoc{ linedrni regresni analyzy programem NCSS 2004.

V druhém piistupy, ,,jednobodovém™ je ICsy vypoétena jako koncentrace inhibitoru,
snizujfci aktivitu inkorporovanou do makromolekuldrni frakce po 120 min inkubace na
polovinu aktivity makromolekularni frakce po 120 min u kontroly (bez inhibitoru) =
hodnoceni podle jednoho bodu inkorporaéni kfivky. I v tomto piipadé byly hodnoty

[Csp ziskany pomoci linearni regrese.
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4.4.  Analyza bunétného cyklu

Piiblizng 5 . 10° bundk HL v suspenzi bylo 2x promyto ledovym fosfatovym pufrem
(PBS), zcentrifugovano (1200 ot., 10 min, 4 °C) a sediment byl resuspendovan v 70%
ethanolu. Zde byly bufiky fixovany 24 h. Poté byl cthanol odstran&n centrifugaci
(2300 ot, 15 min), supernatant odsat a pfidano cca 3 ml fyziologického roztoku. Opét
byla provedena centrifugace (2300 ot. 15 min). Po odséti supernatantu byl pfidan PBS.
Nasledovala dalsi centrifugace (2300 ot. 15 min). Nésledng byl odsét supernatant,
piiddno 0,5 ml citratového pufru a suspenze inkubovana 5 min pii pokojové teploté. Do
zkumavky byly pfiddny 3 ml PBS a nasledovala opét centrifugace (2300 ot. 15 min).
Po dikladném odsati a pfidani 0,5 ml Vindelova roztoku (Vindel, 1977) byla smés | h

inkubovéna v termostatu pfi 37 °C.

PouZité roztoky:

Citrat-fosfatovy pufr pH 7,8: Na,HPO,4 (0,2 mol.l'l) 162 ml
kyselina citronova (0,1 mol.l™) 8 ml

Vindeldav roztok: TRIS (1,24114 g/10 ml) 1 ml
RNAasa 1 mg/1 ml PBS
propidiumjodid (PT) 5 mg/5 ml PBS
voda ad 100 ml

Obsah DNA (fluorescence, PI) byl analyzovan pomoci pritokového cytometru
(Coulter Epics XL, Hialeah, USA). Pro uréeni podilu bungk v jednotlivych fazich byl
analyzovan minimalni poet 5 000 bunék z kazd¢ho vzorku. K vyhodnoceni byl pouzit

software Multicycle AV.

4.5. Detekce §tépii laminu B

V pozadovanych ¢asovych intervalech byly pfipraveny bun&éné lyzaty pomoci pufru
s obsahem octyl f-D-glucopyranosidu (dezintegrace bunéénych membran) a
orthovanadanu sodného (inhibice fosfatas). Obsah bilkoviny ve vzorku byl stanoven

BCA zkouSkou (bicinchoninova kyselina, roztok siranu méd'natého, Sigma-Aldrich).
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Lyzaty obsahujici stejné mnoZstvi proteinu (30 pg) byly denaturovany pomoci
vzorkového pufru s obsahem SDS a B-merkaptoethanolu a jednotlivé vzorky nasazeny
do jamek polyakrylamidového gelu (5-15%). Po elekroforetickém rozdéleni proteini na
SDS polyakrylamidovém gelu byly proteiny pfeneseny na PVDF membranu (BioRad,
USA). Membrany byly zablokovany fyziologickym roztokem s TRIS-pufrem,
obsahujicim 0,05 % Tween 20 a 5 % odtunéného mléka. Nisledovala inkubace
s primérni protildtkou (anti-lamin B-Calbiochem, Merck, Némecko) pfi 4 °C pfes noc
za mimého tfepani. Druhy den byla membrana promyta a poté hodinu inkubovédn
s patfidnou sekunddrni protildtkou konjugovanou s kienovou peroxidazou (Dako,
Dansko). Vizualizace byla provedena detekénim kitem pro chemiluminiscenci

(Boehringer Ingelheim, Némecko).
4.6. Utinek MX na ascitickou formu nadoru MC29 in vive

Nador MC29 byl ziskdn po usmrceni my$i cervikokranialni dislokaci a otevieni biisni
dutiny NMRI my&i 10. den po jeho ip. transplantaci (viz 2.2.1). Smésny ascites 3 my3i
o objemu 6,5 ml byl nafedén F 1/1 celkem 20x, takZe v aplikovaném objemu suspenze
0,2 ml/my% bylo 10° bungk (pogitani v Biirkerové komiirce, pouzit Schreckiv roztok).
Aplikace byla provedena 0. den do 80 mySich samic NMRI stardich neZ 6 tydoid o
pramérné hmotnosti 29,6 g (SD = 4,52 g).

Prvni den po transplantaci nadoru byly ndhodnym vybérem vytvofeny 3 davkové
skupiny a 1 kontrolni skupina, v¥e po 20 zvifatech (rozdélené vZdy na 2 podskupiny po
10 zviratech). My§1m v davkovych skupinidch byl intravendzné podan MX (Refador,
30 mg/15 ml, inj. roztok, PLIVA-Lachema a.s., CR) v davkach 3, 6 a 9 mgkg' (vyse
davek byla odvozena od postupu v nadi pfedeslé studii, Niang et al., 2006) kontrole pak
F 1/1. Objemy aplikovanych roztokli byly imémeé objemu 0,450 ml/30 g myS. Po
aplikaci MX bylo kaZdy den zaznamenavéno pieZiti mysi, jednou tydné pak celkova
hmotnost jednotlivych podskupin s udénim poétu pfeZivajicich zvifat v podskupinéch.

Stanovovani hmotnosti nadoru: 10. den byly v parach diethyletheru usmrceny mysi
vidy jedné ze dvou podskupin viech davkovych skupin 1 kontroly. Zvifata byla
individualné =zvéZena, byla jim oteviena bfisni dutina, nasat ascites do
3 heparinizovanych kapilar a poté byl zbyly ascites z bfisni dutiny odstranén. Po

odstranéni ascitu byla zvifata opét zvaZena a z rozdilu hmotnosti vypoctena hmotnost
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ascitu. Kapildary byly zcentrifugovany v hematokritové centrifuze (1000 ot., 60 s) a

nasledné byl odeften ascitokrit. Z mediand 3 hodnot ascitokritu kazdé mysi byla

vypoctena .. hmotnost bunécéné frakce ascitu™ m, :

my=a(m,—m,), /8/

kde a je median 3 hodnot ascitokritu dané mysi (%), 7, hmotnost mys$i pfed odebrdnim

ascitu, m, hmostnost mySi po odebrani ascitu. Zbyld zvifata byla ponechana pro
zjistovani pfeZiti.

Stanovovani preziti: PfeZiti my$i bylo zaznamenavano kazdy den, jednou tydné byla
skupina Zijicich zvifat vaZena. PfeZiti zvifat v jednotlivych dédvkovych skupinach bylo
porovnavéano s kontroln{ skupinou.

Pro uréeni vztahu mezi cytostatickou 1é€bou a délkou preZiti byl pouzit Coxtv model

proporcionalnich rizik (Carter, 1982):

A(E) = 5y () P F 191
mRr=2@ 110/
Ay (2)

kde A() je odezva rizika v &ase ¢ u zvifat, jeZ byla 1éena davkou x mgkg™, A, (¢) je
funkce rizika vcase ¢ pro kontrolni zvifata; S, a f, jsou koeficienty polynomu
druhého stupné bez absolutniho élenu podle Cartera a spol. (1982) a R je index
relativniho rizika. Nejniz${ bod funkce /4/, odpovidajici optimalni dévce x_,, byl

vypod&ten pii poloZeni 1. derivace funkce podle ddvky x rovno nule, tedy:

OA(t ot B _
©) = o(f)eﬁ . (ﬁ1+2ﬂ2xopt)zo tak7e x [:~—ﬁ]—. 11/
ax X=X opi i 2ﬁ2
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Koeficienty regrese byly odhadnuty programem NCSS 2004. Statistickd vyznamnost
polynomi byla uréena uZitim Fisher-Snedecorova rozloZeni. Zachazeni s pokusnymi

zvitaty bylo ve shodé s pfislusnymi pfedpisy, viz 4.1.1.
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5. VYSLEDKY

5.1. Studium farmakokinetiky melibiosy a L-rhamnosy’ a testovani integrity

hepatocelulirni bariéry u potkana

5.1.1. Farmakokinetika melibiosy a L-rhamnosy

Primarné sledovanym ukazatelem byl Casovy vyvoj koncentraci L-rhamnosy a
melibiosy v plazmé& po jednordzovém iv. podini 100 mgkg™ potkantim (obr. 6).
Biexponenciélni pokles plazmatickych koncentraci v ¢ase s pfechodem v 30 — 60 minu-
t€& sledovani odpovidd rychlému ukon¢eni distribuce obou latek do tkdni v prvni fazi a
nasledné eliminaci v dal3i fazi.

Farmakokinetické parametry obou sloucenin vypoétené zdasovych profild
plazmatickych koncentraci jsou shrmuty v tab. 1. a 2. Pfi porovnani farmakokinetickych
parametri obou sloucenin mezi skupinou intakinich a imitované operovanych zvitat
nebyl nalezen Zziddny statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty distribuénich objemi
Zji§tované ob&ma zplsoby (Vd, 1 Vd_) byly v jednotlivych skupinach pro konkrétni
cukr obdobné. Porovnani hodnot clearance ukazalo vysokou pfevahu rendlni exkrece
obou latek. Pro oziejméni mechanismu renélni exkrece obou sacharidd byly stanoveny
poméry jejich rendlnich clearance a clearance kreatininu, markern glomerulami filtrace.
Tyto jsou uvedeny v tab. 1. a 2. a dosahuji u obou sacharidd hodnot piiblizné 1, coz
potvrzuje glomerularni filtraci jako hlavni mechanismus renalni eliminace obou latek. U
potkan® s obstrukei Zlu€ovodu byla celkova clearance L-rhamnosy mirng, nevyznamng
vy$8f nez u kontrolnich zvifat, coZ vyplyva z vyznamného zvySeni hodnot bilidrni
clearance ve srovmdni s potkany po imitované operaci. Podobné vysledky byly
naméfeny u melibiosy (tab. 2). Zména Zadn¢ho ze systémovych farmakokinetickych
parametri melibiosy nebo L-rhamnosy v3ak nebyla po obstrukei Zluovych cest

pozorovana.

*Viz pozn. 1 (4.1).
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Profil plazmatickych koncentraci L-rhamnosy
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Obr. 6 Vyvoj plazmatickych koncentraci L- rhamnosy, melibiosy a jejich poméru v ¢ase u intaktnich
potkant (INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) i potkanu s obstrukei Zluéovodu (BDO) po
jednordzovém £ v. podani téchto sacharidi v davece 100 mg. kg™'). Hodnoty vyjadiuji arltmetmky pramsr
+ SEM (n = 7 v kaZdé skuping). Statisticky vyznamné odliné od zvifat po imitované operaci (p<0,05).
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intaktni sham BDO
Davka (umol) 214 +3,4 202425 210+3,9
Crnax (BM) 1910+ 124 1780 + 119 2050 + 134
AUC (umol. I h) 1510 + 122 1790 + 204 1490 + 99
K (min™) 0,01 £ 0,001 0,01 = 0,001 0,01 £ 0,001
AUMC, (pmol.I 2200 + 425 4490 = 1080 2240 + 262
Lh)
t12 (min) 78,3+ 10,2 127+ 12 85+4.4
MRT (h) 1,4=02 2,3+0,3 1,5 = 0,09
CLg: (mlh™h 145+ 11 124 + 16 144 £ 9.8
Vd, (L) 0,27 - 0,04 0,36 = 0,03 0,29 + 0,02
Ve (L) 0,2 +0,02 0,26 = 0,02 0,21 + 0,01
CLpie (mlh™) 0,63 = 0,07 0,58 £ 0,06 124018
CLyen (ml.h™) 99+ 11 85+ 16 106 + 12
CLcgr (mLh?) 104 + 13 126 + 10 106 + 15
CLyen/CLer 1,0=0.2 0,7+0,1 1,1=0,2

Tab. 1 Farmakokinetické parametry L-rhamnosy po jednordzovém intravenéznim podani v dévce
100 mg kg™ Intaktnim zvifatiim (INT), potkaniim po imitované operaci (SHAM) a potkantim s obstrukci
Zlu¢ovodu (BDO) (24 h po piipadném zékroku). Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér + SEM (n=7v

kazdé skuping). Statisticky vyznamné odlisné od zvifat po imitované operaci (" p < 0,001). AUC,, =

plocha pod kiivkou zavislosti plazmatické koncentrace na ase, AUMC,, = plocha pod momentovou
kiivkou (na podatku) této zavislosti, MRT = stiedni pobytovd doba, CL. = clearance, Vd = distribudni

objem.
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intaktni sham BDO
Diéavka (umol) 103+ 1.6 07+1.2 101 +1,9
Crnax (M) 1033 +61 1003 + 66 1150 + 77
AUC ¢ (umol.1I" ) 662 + 64 758 + 88 598 + 33
Ko (min™) 0,02 £ 0,002 0,01+ 0,002 0,01 + 0,002
AUMC g (pmol.l 648 + 158 1190 + 364 531 + 51
l.h)
ty (min) 44,5+ 6,4 733122 514 4,6
MRT (h) 0,9+0,1 1,4+0,3 0,9 £ 0,06
CLi (mlh™H) 160 = 14 141419 172+ 11,1
Vd, (L) 0,17+ 0,02 0,22 = 0,02 0,2 +0,02
Vg, (L) 0,14 + 0,01 0,17 = 0,02 0,15 + 0,01
CLojie (mLh™) 0,10+ 0,01 0,13 £ 0,01 128 +0,15™
CLyen (mbh™) 117+ 13 102 + 18 13412
CLcr (mlh™) 104 + 13 126 + 10 106 + 15
CLeen/CLcR 1,2+£0.2 0,8+0,2 1,4 0,2

Tab. 2 Farmakokinetické parametry melibiosy po jednordzovém intravenéznim podani v davce 100
mg.kg': Intaktnim potkanfim (INT), potkaniim po imitované operaci (SHAM) a potkanim s obstrukei
Zlugovodu (BDO) (24 h po pHpadném zakroku). Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér £ SEM (n=7v
kazdé skuping). Statisticky vyznamng odliSné od zvifat po imitované operaci ("p < 0,001). Zkratky
farmakokinetickych parametrt viz tabulku I.
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5.1.2. Bilidrni a rendlni exkrece

Toky moce a Zlude v prib&hu pokusu u jednotlivych skupin ukazuje obr. 7. Nebyl
zde pozorovan Zidny statisticky vyznamny rozdfl mezi jednotlivymi skupinami
v 74dném ze sledovanych intervalt. Casovy vyvoj kumulativni modové a Zludové
exkrece L-rhamnosy a melibiosy je na obr. 8 a 9. U intaktnich (neoperovanych) potkand
byla hlavni cestou eliminace obou cukrii rendlni exkrece, &itajici za 4 h 61,7 %
(L-thammnosa) a 70,6 % (melibiosa) podané davky (obr. 8). Biliarni exkrece byla naproti
tomu nizkd, a sice 0,40 % (L-rhamnosa) a 0,06 % (melibiosa) aplikované davky
L-thamnosy, resp. melibiosy (obr. 9). V rendini ani biliarni kumulativni exkreci obou
latek nebyly mezi zvifaty po imitované operaci a konirolnimi zvifaty nalezeny
v hodnocenych ¢asovych intervalech Zadné statisticky vyznamné rozdily. U potkani
s obstrukei Zlu€ovodu se v prvnich 60 minutach pokusu objevilo vyznamné zvyseni
biliarmi exkrece obou sacharidii. Disledkem toho byly u potkani s obstrukei Zlu€ovodu
kumulativni biliarni exkrece obou latek zna¢né vy$§ neZ u obou skupin kontrolnich
zvitat (obr. 9). Kumulativni rendlni exkrece obou latek byla u potkant s obstrukci
ZluCovodu nezménéna. Pomér melibiosa/L-thamnosa jako indikator paracelularni
permeability byl vypolitdn z kvantitativnich hodnot exkrece. Byl zjidtén vyznamny
vzestup tohoto pomé&ru u bilidrni exkrece zvifat s obstrukei Zlu€ovodu v pribéhu
prvnich ¢tyf intervald odbé&ru (b&hem 120 min po podani obou sacharidd) s naslednym
poklesem na troveii hodnot pozorovanych u kontrolnich skupin (obr. 10). Kumulativni
bilidrni exkrece proto vykazovaly zvySeni tohoto poméru behem celého pokusu,
Vyznamnym zjiSténim bylo, Ze pomér rendlnich exkreci t€chto sacharidi u potkani
s obstrukei Zlu€ovodu nebyl zménén. Obstrukce ZluCovodu neméla vliv na pomér
kumulativnich hodnot renalni exkrece melibiosy a rhamnosy (obr. 11). Vzhledem
k zvySenému poméru bilidarni exkrece melibiosy/L-rthamnosy je zajimavé porovnani
pomért plazmatickych/Zlu€ovych koncentraci L-rhamnosy a melibiosy (obr.12ZA a B).
V piipadé L-rhamnosy nebyl u potkand s obstrukei Zluc¢ovodu zaznamenan zadny
pokles tohoto pomeéru. U melibiosy byl naproti tomu ve skupiné s obstrukei Zlucovodu

tento pomér v porovnani s intaktnimi a imitované operovanymi zvitaty vyrazné snizen.
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Zmény v hodnotach biochemickych ukazateli jaternich funkei jsou uvedeny v tab. 3.
Podle ofekavani byl druhy den po obstrukei Zlu€ovodu byl zaznamenan vyznamny

vzestup koncentraci celkového a konjugovaného bilirubinu a aktivit ALT a AST v séru.
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Obr. 7 Tok modi (A) a zluéi (B) u intaktnich potkanit (INT), zvitat po imitované operaci (SHAM) a
potkan( s obstrukei Zluovodu (BDO). Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér + SEM (r =7 v kazdé
skuping). Mezi skapinami nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 8 Kumulativni renilni (UE) exkrece L-rhamnosy a melibiosy u intaktnich potkand (INT), zvifat
po imitované operaci (SHAM) a potkanti s obstrukei Zlugovodu (BDO). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky
primér + SEM (n = 7 v kaZzdé skupin€). Mezi skupinami nebyly pozorovény statisticky vyznamné
rozdily.
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Obr. 9 Kumulativoi biliarnt (BE) exkrece L-rharanosy a melibiosy u intaktnich potkand (INT), zvifat
po imitované operaci {SHAM) a potkani s obstrukei Zlu€ovodu (BDO). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky
primér 4 smérodatou odchylku aritm. priméru (n = 7 v kazdé skuping). Statisticky vyznamné odligné
od zvitat po imitované operaci (" p < 0.01, " p <0.001).
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Melibiosa/L-rhamnosa pomér BE
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Obr. 19 Pomér exkreci melibiosy a L-rhamnosy do #luéi (BE) a zmény tohoto pomé&ru pfi korekei na
kumulativni hodnoty u intaktnich potkanti (INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) a potkanf
s obstrukei Zlufovodu (BDO). Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primé&r <« smérodatnou odchylku aritm.

Rk

p<0.001).

priméru (n = 7 v kaZdé skuping). Statisticky vyznamné odliiné od zvifat po imitované operaci (p < 0.05,
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Obr. 11 Pomir exkreci melibiosy a L-rhamnosy do mofi (UE)} a zmé&ny tohoto poméru pfi korekei na
kumulativni hodnoty u intaktnich potkand (INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) a potkanii
s obstrukci Zluéovodu (BDO). Hodnoty vyjadfuji aritmeticky primér =+ smé&rodatnou odchylku aritm.
priméru (» = 7 v kazdé skuping). Mezi skupinami nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
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Obr. 12 Poméry plazmatickych a Zlufovych koncentraci L-rhamnosy (A) a melibiosy (B) u
intaktnich potkant (INT), zvifat po imitované operaci (SHAM) a potkant s obstrukei Zlugovodu (BDO).
Hodnoty vyjadiuji aritmeticky primér =+ smérodamou odchylku aritm. priméru (» = 7 v kaZdé skuping).

Statisticky vyznamné& odliZné od zvifat po imitované operaci (*"p < 0.01, r < 0.001) pouze pro
melibiosu.
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INT SHAM BDO
ALT (IUN) 2.5+ 0,6 3,008 153+137"
AST (TU/D) 4,8+ 0.9 47+ 1,1 160+£12""
Celkovy bilirubin 3,0+ 0,1 3.04:02 11,616
Konjugovany bilirubin 2,0+ 0,1 2,0+ 0.1 53+19°

Tab. 3 Hodnoty biochemickych ukazateld jaternich funkei u potkanti bez pfedchozi operace (INT), po
imitované operaci (SHAM) a u potkand s obstruke! Zlufovodu (BDO). Hodnoty vyjadfuji aritmeticky
primér £ SEM (=7 v kaZdé skuping). Statisticky vyznamné odli&né od zvifat po imitované operaci Cp
<0,05, "p<0,01, p <0,000).

5.2. Udinek modelovych cytostatik mitoxantronu a doxorubicinu na ovlivnéni
syntézy DNA a bilkovin v ascitické formé mygich nadori MC29 a ATE in

vitro

V této &asti pfedkladané prace byly provedeny pokusy ir vifro s modelovymi
cytostatiky, MX a DOX. Cilem bylo ovéfit zavedenou metodu sledujici Casovy pribéh
simultanni inkorporace [6-"H]-thymidinu a L-[U-"*C}-aminokyselinové smési do bungk
ascitickych forem dvou my$ich karcinomt, MC29 a ATE, udrzovanych v kratkodobych
suspenznich kulturach. V tabulkach P1, P3, P5, P7, P9, P11, P13 a P15 v Pfiloze jsou
uvedeny primdrni data ziskana z experimentd, tedy hodnoty aktivit *H a "'C ve frakei
vzorkl téchto kultur precipitované zfed&nou kyselinou trichloroctovou. Vzorky byly
odebirany v ¢asovych intervalech 0, 30, 60, 90, 120 a 150 min. Hodnoty 7.4, znacici
celkovou mémou aktivitu pfidané znacky, byly méfeny v 7. minuté inkubace. Z téchto
aktivit byly pro jednotlivé nadory v piitomnosti jednotlivych cytostatik a pro kazdé
znadeni zvla§t pomoci vztahu /6/ vypoéteny hodnoty pocateénich rychlosti (vy),
empirickych konstant 4 a B. Tyto vysledky jsou uvedeny v tabulkach P2, P4, P6, P8,
P10, P12, P14 a P16 v Piiloze. NiZe uvedena tab. 4 pfehledné shrnuje porovnani dvou
raznych postupd (,.kinetického™ a ,jednobodového™) pfi vypoétu hodnot ICsy pro

suspenze obou experimentalnich nddort v p¥itomnosti MX nebo DOX.
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nador inhibitor | prekurzor ICs0 (1) (umoll")” | ICsp (2) (umol1?)’

MC29 MX *H-thymidin 15,91 16,69
L-[U-“cy- 36,26 41,07
aminokyselin. smés

ATE MX *H-thymidin 28,79 23,41
L-[U-"*C]- 77,84 75,34
aminokyselin. smés

MC29 DOX *H-thymidin 16,01 9,64
L-[U-"CJ- inhibice nebyla inhibice nebyla
aminokyselin. smés | prokdzana prokdzana

ATE DOX H-thymidin 22,91 16,80
L-[U-"C]- inhibice nebyla inhibice nebyla
aminokyselin. smés | prokazana prokazana

Tab. 4 Hodnoty EC50 mitoxanfronu a doxorublcmu u kratkodobych kultur ascitickych forem
nadnru MC29 a ATE in vitre, pro inkorporace “H- -thymidinu a [U-"*CJ-aminokyselinové smési.
"1Cso(1) = koncentrace inhibitoru, snizujici podatedni rychlost inkorporace znacky na polovinu podétedni
rychlostl inkorporace u kontroly (bez inhibitoru) — , kineticky pfistup®. "1Cs(2) = koncentrace inhibitoru,
snizujici aktivitu inkorporovanou do makromolekuldrni frakce po 120 min inkubace na polovinu
aktivity makromolekularni frakce po 120 min u kontroly (bez inhibitoru) — , jednobodovy pFistup*.

U obou nadorlt je v pifitomnosti MX i DOX patrny pokles hodnot podateénich
rychlosti inkorporace *H-thymidinu (obr. 13A, B). Hodnoty 1Csq pro inkorporaci “H-
thymidinu jsou v pfipadé ascitické formy karcinomu MC29 u DOX i MX niZ$§i nez pfi
pouziti ATE. V pfitomnosti MX doSlo k tutlumu inkorporace aminokyselin u obou
nadort, zvla§te MC29. U DOX nebyla ani u jednoho z nddorovych modeld v rozmezi

pouZitych koncentraci po dobu trvani inkubace dosazena IC,, pro inkorporaci L-[U-
14C]-aminokyselinové smési. Hodnota IC,, ziskana linedrni extrapolaci zavislosti vy na

logaritmu koncentrace DOX zde o nékolik #add pfevy3uje pouZité koncentrace. Nulovd
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hypotéza H, o tom, e smémice pfimky vyjadiujici zavislost pocateCni rychlosti
inkorporace na logaritmu koncentrace DOX je rovna nule (H,:b5=0), nebyla na

hlading vyznamnosti 0,05 zamitnuta. Znamena to, Ze se pocateéni rychlost inkorporace
L-[U-"*C]-aminokyselinové smési za danych experimentdlnich podminek pfi
stoupajicich koncentracich DOX prakticky neméni (obr. 13B).

7 tab. P2, P6, P10 a P14 v P¥iloze je vedle poklesu konstant 4 a tedy i poCate¢nich
rychlosti inkorporace znatek ve vet§ing pifpadd zfejmy i souCasny vzestup hodnot
rychlosti degradace makromolekuldrni frakee (konstanta B) a tedy i pokles poroérii
A/ B se stoupajici koncentraci cytostatika. Dalsim zjisténim je, jak je vidét v tab. P1,
P3, P9 &i P13 v Piiloze, mirny pokles hodnot inkorporovanych aktivit v poslednich

intervalech odbéru.

Inkerperace *H-thymidinu do MC2¢ Inkorporace "*C-aminokyselin do MC29
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Obr. 13A Zavislost poéatetni rychlosti inkorporace *H-thymidinu nebo L-|U-"*C]-aminokyselinové
smési do bunék MC29 a ATE na Kkoncentraci MX. Na ose x je vynesen log (¢ + 1), uveden je
koeficient determinace (R?) pro linearni regresi.
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Inkorporace *H-thymidinu do MC29

Inkorporace “C-aminokyselin do MC29
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Obr. 13B Zavislost poéiteéni rychlosti inkorporace *H-thymidinu nebo L-[U-"*C]-aminokyselinové
smési do bunék MC29 a ATE na koncentraci DOX. Na ose x je vynesen log (¢ + 1), uveden je
koeficient determinace (R) pro linedrni regresi.

5.3.  Ovéreni senzitivity ascitické formy nadoru MC29 na MX in vivo

Experiment zji§tujici citlivost nadoru MC29 na MX byl proveden pro doplnéni
poznatkll o vlastnostech tohoto nového nédorového modelu, ziskanych in vifro.
Sledovéan byl vliv intravendzné podaného MX v davkach 3, 6 a 9 mg.kg” na hmotnost
nadoru (zjistovanou jako hmotnost bunééné frakce nadorového ascitu) a pfeziti my$i.
Cytostatikum bylo podédno den po inokulaci 10° bundk nadoru i.p. Ovlivnéni hmotnosti
nadoru MC29 (resp. bunééné frakce jeho ascitické formy) uzitymi davkami
mitoxantronu, zjiStované 10. den po inokulaci nadoru, je statisticky vyznamné.

Primérné hmotnosti bunééné frakce nddorového ascitu jsou shrnuty v tab. 5.
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Davka Aritmeticky primér hmotnosti p (t-test, Bonferroniho Li8i se od skupin Procento
(mg.keg?) | bun&éné frakce ascitu (my) modifikace a=0,05/3) {mg/kg) kontroly
(interval spolehlivosti) (g) (Fishertiv LSD-test,

a=0,05)
0 0,621 (0,4862 - 0,7558) - 6. 6 100
3 0,503 (0,3974 - 0,6093) 0,07130 9:6 81
6 0,340 (0,2347 - 0,4453) 0,000930 3:0 55
9 0,239 (0,1721 - 0,3054) 0,000033 3:;0 38

Tab. 5 Hmotnost bunééné frakee nadorového ascitu u skupin my$f 10. den po i v. podani
mitoxantronu v dévkach 0, 3, 6 a 9 mg.kg™", n=10 v kaZdé skupiné.

14, 7 n&ho je zfejmé, Ze se stoupajici davkou tento uc¢inek roste prakticky linearng.

Obr. 14 Hmotnost bunéfné frakee ascitického nidoru MC29 (my) 10den po i v

Regresni kfivku zavislosti hmotnosti bunééné frakce ascitu na davece znazortiuje obr.

Hmotnost nadoru - % kontroly

mitoxantront.
F-test (1,24 stupii@ volnosti): F-ratio = 20,4; p=0,0001; R =046
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Za piedpokladu normality rozdé&leni a shodnosti rozptyll byla pro jednotlivé davkové
skupiny provedena Bonferroniho modifikace Studentova t-testu na hladinu vyznamnosti
o = 0,05/3. Z hodnot p vyplyvé, Ze je u davkovych skupin 9 a 6 mgkg™ vyznamny
pokles hmotnosti bun&né frakce ascitu. Pfi vicendsobném porovnéni jednotlivych
skupin mezi sebou Fisherovym LSD-testemn byla na hlading vyznamnosti o = 0,05
skutetné nalezena pfedeviim odlignost skupin s davkami 6 a 9 mgkg”’ od kontroly.
Primarni data métfeni hodnot ascitokritl a hmotnosti bunénych frakei ascitu u
jednotlivych davkovych skupin myS$f podrobné ukazuje tab. P17 v Pfiloze.

Dale byl sledovan u€inek MX na preziti mySi s intraperitonedlng inokulovanym
nadorem MC29. Doby pieziti byly statistiky zpracovany Coxovym regresnim modelem
podle Cartera (Carter et al., 1982), ktery umoziiuje vyjadfit zdvislost indexu relativntho
rizika smrti na ddvce cytostatika. Graf této zévislosti je na obr. 15. Body kiivky
odpovidajici InR < 0 zna¢i snizené riziko smrti proti kontrole, tedy zvy3eny terapeuticky
benefit. Pro nador MC29 jsme na zaklad¢ zjidténé zavislosti (obr. 15) vypoc¢itali pomoci
vztahu /11/, uvedeném v oddilu Materidl a metody, optimdlni davku MX Xopt =
4,726 mgkg”, tedy 14,2 mg.m™ (Freireich et al., 1966), ktera odpovida nejniz$imu
riziku smrti. Priméry pfeziti shrnuje tab. 6. Vtab. P18 v Pfiloze jsou podrobnéji
uvedeny doby preziti jednotiivych my#i.

Davka (mg.kg") | Geometricky primér pieziti | Procento kontroly

(interval spolehlivosti) (dny)

0 14,69 (11,61 - 18,58) 100
3 16,42 (12,20 -22,11) 112
6 21,07 (15,02 - 29,54) 143
9 14,29 (11,05 - 18,49) 97

Tab. 6 PreZziti my3ich samic NMRI, jimZ byl intravendézné aplikovan mitoxantron 1. den po
transplantaci adenckarcinomu MC29,
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Obr. 15 Zavislost logaritmu indesu relativniho rizika (R) na davee MX a @éinpost MX na MC29.
Regresni model /9/. f,=-0,459162+0,179494; p = 0,0105; £, =0,048582+ 0,019751; p= 0,0141.
Minimum k¥ivky ukazuje na optimalni davku, pfi které je relativné nejvyhodnéjsi pomér mezi rizikem
smrti zplsobené nadorovou chorobou a rizikem smrti v diisledku toxicity cytostatika.

5.4. Protinidorova iinnost L-rhamnosy v porovnini s 2-deoxyglukosou

5.4.1. Uéinek L-rhamnosy a 2-deoxyglukosy na syntézu DNA a bilkovin v

nddorovych buisikdch

Protinadorovy 10¢inek L-rhamnosy v porovnani s2-DG byl zjidtfovan metodou
simultanni inkorporace [6-H]-thymidinu a L-[U-""C]-aminokyselinové smési do
nadorovych bunék ATE, MC29 a HL-60 v kratkodobych kulturach in vitro. Uspofadani
pokusti bylo analogické jako u studie in vifro s DOX a MX (viz. 5.2). Primarn{ data,
tedy hodnoty aktivit °H a '*C ve frakci vzorkd téchto kultur, precipitovatelné zfedénou

kyselinou trichloroctovou, jsou uvedeny v tabulkach P19, P21, P23, P25, P27, P29, P31,

P33, P35 a P37 v Ptiloze. Hodnoty pocateéni rychlosti (v,) a empirickych konstant 4 a

B, vypobtené ztéchto aktivit pomoci vztahu /6/ jsou pro jednotlivé nadory

E

v pfitomnosti L-rhamnosy a pro kazdé znadeni zv1a$t uvedeny v tabulkach P20, P22,

P24, P26, P28, P30, P32, P33, P36 a P38 v Pfiloze.

56



Asciticky Ebrlichiv nador (ATE)

V pEitomnosti 2-DG doslo k vyznamné inhibici inkorporace [6->H]-thymidinu i L-[U-
MCl-aminokyselinové smési (obr. 16A, tab. P19, P20, P21, P22). Hodnoty IC,, byly
1,87 resp. 3,64 mmol.l. V tab. P20 v priloze je navic zfetelny dilezity jev: Zatimco se,
stejné jako u modelovych cytostatik MX a DOX, konstanta A4 (ze vziahu /6/), kterd
znali biosyntézu DNA, pfi zvy3ujici se koncentraci 2-DG sniZuje, konstanta B, jeZ
ukazuje na degradaci DNA, v pfipadé 2-DG (na rozdil od MX a DOX) soudasnd
nestoupéa. Pravdépodobnég lze tedy konstatovat, Ze s rostouci koncentraci 2-DG dochéazi
ke stale siln&j3i mhibici syntézy DNA, aviak nezvySuje se jeji degradace.

Pii inkubaci s L-rhamnosou byla zaznamenana pouze slabd inhibice inkorporace
[6-°H]-thymidinu (pfi 20 mmol.1"' byla hodnota podatedni rychlosti inkorporace 68,4 %
kontroly) a Z4dna vyznamna inhibice inkorporace L-[U-'*CJ-aminokyselinové smési
(obr. 16B). Nulova hypotéza Hy o tom, Ze smérnice pfimky vyjadfujici zavislost
pocateéni rychlosti inkorporace na logaritmu koncentrace L-rhamnosy je nulovd (Hy : b
= (), nebyla na hlading vyznamnosti 0,05 zamitnuta. To znamen4, Ze L-rhamnosa zde

nema prakticky Zadny efekt na inkorporaci znaenych aminokyselin.

Mysi adenokarcinom mlé¢né zlazy MC29

V pfitomnosti 2-DG doslo k vyznamné inhibici inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bungk MC29 (ICsp = 3,67 mmoll?) i L-[U-'*C]-aminokyselinové smési (ICsp =
5,54 mmol.I'Y), viz obr. 16A.

U bunék inkubovanych s L-rhamnosou vsak nebyla pozorovana zidnd vyznamnd
inhibice inkorporace ani jednoho ze znafenych prekurzortt (H,o smérnici pfimky
nebyla zamitnuta, viz vySe), viz obr. 16B. Podobné jako u ATE nebyl ani zde

zaznamendan vzestup konstanty B se zvy$ujici se koncentraci 2-DG.
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Obr.16A Zavislost poéate€ni rychlosti inkerporace SH-thymidinu nebo L-[U-"*C]-aminokyselinové
smdsi do bunék ATE, MC29 a HL-60 na koncentraci 2-DG. Na ose x je vynesen log (c + 1), uveden je
koeficient determinace (R*) pro linedrni regresi.
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Obr.16B Zavislost potatefni rychlosti inkorporace *H-thymidinu nebo L-[U-”C]—aminokyselinnvé
smési do bunék ATE, MC29 a HL-60 na koncentraci L-rhamnosy. Na ose x je vynesen log (c + 1),

uveden je koeficient determinace (R?) pro linedrni

regresi.
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Lidska promyelocytarni leukemie HL-60
Pocatedni rychlost inkorporace [6-’H]-thymidinu byla v piitomnosti 2-DG sniZena
(obr. 16A), hodnota IC,, doséhla 19,31 mmol.l" Inhibice inkorporace L-[U-'*C]-
aminokyselinové sm&si nebyla hodnocena (vyrazny rozptyl bez zaznamenatelného
trendu hodnot).
Butiky v prostiedi s L-thamnosou nevykazovaly Zadné ovlivn€ni inkorporace [6-"H]-
thymidinu (obr. 16B), inkorporace MC_znatenych aminokyselin nebyla hodnocena (viz

vyse).

5.4.2.  Udinek L-rhamnosy a 2-deoxyglukosy na proliferaci bunék HL-60

Buiiky HL-60 byly na zaatku zfedny na koncentraci 2 . 10°. ml?. V pribshu
sledovaného intervalu byl zaznamenén exponencidln{ rist (obr. 17). JiZ pii koncentraci
2-DG 0,5 mmol.I’ doglo v porovnani s kontrolnimi bufikami ke sniZeni proliferace
(analyzované jako poget viabilnich bunék). Koncentrace 2-DG 2-16 mmol.I" kompletng
inhibovaly buné&&nou proliferaci {(obr. 17). V piitomnosti L-rhamnosy v koncentracich
0,125 — 32 mmol.l" nebylo zaznamendno Zidné vyznamné ovlivnéni po&tu viabilnich
bundk v porovnani s kontrolou (obr. 17). Inhibice proliferace v pfitomnosti 2-DG byla

koncentraéng zavisld (obr. 18) a byla zaznamendana pii koncentracich nad 0,5 mmol.I”

po inkubaci 48 h a del3i.
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Obr. 17 U&inek 2-DG (levy graf) a L-rhamnosy na proliferaci bunék HL-60.

HL-60 byly vystaveny L-rhamnose nebo 2-DG v koncentracich od 0,125 mmoll" do 32 resp.
16 mmol.l”, v piném kultivaénim mediu. Body vyzna&uji primér tfech experimenténich hodnot + SD.
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Obr. 18 Porovnani d€inku L-rhamnosy a 2-DG na buné&nou proliferaci pe 48 h inkubace. Buiiky
HL-60 byly inkubovéany s L-rhamnosou nebo 2-DG v koncentracich od 0,125 mmol.I" do 16 mmol.I"*
v plném kultivaénim médiu po dobu 48 h. Data vyznaluji primeéry tfech experimentanich hodnot :+ SD.

5.4.3.  Ovilivnéni bunééného cykiu a indukce apoptozy v pfitomnosti L-rhamnosy a

2-deoxyglukosy a $tépeni laminu B

Po 24-hodinové inkubaci bun&k HL-60 s 2-DG o koncentraci 5 mumol.I” dochazelo
k zastavé buné&Zného cyklu ve fazi G,. Podil bunék v S fazi klesl z 50 % (kontroly) na
38 %, podil bunék v G»/M fazi z 12 % na 8 % (obr. 19A). Pfi hodnoceni 72 h od
zacatku inkubace s 2-DG byl zachycen sub-G-peak, ukazujici na apoptézu (29 %
bunék) (obr. 19B). V pribéhu apoptézy je jaderna DNA $tépena na kratdi
internukleosomalni sekvence a vznikaji kratké §t€py DNA, jeZ nasledné z bunék unikaji.
Apoptotické bunky tak maji niZ§f obsah DNA neZ normalni buiky v G; fazi bunééného
cyklu. L-Rhamnosa ve stejné koncentraci (5 mmolL.I"") neovlivnila rozloZeni bungk

ve fazich bunééného cyklu a neindukuje apoptdzu.

Tyto vysledky potvrzuje 1 detekce Stépeni laminu B. Fragmenty tohoto proteinu
vnitini jaderné membrany se objevuji v priib&éhu apoptdzy. Zjistili jsme, Ze zatimco
v pfitomnosti  2-DG se $tépy laminu B v buikach HL-60 objevuji, nejsou po inkubaci

s L-rhamnosou detekovatelné (obr. 20).
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Obr. 19 Uinek L-rhamnosy 2 2-DG na rozloZeni bun&éného cyklu a indukei apoptézy. Buiiky
HL-60 byly inkubovany s L-rhamnosou nebo 2-DG o koncentraci 5 mmol.I” po dobu 24 h (A)a 72 h (B).
Obsah DNA byl méfen flow-cytometricky. 2-DG indukovala blok bunéného cyklu ve fazi Gl a
ndslednou apoptdzu. Apoptdza byla detekovana jako subGl-peak, tzn. niZ8f obsah DNA neZ
v normalnich buiikach v G1 fazi.
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Obr. 20 Utinek L-rhamnosy a 2-DG na §tépeni laminu B. Buitky HL-60 byly inkubovény
s L-rhamnosou nebo 2-DG o koneentraci 5 mmol.I” po dobu 24 b nebo 72 h, lyzovany, a §tép laminu B
byl detekovén v plném bunééném lyzétu pomoci western blottu. 2-DG indukuje vyrazné Stépeni laminy

B, coz ukaznje na aktivitu kaspas a apoptézu v t8chto burikach, zatimco L-rhamnosa tyto zmény
neplisobi.

02



6. DISKUSE

6.1. Studium farmakokinetiky melibiosy a L-rhamnosy a testovdni integrity

hepatobilidrni bariéry u potkana

Jednim z cili na3i farmakokinetické studie bylo ozfejmit detailni farmakokinetiku
L-rhamnosy se zvlastnim zaméfenim na dosud nepopsanou bilidrni exkreci. Rendlni
exkrece L-rhamnosy zjisténd v této studii koresponduje shodnotami v literatufe
(Hallemeesch et al., 2000; Krecic et al., 2003). Mozny vliv ostatnich cest, jako jsou
piemény na potencialni metabolity — rhamnito] nebo rhamnonovou kyselinu, vyZaduji
v budoucnosti dal3i studie. Pro testovani permeability bariér v8ak nejsou podstatné. Tato
prace poprve ve sv€tové literatufe kvantifikuje biliarni exkreci L-rthamnosy a melibiosy
u potkanti a ukazuje, Ze tato cesta hraje jen velmi malou roli v celkovém obratu obou
latek. AvSak pomér koncentraci L-rhamnosy vplazm& a Zluéi mim& vy$$i nez
1 ukazuje, Ze rychld pasivni diftze tohoto deoxysacharidu skrz hepatocyty (rychlé

vyrovnani koncentraci ve Zluci a plazmé) je velmi podobn4 situaci u enterocytd.

Detailni farmakokinetickd studie intravendézné podané L-rhamnosy a melibiosy
ukazala, Ze bilidrni exkrece obou sacharidd byla u potkanii s obstrukei Zlucovodu
zvySena v pribéhu prvnich 60 minut po podani v porovnani se zvifaty po imitované
operaci a intaktnimi jedinci. Naridst byl vyssi u melibiosy. Disledkem toho bylo zvyseni
pomé€ru melibiosa/L-rthamnosa potitaného zhodnot Zlucové exkrece u potkanti
s obstrukei Zlu€ovodu b&hem pocatenich 120 minut. Kumulativni hodnoty tohoto
pom¢éru byly zvy3eny po celou dobu experimentu. Biliarn{ exkrece téchto sacharidi je
v porovnani s jejich renalni exkreci tak nizké, Zze exkrece ledvinami obou sacharidi ani
jejich kumulativni hodnoty nebyly ovlivnény cholestazou.

Permeabilita hepatobiliarni bariéry hraje dileZitou roli pfi regulaci tvorby Zludi. Jejim
strukturalnim podkladem jsou spojeni mezi hepatocyty typu tight junctions a spolu
s gap junctions je regulovana komplexni souhrou nékolika faktort (Kojima et al., 2003).
Pfi extrahepatalni cholestdéze je integrita bariéry porusena, coZz je spojeno
s prostupovanim latek ze Zlud¢i do krve a naopak. VétSina dosavadnich znalosti byla
ziskédna mikroskopickymi technikami s funkénimi vysiedky omezenymi na nékolik
studii s kfenovou peroxidasou (Rahner et al., 1996, Takakuwa et al., 2002). Podle t&chto

studii vykazuje pronik peroxidasy ze zZlufi do krve pfi obstrukéni cholestize dvé
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maxima: Prvni za 4 — 6 minut po injekei, jehoz podkladem je paracelularni transport, a
druhy za 20 — 25 minut, zpisobeny prichodem transcelularni cestou (Takakuwa et al.,
2002; Monte at al., 2003). Tato data vyvolala otazku o pfipadném omezeni interpretace
tavychto testl, nebot transportni procesy hepatocytii jsou vyrazné ovliviiovany
cholestazou (Geier et al., 2007). Proto byl v nasi praci pouZit popsany a osvédéeny
postup pro testovani paraceluldrni permeability: ,,Dual-sugar® test s L-rhamnosou a
melibiosou, uZivany pro hodnocent integrity intestinalni bariéry (D Antiga et al., 1999;
Taylor et al, 2002). Pfedpokladd se, Ze L-rthammosa prochazi skrz bariéry
nezprostfedkovanou transcelulami diftizi, zatimco melibiosa penetruje selektivné
paraceluldrnimi spojenimi (Bjarnason et al., 1995).

Vysledky nasi studie souhlasné s témito predpoklady ukazuji, Ze distribuéni objem
L-rhamnosy koresponduje s mnoZstvim celkové t&lesné tekutiny potkana uvadéné b&zné
v literatufe (cca 68 % w/w), coZ potvrzuje schopnost L-rhamnosy pronikat
transcelularné. Melibiosa, soudd podle jejiho distribuéniho objemu, zistdvd v
extracelularnim prostoru. Pozorované zvyieni bilidrni exkrece pfedeviim melibiosy u
potkanii s obstrukei Zlu€ovodu bylo spojeno s vzristem poméru melibiosa/L-rhamnosa
ve vzorcich Zlugi sbiranych v pribéhu prvaich 120 minut po i.v. podani obou sacharidd.
Tato data jsou v souladu se zvy$enou paraceluldrni permeabilitou v pracich s kienovou
peroxidasou, aviak zde je tato detailni informace poprvé zjisténa u 24-hodinové
obstrukce Zlu¢ovodu, b&Zné uZivaného modelu akutni cholestdzy. “Dual sugar™ test
tedy mize slouzit jako indikator paracelularni permeability v transportu latek mezi Zlu¢i
a krvi. Jinou otazkou bylo, zda pFitomnost akutni cholestazy milize ovlivnit vysiedky
testovéni integrity stfevni bariéry. Pfi t&chto testech byva pomér disacharidu melibiosy
a L-rhamnosy sledovan v mo&i sbirané 5 hodin po podéni (D"Antiga et al. 1999). V této
studii neukédzala kumulativni data sbirand po dobu 4 h Zadny rozdil mezi kontrolou a
skupinou potkanG s obstrukei Zlu€ovodu. aZz na skutenost, Ze¢ bilidrni clearance
melibiosy byla zvySena cholestdzou. Toto ukazuje na moZnost spolehlivého testovani
permeability intestinalni bariéry i v pfipad¢ poskozené hepatobilidrni bariéry.

Ackoli kumulativni data ukazuji, Ze se do Zluéi vylucuje jen velmi mald ¢ast podané
L-rhamnosy, mohla by tato deoxyhexosa byt diky rychlému vyrovnani jejich
koncentract v plazmé a Zludi zajimava jako marker bilidrni exkrece pfi studiu

riznych xenobiotik.
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6.2 Utinek modelovych cytostatik mitoxantronu a doxorubicinu na ovlivaéni

syntézy NA a bilkovin v ascitické formé my3ich nddori MC29 a ATE in vitro

Metody zjistujici vliv zkoumané latky na syntézu NA, pipadné i bilkovin, jsou
soucasti standardnfho repertodru postupl pfi screeningu 1 studiu mechanismu
protinadorového uinku in vitro. Ebbehoj a Langkjer (1995) a mnoho daliich autorid
potvrdilo validitu téchto metod v porovnini s testovanim jinych parametrd bungéné
viability a proliferace. Ukolem této ¢asti disertadni préace bylo charakterizovat modely
kratkodobych kultur ascitickych forem mysich adenokarcinomii mlééné Zlazy ATE a
MC29 jako jeden =zkrokli pfi =zavadéni metody pro testovani potencidlné
protinadorovych latek, mezi néZz mohou patfit i vybrané deoxysacharidy. Spontanni
karcinom MC29, syngenni u my$f NMRI, je navic novym nadorem s dosud
neupfesnénou senzitivitou. Pro tuto prvni fazi zavadéni metodiky byla vybrana
modelova cytostatika MX a DOX, u nichz je znam pfimy uéinek na syntézu nukleovych
~ kyselin, ptip. i bilkovin.

Metoda pribé&iného sledovani aktivity makromolekuldmni frakce precipitovatelné
kyselinou trichloroctovou uzitd v této praci umoziuje v porovnani s ,jednobodovym®
postupem bézné uzivanym v pfevazné vétsing studii (napt. Ellem et al., 1970, Calvete et
al., 1994, Huang et al, 2000) sledovat Zasovy pribg&h inkorporace. Primarni data
ziskand pii ,kinetickém® provedeni sice umoZiuji i zpracovani ,.jednobodové®, ale
miiZe tak dojit ke ztrat¢ dilezité informace. Jiz Gorodisskaja a kol. (1949) uvadéji, Ze
vyvozovani zaverill o rychlosti biosyntézy pouze z jednoho bodu kfivky zavislosti mémé
aktivity makromolekul na case mlze byt zatiZeno chybou. Vyhodou zjiténé funkéni
zavislosti je navic i jeji vyuZitelnost u obtiZné hodnotitelnych vysledkd, zatizenych
vysokym rozptylem. Pro porovnani byly v této praci z naméfenych aktivit provedeny
vypocty ICsg jak vedle vypoctu jako koncentrace inhibitoru sniZujici pocéatedni rychlost
inkorporace znatky na polovinu pocéteéni rychlosti inkorporace u kontroly, i b&zng
uzivanym ,jednobodovym® zplisobem, tedy jako koncentrace inhibitoru, sniZujici
aktivitu inkorporovanou do makromolekularni frakce po 120 min inkubace na polovinu
aktivit srovnatelné kontroly. V pfipadé MX je rozdil hodnot ziskanych témito dvéma

postupy minimalni (Tab. 4. v kapitole Vysledky). U DOX jsou vSak hodnoty IC,,

snizujici po€ateni rychlost inkorporace na polovinu kontroly vtomto porovnani

ponckud vysSi. Podil bun€k barvitelnych vitdlnim barvivem je pfitom po 120 min
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inkubace u obou cytostatik podobny, takie vysvétleni snizenou viabilitou po delsi
inkubaci a tedy odlinou kinetikou inkorporace neni pravdépodobné. Tento jev neni

z hlediska mechanismu u€inku DOX zatim vysvétlen.

Zakladem pro odvozeni vztahu /7/, vyjadfujiciho kinetické vztahy jednotlivych
frakei, byla tzv. ,kinetickd izotopovd metoda“, navrZena Nejmanem (Nejman et Gal,
1970, Mélka, 1980). Tato vychézela z pfedstavy homogenniho latkového toku,
probihajiciho soudasn& s izotopovou vymeénou. Je feSenim soustavy diferencilnich
rovnic, popisujicich model uzaviené soustavy za pfedpokladu stacionarniho stavu
sledovaného d&je, kdy nedochdzi po &as kratkodobé inkubace ke zménam analytickych

koncentraci sledovanych prekurzori ani makromolekul [M], tedy rychlost jejich

syntézy w; je rovna rychlosti degradace w:

d[M]
di

=w, —w, =0 112/

Pit odvozovani vztahu /6/ byla provedena celkem dvé hlavni zjednoduseni pivodniho
triexponencidlniho modelu /7/: Zavzeti lenu v/¢ do konstanty B a linearizace
exponencialy vzestupu inkorporaéni k¥ivky. Piesto takto ziskany vztah dobfe popisuje
zavislost aktivity na dob& inkubace a byl jiZ pouzit v n€kolika pfedchazejicich pracich
(nap¥. Mélka et Niang, 1996; Niang, 2000). Je tomu tak patrn¢ i proto, Ze bere v uvahu
spizovani mérné aktivity prekurzoru fedénim produkty degradace makromolekularni

frakce. Z derivace vztahu /13/
I =AI_ te®+1,, 13/
ziskaného z /6/, podle ¢asu, kdy # =0, vyplyvéa Ze rychlosti sledovaného déje je tmérna

pouze pocateéni rychlost inkorporace v;; ta je pfimo im&ma empirické konstanté 4 a

celkové aktivité znaCky 1, :

ol
Vo =V, ={ a; j = [A I..e™(1- Bz)] = AL /14/
r=0
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ukazuji, Ze, narozdil od pfedstavy vétSiny autorl, hodnoty mé&mé aktivity frakce
precipitovatelné  kyselinou  trichloroctovou  po  polédtenim  vzristu v &ase,
pfipominajicim zprvu rovnoosou hyperbolu prvniho tadu, dosahuji maxima a opét
klesaji. Toto maximum je v souladu s ,kinetickym izotopovym modelem* (Nejman et
Gal, 1970) a je b&hem kratkodobé inkubace pozorovdno piedeviim u vzorkl
inkubovanych s inhibitorem, kde dostatetny podil bunék po celou dobu kultivace
zQstava viabilni, ovSem maximum ma rozdilnou polohu (v pfitomnosti inhibitordi je
maxima dosaZzeno dfive, a to u jejich vyssich koncentraci dfive neZ u niZ3ich). Tento
»posun® maxima u vzorkli s piftomnym inhibitorem souvisi se zvySenim hodnoty

konstanty B, urCujici pokles inkorporaéni k¥ivky charakterizovany exponencialou

y=re ™ 15/

kde x je konstanta nezéavislé na éase ¢. K¥ivka zavislosti nainkorporované aktivity na
dobé inkubace tedy pravdépodobné neni limitovana shora, jako u hyperboly prvniho
fadu, ale zd4 se byt teoreticky limitovana zdola. Na rozdil od Nejmanova otevieného
modelu je v provedenych inkorporac¢nich studiich uZivana soustava uzaviend a dolni

limitou kfivky tedy neni nulova hodnota, ale rovnovazny stav.

Prokazali jsme, Ze vedle poklesu konstant 4 /6/ a tedy i poéatednich rychlosti
inkorporace znacek, je se stoupajici koncentraci cytostatika patrny i soudasny vzestup
hodnot konstant B z t¢hoZ vztahu /6/ a s tim souvisejici prudky pokles poméri 4/ B.
Vzrist konstanty B je ptisoben viemi faktory sniZujicimi aktivitu makromolekularni
frakce precipitovatelné kyselinou trichloroctovou - vlivem cytostatika na degradaci
makromolekul v po¥kozenych burikach (pfipadné vstupem bunék do apoptozy), ale
muZe byt teoreticky plsoben i vlivem nevhodnych experimentalnich podminek nebo
snizenim analytické koncentrace volného prekurzoru. Ovlivnén{ konstanty B tak miZe
vypovidat 1 o mechanismu G¢inku latky — za poviimnuti stoji situace, zjisté€na v této
praci u 2-deoxyglukosy. Zde p#i stoupajici koncentraci tohoto deoxysacharidu
nedochdzi u inkorporace znac¢eného thymidinu k vzestupu hodnot empirické konstanty

B. Tento jev je moZno interpretovat tak, Ze 2-DG neplsobi piimé poskozeni DNA.
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Metoda pouZiti kratkodobych (cca 3 h, max. 6 h) kultur nddorovych bunék Cerstvé
odebranych z pokusného zvifete md vyhodu nejen vtom, Ze standardné neni nutna
pfitomnost antibiotik v médiu, ¢imZ odpadaji uvahy o pfipadném ovlivnéni n&kterych
biochemickych d&ji eukaryotické buiiky, ale butky &erstvé ziskané znddoru také
relativnd dobfe vystihuji chovani nadorové choroby. Pouzity pracovni postup izolace
frakce precipitovatelné vychlazenou zfedénou kyselinou trichloroctovou, vyvinuty
ptivodné pro stanoveni individudlni chemosenzitivity/chemorezistence solidniho nadoru
odebraného ptimo od pacienta biopticky nebo pti operaci (Mattern, 1976a, Mattern et
al.,1976b), je proveditelny i bez naro¢ného technického vybaveni. Je tfeba myslet na to,
7e kyselina trichloroctova jako chaotropni &inidlo za studena sraZi mimo proteind,
peptidti a nukleovych kyselin s délkou nad cca 20 nukleotidd také cukerné slozky
glykoproteinGi a lipidy (Melka, 1980). Eluce ve smé&si dicthylether : ethanol viak
odstratiuje pouze lipoidni latky. Miko a Drobnica (1972) zjistili u Ehrlichova tumoru in
vitro, #e¢ 90 % inkorporovaného thymidinu se nachazi ve DNA frakci a 87,5 %
inkorporovaného uridinu je v RNA. Z pohledu kvantitativniho neni tedy tfeba ostatni
slozky v danych pfipadech brat v uvahu. |

Atkoli pouziti smési aminokyselin miZe feSeni kinetickych vztahii komplikovat a
nejvyhodn&jsim se pak jevi k empirické feSeni kinetiky (Mélka, 1980), je moZné jej
oznatit za spravné&j§i oproti uZiti jedné znatené aminokyseliny (napf. leucinu). Knorre
(Knorre, 1959) ukéazal, Ze kinetika inkorporace vybranych aminokyselin se miize liSit v
désledku syntézy bilkovin rdzného sloZeni. Navic mfZe jen Cast syntetizovanych
proteinii obsahovat sledovanou aminokyselinu.

7 vysledkt ziskanych pii zavadéni metody vyplyva, Ze karcinom MC29 vykazuje v
ptipadé DOX i MX pon&kud niz8f hodnoty IC,, pro po€ateCni rychlost syntézy DNA
neZ asciticky Ehrlichitv tumor. Senzitivita obou pouZitych nddorovych modela je vSak
podobna a lze ji zhruba srovnat napf. s Yoshidovym ascitickym retikulosarkomem,
ktery pfi pouziti srovnatelné metodiky inkorporace [6-*H]thymidinu in vitro vykazoval
podobnou citlivost vigi DOX (IC,, =16 umol.l™), a MX (IC,, =25 umol.I™") (Mélka et

Niang, 1996). Buriky ascitické formy nového modelového nadoru MC29 tedy mohou
slouzit vedle ATE jako dal8i vhodny model v kratkodobych kulturach in vitro pro
porovnavani uéinnosti novych potencialnich protinadorovych latek s pfedpokladanym
imterkalanim mechanismem u¢inku ¢ pravdépodobné i dal3imi mechanismy inhibice

biosyntézy DNA.
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U obou pouzitych adenokarcinomi mlécné Zlazy vykazuje MX lehce vy$§i hodnoty
IC,, pro inkorporaci [6->H]thymidinu nez DOX. Toto je ve shodé s publikovanymi
vysledky u Yoshidova ascitického nadoru (Mé&lka et Niang, 1996), kde bylo rovn&z

hodnoceno ovlivnéni pocateCni rychlosti inkorporace znagky, i kdyz studie provedené
na kulturdch mysiho lymfomu L5178Y ukazuji vy33{ inhibi¢ni efekt MX (Smith, 1983).

V piftomnosti MX byla zaznamenéna také zna¢né inhibice inkorporace [U-'*C]-
aminokyselinové smési, a to u karcinomu MC29 vyrazn&ji neZ u ATE. Inhibiéni i¢inek
MX na inkorporaci aminokyselin do nadorovych bun&k in virro je znam (Safa et

al.,1984).

Na rozdil od mitoxantronu doxorubicin, pfes svilj vyznamny efekt na syntézu DNA a
proliferaci, inhibuje proteosyntézu primarmé pomérné slab& (Israel et al., 1987, Schifer
et al, 1988). Nase vysledky jednoznaéné potvrzuji, Ze v pouZitych systémech je MX
mnohem efektivnéj§im inhibitorem proteosyntézy nez DOX.

Pokus in vive hodnotici vliv modelového cytostatika MX na nddor MC29 byl
proveden pro potvrzeni vysledkl ziskanych u tohoto nového nadorového modelu in
vifro. Vysledkem byl jednozna€ny prikkaz ucinnosti MX u MC29 in vivo. Komparativni
studie s ATE v této prvni fazi nebyla provedena, afinek MX na ATE in vive vak jiz
potvrdilo vice studii (Hubalek, 1991; Medina et al.,1991; Latha et al., 1996). Vyznamny
ucinek na preziti 1 velikost nadoru byl prokdzan i u solidniho Ehrlichova karcinomu
(Niang 2000; Niang et al. 2006).

Vliv. MX na hmotnost nadoru (bunétné frakce nadorového ascitu), prokazany
v predkladané praci, ukazuje na cytotoxicky uéinek latky, coZ potvrzuje nale vysledky
in vitro. Hmotnost bunééné frakce ascitického nddoru se snizuje se vzristajici davkou
prakticky linedrné. ProtozZe je viak podani vys$sich davek spojeno se stoupajicim vlivem
toxicity, je tfeba pfi testovani cytostatik na modelech in vive do studie vzdy zahrnout
hodnoceni pfeZiti.

Pouzity zpisob hodnoceni pieZiti, tedy Casu jako biologické odpovédi, umoziiuje
s neobyCejnou spravnosti urdit optimalni davku s relativné nejvyhodnéj§im pomérem
pfiznivého protinddorového a nezddouciho toxického plsobeni cytostatika. Vysledky
této casti  disertaéni prace definuji =zdkladni podminky pro moZné vyuZiti
adenokarcinomu mlééné  Zlazy MC29 pro testovani a&innosti  cytostatik

s pfedpokladanym mechanismem uéinku podobnym jako pouzita modelova latka.
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6.3 Udinek L-rhamnosy in vitro v porovnini s 2-deoxy-D-glukosou

V této &asti prace byl porovnan protinddorovy U¢inek dvou deoxyhexos: 2DG a
L-rhamnosy. Jako nadorové modely byly pouZity buiky mySich nadori ATE, MC29 a
lidské leukemie HL-60. Zatimco 2-DG sniZovala pocateéni rychlost syntézy DNA a
proteint u ATE a MC29 a syntézy DNA u HL-60, L-thamnosa vykazovala pouze velmi
slabou inhibici syntézy DNA u ATE Zadné statisticky vyznamné ovlivnéni
proteosyntézy. Prokazali jsme také, Ze 2-DG inhibuje bunéénou proliferaci, zastavuje
bun&ény cyklus v Gy fazi a indukuje apoptozu u bung€k HL-60, zatimco u L-rthamnosy
tento efekt neni patmy.

Jak zjistili Miiller a kol. (1986) u bunék ATE, proteosyntéza je energeticky
mimoradné ndroény proces. U 2-DG, kterd sniZuje intraceluldrni koncentraci ATP
v nadorovych buiikach (Karczmar et al. 1992, Kossowska et al. 2005), tedy byla
olekavana vyrazna inhibice proteosyntézy. Nade vysledky tento predpoklad potvrzuji.
Na rozdil od 2-DG v8ak L-rhamnosa v pouzitych koncentracich pocéateéni rychlost
proteosyntézy prakticky neovliviiuje. Toto je moZno chdpat jako nepiimy dikaz, Ze
L-rhamnosa do energetického metabolismu nezasahuje, pfinejmen$im ne obdobnym
zplisobem jako 2-DG. Mechanismus slabého ovlivnéni syntézy DNA u bunék ATE
v pfitomnosti L-rthamnosy neni dosud jasny. Obecné niZsi citlivost bun¢k HI-60 je
moZno vysvétlit nepiitomnosti p53 (Wolf et Rotter, 1985). Vliv zkoumanych
deoxysacharidGi na proteosyntézu v buttkach HL-60 nebyl zfetelny, pravdépodobné
v disledku pomémé vysokych koncentraci aminokyselin v médiu, potiebnych pro

kontinualni rist této linie, a nebyl tedy zatim ani pfedmétem podrobnéjiiho studia.

Pomoci flow-cytometrické analyzy obsahu DNA a detekce $tépeni laminu B jsme
prokazali, Zze 2-DG inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu u bunék lidské
promyelocytarni leukémie HL-60. 2-DG v koncentraci 5 mmol.I" po 24 h inhibuje
bunéénou proliferaci a indukuje zmény v bunééném cyklu: Zvy3uje pocet bunék v G
fazi a sniZuje jejich podet vSa Go/M fazi. Po 72 h od pocatku expozice 2-DG se
objevuji butiky se subG;-mnozstvim DNA, tedy buriky vstoupivsi do apoptdézy. Mnoho
studii s bufikami bez p53, véetne linie HL-60, uvadi, Ze tyto buitky reaguji na fakfory
poskozujici DNA zastavenim cyklu ve fazi G»/M, po ¢emz nasleduje indukce apoptozy
(Marekova et al., 2000; Theron et al., 2000; Bache et al., 2001; Szumiel et al., 2001;
Schafer et al., 2002; Vavrova et al., 2003; Vavrova et al., 2004a, b). Toto jsme po
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expozici 2-DG nepozorovali. Lze tedy vyvodit, Ze protindadorovy uéinek 2-DG neni
zaloZen na pfimém poSkozeni DNA. Tento zavér je v souladu s vysledky Afta a kol.
(2002) a s predpokladanym mechanismem protinadorového u&inku 2-DG, tedy inhibici
glykolyzy a z toho vyplyvajici energetickou depleci, projevujici se zvlaste u nddorovych
bunck. Dal$im potvrzenim tohoto zdvéru mize byt 1 fakt, e pfi naSem studiu vlivu
2-DDG na syntézu NA a bilkovin nedochéazelo, na rozdil od MX a DOX, p#i zvy$ovani
koncentrace latky ke zvy3ovani konstanty B ze vztahu /6/ (ukazujici na degradaci
sledovanych makromolekul, viz vyse). V piitomnosti L-rhamnosy jsme u bungk HL-60
nezaznamenali ani inhibici proliferace, ani ovlivnéni bunétného cyklu, ani indukei
apoptozy.

Lze tedy konstatovat, Ze u L-thamnosy v koncentracich do 20 (ptip. 32) mmol.l”
nebyl nalezen ani cytotoxicky ani cytostaticky uéinek na pouZité naddorové modely in
vitro. Ddle je velmi pravdépodobné, Ze L-rhamnosa nezasahuje do energetického
metabolismu jako 2-IDG. Vzhledem k hypotetickym analogiim L-rhamnosy s L-fukosou
(viz 2.3) by viak bylo tfeba prozkoumat p¥ipadny potencidl L-rhamnosy na vhodnych

modelech ir vivo, v kontextu nadorové choroby.
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7. SOUHRN HLAVNICH VYSLEDKU

Vramci predkladané prace jsme provedli dikladnou studii farmakokinetiky
intravenézné podané L-rhamnosy. Poprvé ve svétové literatufe jsme popsali bilidrni
exkreci L-rhamnosy a melibiosy. Zjistili jsme, Ze tato je velmi nizka.

Zjistili jsme, Ze ,dual sugar® test sl-thamnosou a melibiosou lze pouzit pro
Zji§tovani integrity hepatobilidrni bariéry. Z nadich vysledku dale vyplyva, Ze testovani
permeability stfevni sliznice by nemélo byt ovlivnéno piftomnou cholestazou.

Vysledky nadi prace dale ukazuji, Ze rychlé vyrovnani koncentraci mezi plazmou a
Zluéi u rhamnosy umoZiiuje jeji vyuZiti pro hodnoceni biliarni exkrece 1€kit s ohledem
na produkei Zlugi.

Provedli jsme studium protinddorového uéinku L-rhamnosy na buiky mySich
adenokarcinomt mlééné Zlazy ATE a MC29 a lidské leukémie HL-60. Ve srovnani
s 2-deoxyglukosou nevykazovala L-rhamnosa ani vyznamnou inhibici biosyntézy DNA
a proteind, ani vliv na proliferaci, bunéény cyklus ¢i vstup do apoptdzy.

Oveiili jsme vhodnost zvolené metody pro testovani inhibice biosyntézy NA a
proteinl v nadorovych bufikach. Pfispéli jsme k zavedeni nového nadorového modelu,
my&iho adenokarcinomu mlééné zlazy M(C29, na kterém jsme pro potvrzeni vysledkl

in vitro provedli studit in vivo s mitoxantronem,

L-Rhamnosa se z hlediska 1ékaiského vyzkumu jevi jako velmi zajimava latka. Nade
poznatky o jeji biliarni exkreci, pfip. exkreci kombinace L-rhamnosy s melibiosou,
mohou pfispét klepdimu pozndni permeability bariér a usnadnit studium
farmakokinetiky nékterych 1ékt. Ackoli nebyl protinddorovy efekt L-rhamnosy
prokézén in vitro, existuje, vzhledem k jeji podobnosti s L-fukosou, moZnost jejiho
vlivu na fukosylaci u nadorovych onemocnéni in vivo. Metody a modely in vitro 1 in
vivo, ovéfené v této disertaéni préaci, jsou pfedpokladem pro feSenf této i mnoha dalSich

otézek.
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9. PRILOHY

9.1. Ovlivnéni syntézy NA a bilkovin v nidorovych buiikich ascitické formy nadori
MC29 a ATE v pFitomnosti MX a DOX in vitro

o Cas

(umol.I'" 0’ 307 60 90 120 150 Tnax
0 602]  28145| 43708  49027| 50635 53746 52191

0 684| 28709| 39469  46254| 44499| 45118 44808

0 562| 24846 37609| 38678| 42069 41878 41973
4,531 601 20905 30134 | 34833| 40375| 38830 41263
4,531 7421 24579  33322] 36661 39074 37886 43063
18,12 719 13555 15256 16530 17147 16175 41837
18,12 703 15849 | 20071 20144 |  21520| 21764 44142
72,49 526 2683 2819 3202 3066 3220 39077
72,49 529 2366 2537 2628 2847 2858 37818
290,0 459 1398| 1359,6 1308 1312 1241 37782
290,0 438 1334 | 136219 1258 1316 1332 37057

Tab. P1 Ulinek MX na syntézu DNA v MC29. Pribsh inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného zascitu my$i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pFitomnosti MX. Koncentrace bungk: 1,5 10°ml™. Aktivita *H: 67,5 kBg.ml™.
Vzorky byly inkubovany vzdy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou
uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Mé&feni po 24 h do dosazeni 2% chyby (max. §
min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou uvedeny.

Cux rel. sm.
(umol ") A B A/B Yo | odch. (%)
0 0.09315 0,0082 27 103
0] 0.02668 0.0096 278 19.9 10,0
0] 0.02480 0.0001 272 17.3
4531 001979 0,0078 3.54 13.6 o5
4531 0.02321 0,0095 233 16,7 ’
1812 001276 0,0114 112 8.90 .
18.012] 001433 0,0106 135 10,5 ’
72491 0.00221 0.0112 0,198 1,44 30
7249 0.00192 0,011 0.174 121 ’
2900 | 0,001070 0,0144 0,0696 0,675 S0
2000 | 0,001001 0,0132 0.0813 0.618 ’

Tab. P2 Uéinek MX na syntézu DNA v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a podétefnich rychlosti (vo) [s7] inkorporace [6-’H)-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu my¥i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti MX. Déle je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupleti
vzorki (%).
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enx cas

(pmol]™) 0’ 30° 60° 90" 120° 150 Lmax
0 472 961 1051 1024 1162 1058 13376

0 465 1021 1030 999 948 853 13101

0 428 1054 1139 1028 1177 1147 13079
4,531 468 895 925 869 847 820 13530
4,531 506 951 967 936 977 959 13696
18,12 473 894 915 909 924 922 13549
18,12 524 1021 1060 1061 1087 1072 13967
72,49 461 606 624 673 641 619 13729
72,49 421 557 607 581 642 637 13269
290,0 422 556 570 565 616 611 12987
290,0 405 545 566 553 608 598 12669

Tab. P3 Utinek MX na proteosyntézu v MC29. Prabéh inkorporace [U-"CJaminokyselinové
smési do bundk ascitické formy karcinomu MC29 7. den po inokulaci my3im NMRI
v ptitommosti MX. Koncentrace bungk: 1,5 10°. mI?. Aktivita "*C: 5,4 kBq. ml"'. Vzorky byly
inkubovany vidy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosazeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunck nejsou uvedeny.

Crix rel, sm,
(umol.I") A B A/B Yo | odch. (%)
0] 0,001516 0,0112 0,135 0,337
0| 0,002055 0,016 0,128 0,449 7,20
0] 00001944 0,0119 0,163 0,424
4531 | 0001458 0,015 0,097 0,329 554
4,531 0,00134 0,0128 0,105 0,306 :
18,12 | 0,001287 0,0126 0,102 0,291 100
18,12 | 0,001475 0,0122 0,121 0,343 ;
72,49 | 0,000473 0,0121 0,039 0,108 a5
72,49 | 0,000404 0,0094 0,043 0,0894 ’
290,0 | 0,000381 0,0098 0,0387 0,0824 151
290,0 | 0,000421 0,0101 0,0416 0,0888 ’

Tab. P4 Utinek MX na proteosyntézu v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a poditeénich rychlost (vo) [s"] inkorporace [U-"*CJaminokyselinové
smési do bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu my$i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti MX. Dale je uvedena relativni smérodatnd odchylka aktivit dupletii
vzorka (%).
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Cax cas

(umol.I") 0 307 60" 90’ 1207 1507 Lvax
0 730 25390 51759 64009 70770 74349 50834

0 595 28590 47524 58578 60070 73327 49816

0 547 29166 45590 56778 68727 70663 47320
4,531 616 24802 43923 51425 54534 61181 49526
4,531 465 26197 43331 47617 53190 51343 48584
18,12 494 19197 31066 36212 43152 37788 49833
18,12 459 22467 33806 40151 46254 44908 48539
72,49 525 6575 11170 14258 13768 14860 46873
72,49 493 5995 9325 12969 12497 13606 47653
290,0 393 1168 1217 1295 1237 1336 43899
290,0 417 986 1069 1092 1089 1059 47369

Tab. P5 Uéinek MX na syntézn DNA v ATE. Priibsh inkorporace [6-"H]-thymidinu do bunék
ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného zascitu my% NMRI sedmy den po inokulaci,
~ v pfitomnosti MX. Koncentrace bungk: 1,5 10°. mI"'. Aktivita *H: 71,3 kBq. mI". Vzorky byly
inkubovany vidy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

CMx rel. sm.
(umol.I") A B A/B Vol odch. (%)
0] 0.020278 0,0047 i3] 172
0 0.02204 0,0059 3,74 183 7,75
0 002302 0,0057 4,04 18.2
4531 0,02005 0.0062 3.23 16,6 oy
4531 0.0226 0.0078 2.90 183 ’
18,12 0.01517 0,0069 2,199 12.6 -~
1812 001823 0,0073 2,499 147 >
72.49 | 0.00547 0.0066 0.828 427 o
72457 0,00453 0,0057 0.795 3.60 ;
2900 | 0,000711 0.0117 0,0609 0,521 o
2900 | 0.000516 0.0121 0,0426 0.407 ’

Tab. P6 Utinek MX na syntézu DNA v ATE. Bodnoty empirickych konstant A a B ze vztahu
/6/, poméru A/B a poatednich rychlosti (v) [s7] inkorporace [6-*H]-thymidinu do bungk
ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my$i NMRI sedmy den po inokulaci,
v pfitomnosti MX. Dale je uvedena relativni smérodatnd odchylka aktivit dupletti vzorkii (%).
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w

Cmx cas
(umol.I™") 0’ 30° 60° 90" 120 150
0 585 1239 1729 1836 2969 2061 | 26804
0 674 1312 1740 2155 2204 2295| 27357
0 602 1261 1748 2016 2160 2325| 29543
4,531 574 1284 1498 1965 2090 1983 | 29376
4,531 780 1270 1692 2461 2007 - | 28411
18,12 662 1216 1539 2248 1981 2283 30225
18,12 583 1003 1660 2011 1909 2032 29024

Imax

72,49 589 990 1721 1888 1788 2108 29072
290,0 703 849 895 310 794 1033 27200
290,0 599 745 841 819 829 852 26908

Tab. P7 Uéinek MX na proteosyntézu v ATE, Pribsh inkorporace [U-"*Claminokyselinové
smési do bundk ascitické formy karcinomu ATE 7. den po inokulaci mySim NMRI
v piitomnosti MX. Koncentrace bunék: 1,5 10%. ml”". Aktivita "*C: 10 kBq. ml". Vzorky byly
inkubovany vzdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési, hodnoty L. odpovidaji 3 x 0,025 ml. Mé&feni po 24 h do
dosazeni 2% chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun€k nejsou
uvedeny.

Cumx rel. sm,
(umol.1'") A B A/B Yo odch. (%)
0] 0,000965 0.0052 0,185 0,430
0] 0,000931 0,0056 0,166 0,425 4,80
0| 0,000886 0,0056 0,158 0,436
4531 0,00092 0,0068 0,135 0,450 036
4531 0,000856 0,004 0,214 0,405 :
18,12 | 0,000703 0,0045 0,156 0,354 -
18,12 | 0,000665 0,0041 0,162 0,322 ’
72,49 | 0,000638 0,004 0.1595 0,309 .
290,0 | 0,000207 0,0101 0,0203 0,0936 517
290,0 | 0,000241 0,0005 0,0253 0,107 ’

Tab. P8 Uéinek MX na proteosyntézu v ATE Hodnoty empirickych konstant A a B ze vztahu
/6/, poméru A/B a pocate¢nich rychlosti (vo) [s"'] inkorporace [U-""C]aminokyselinové smési do
bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my§f NMRI sedmy den po inokulaci,
v ptitomnosti MX. Dile je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupleti vzorki (%).
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cnox 0 30 60° 90" 120° 150° Tinax
(umol.I™)

0 391 19171 35295 43593 44711 44479 45597

0 323 18878 36976 41181 44738 46364 50053

0 300 17177)] 31713| 41881 48978 | 47876| 43807
4,041 311 14845 | 25925| 30125 33364| 31896| 47047
4,041 290 126101 22651 28705]  30740; 30022| 48245
16,16 442 10721 16620 17697 19364 18632 49522
16,16 358 9300 14787 16412 16710 16507 43200
64,65 321 3262 4264 4410 4690 4353 44383
64,65 338 3275 4180 4030 4800 4710 45838
2586 393 1183 1318 1329 1557 1454 44627
258,6 340 i112 1014 1244 1306 1400 45834

Tab. P9 Uéinek DOX na syntézu DNA v MC29. Pribeh inkorporace [6-’H]-thymidinu do
bundk ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného zascitu my$i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti DOX. Koncentrace bungk: 1,5 10°, ml”. Aktivita *H: 71,3 kBq. ml™.
Vzorky byly inkubovény vZdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou
uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési, hodnoty I, odpovidaji 3 x 0,025 ml. Méfeni po
24 h do dosaZeni 2% chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k
nejsou uvedeny.

Cpox rel. sm.
(umol.I”) A B A/B YO odeh. (%)
0 0,01791 0,0066 2,71 13,6
0 0,01608 0,0063 2,55 13,4 6,59
0 0,01548 0,0047 3.3 11,3
4,041 0,01341 0,0072 1,86 10,5 620
4,041 0,0108 0,0061 1,77 8,69 s
16,16 0,00894 0,0087 1,03 7.38 057
16.16 0,00909 0,0087 1,04 6,54 :
64,65 | 0002874 0,0106 0,27 2,12 138
64,65 | 0,002814 0,0115 0,245 2,15 ’
258,6 | 0,000702 0,0103 0,0681 0,52 8 80
258,6 | 0,000579 0,0097 0,0597 0,44 ’

Tab. P10 Utinek DOX na syntézu DNA v MIC29, Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a podatednich rychlosti (vo) [s'] inkorporace [6-*H]-thymidinu do
bun€k ascitické formy karcinomu MC29, ziskané¢ho zascitu my$i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti DOX. Dale je uvedena relativni smérodatnd odchylka aktivit dupleti
vzorki (%).
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Cpox cas I

(umol.l'i) 0 30° 60° 90’ 1207 1507 me
0 839 2039 2738 3201 3055 3480 45524

0 836 2199 3276 3085 3137 3532 44745

0 761 2079 2942 3121 3255 3343 48028

4,041 697 2023 2697 3135 3067 3441 45804
4,041 739 2217 2814 3149 3221 3516 47446
16,16 810 1950 2704 3053 3142 3283 48275
16,16 715 1858 2756 2879 2971 3300 46636
64,65 878 1980 2709 2782 2019 20954 49615
64,65 736 2074 2427 2626 2995 2924 44657
258.,6 737 1994 2500 2598 2511 2556 45728
258.6 738 1925 2611 2591 2714 2626 45226

Tab. P11 Uginek DOX na proteosyntézu v MC29. Pribéh inkorporace [U-

“Claminokyselinové smési do bunek ascitické formy karcinomu MC29 7. den po inokulaci
my&fm NMRI v ptitomnosti DOX. Koncentrace bunk: 1,5 10°. m1”". Aktivita "'C: 20 kBq. ml”.
Vzorky byly inkuboviny vZdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou
uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosazeni 2% chyby (max.
5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

Cpox rel. sm.
(umol.1) A B A/B Yo odch. (%)
0| 0,001542 0,0071 0,217 1,17
0| 0001346 0,0067 0,201 1,00 4,79
0| 0001177 0,0081 0,143 0,042
4,041 | 0001172 0,0076 0,154 0,895 315
4,041 | 0,001242 0,008 0,155 0,982 :
16,16 |  0,000985 0,0081 0,122 0,792 267
16,16 | 0,001038 0,008 0,130 0,807 ’
64,65 | 0,000964 0,0083 0,116 0,797 <0
64,65 | 0,001164 0,0088 0,132 0,866 :
258,6 | 0,001214 0,0106 0,115 0,925 51
258,6 | 0,001177 0,0098 0,120 0,387 :

Tab. P12 Uinek DOX na proteosyntézu v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a pocateCnich rychlosti (vo) [s'] inkorporace [U-"*Claminokyselinové
smési do bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu my3i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti DOX. Déle je uvedena relativni smérodatnad odchylka aktivit dupleti
vzorki (%).
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Cpox cas

(pmol.I™) 0 30 60’ St 1207 1507 e
0 730 25390 51759 64009 70770 74349 50834

0 595 28590 47524 58578 60070 73327 49816

0 547 29166 45590 56778 68727 70663 47320
4,041 400 24500 39425 53167 57363 56482 45971
4,041 464 24510 40741 47406 52281 - 48062
16,16 389 17241 27554 28752 30715 30658 47884
16,16 427 18319 24326 28527 28955 28046 44872
64,65 350 5403 5585 6630 6292 5944 44056
64,65 367 5754 6476 1007 6525 6160 43036
258,6 324 2043 2122 1967 2057 2088 43305
258.,6 263 1919 1869 1864 1961 1987 43033

Tab. P13 Utinek DOX na syntézu DNA v ATE. Pribéh inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bungk ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my3i NMRI sedmy den po inokulaci,
v piitomnosti DOX. Koncentrace bungk: 1,5 10°. mI”. Aktivita *H: 71,3 kBq. mI™, Vzorky byly
inkubovany vzdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou uvedeny.

Cpox rel. sm.
(mol.I') A B A/B Yo adch. (%)
0 0,02028 0,0047 132 17,2
0 0,02205 0,0059 3,75 18,3 7,75
0 0,02301 0,0057 4,05 18,2
4,041 002112 0,0061 3,45 16,2 <50
4,041 0,01956 0,006 3,21 15,7 ’
16,16 0,01524 0,0087 1,75 12,2 < 3
16,16 0,01608 0,0089 1,81 12,0 :
64,65 0,00465 0,011 0,423 3,42 47
64,65 0,00558 0,0125 0,447 3,99 ’
2586 | 0,001545 0,0119 0,130 1,12 646
258.,6 0,00153 0,0126 0,121 1,09 ’

Tab. P14 Uinek DOX na syntézu DNA v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, pom&ru A/B a podéatednich rychlosti (vp) [s'] inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my$i NMRI sedmy den po inokulaci,
v piitomnosti DOX. Dale je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit duplett vzorki (%).
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Cpox cas .
(umol.l'l) 0 307 60’ 90° 1207 150° nax
0 781 1900 2823 3084 3602 3333 44100

0 899 2146 2918 3211 3339 3482 47773

0 809 1980 2727 2945 3209 3478 45192
4,041 881 2004 2750 3056 3536 3254 46963
4,041 775 1960 2614 3054 3145 3375 47068
16,16 839 2060 2458 2990 3083 2978 49847
16,16 861 2231 2521 3068 2910 3207 48162
64,65 838 1997 2848 3124 3013 2979 46717
64,65 818 1862 2587 2600 2504 2860 46439
258.6 796 1817 2475 2669 2715 2681 44524
258,06 811 1670 2445 2429 2538 2454 45576

Tab. P15 U¢inek DOX na proteosyntéza v ATE. Priibéh inkorporace [U-"*Claminokyselinové
smési do bunék ascitické formy karcinomu ATE 7. den po inokulaci myiim NMRI
v pfitomnosti DOX. Koncentrace bunék: 1,5 10° ml™. Aktivita *C: 20 kBq. mI”. Vzorky byly
inkubovany vidy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smé&si. Méfeni po 24 h do dosazeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou uvedeny.

Cpox rei. sm.
(umoL) A B A/B Vol odch. (%)
0 0.001074 0,0065 0.165 0,789
0| 0.001086 0.0076 0.143 0.865 4,96
01 0.001036 0,0068 0.152 0.780
70411 0,000991 0.0069 0,144 0.776 1o
40411 0,001008 0,007 0.144 0.791 :
16,16 | 0,000983 0,0082 0,120 0.816 40
16.16 | 0001104 0.0088 0,125 0,886 :
64.65 | 0001132 0.0086 0.132 0.881 o8
64.65 | 0.000982 0,0087 0.113 0,760 ;
258.6 | 0,001008 0,0085 0.119 0.7438 a0
258.6 | 0,000878 0.0085 0,103 0.667 ;

Tab. P16 Uginek DOX na proteosyntézu v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a poéateénich rychlosti (vo) [s'] inkorporace [U-"*Claminokyselinové
smési do bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my3i NMRI sedmy den po
inokulaci, v ptitomnosti DOX. Dile je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupletl
vzorktl (%).
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9.2. Uc€inek mitoxantronu na ascitickou formu nadoru MC29 in vivo

Kontrola (0 mg.kg™) MX 3 mg.kg’
ny M- B ascitokrit My "y Wi - W3 ascitokrit mr
(%) %)
28,2 2,8 25 0,70 23,1 0,9 44 0,40
28,6 3,0 23 0,69 27,9 1,6 32 0,51
29,9 3,1 10 0,31 24.6 2,2 35 0,77
262 3,0 29 0,87 299 2,5 22 0,55
19.2 0,7 74 0,52 294 3,0 21 0,63
30,2 3,4 18 0,61 25,9 2,9 13 0,38
27,7 3,9 15 0,59 29,0 2,0 27 0,54
19,9 0,7 57 0,40 27,7 3.4 10 0,34
27,2 2,5 24 0,60 22,2 1,5 27 0,41
28,3 4,0 23 0,92 - - - -
Aritmeticky pramér my 0,621 Aritmeticky primér m; 0,503
P (t-test, o =0,05/3) - P (t-test, o =0,05/3) 0,07130
Lisi se od (mg/kg) (Fisher-LSD) 9;6 Li%i se od (mg/kg) (Fisher-LSP) 9; 6
% kontroly 81
MX 6 mg.kg” MX 9 mg.ks™
m; my - m; ascitokrit my m; m; - iy ascitokrit myr
(%) (%)
28,8 1.4 25 0,35 18,5 0,3 43 0,13
285 2.5 13 0,33 24,8 0,6 54 0,32
242 0,9 30 0,27 244 0,8 35 0,28
214 0.4 49 0,20 22,6 0,6 31 8,19
227 0,7 41 0,29 22,1 0,6 32 0,31
25,2 1,9 19 0,36 22,4 0,7 34 0,24
20,7 0,7 45 0,32 20,0 0,5 61 0,31
23,9 2,0 13 0.26 28,9 0,6 22 0,13
22,1 22 31 0.68 - - - -
Aritmeticky primér my 0,340 Aritmeticky primér m; 0,239
P (t-test, o = 0,05/3) 0,000930 P (t-test, o = 0,05/3) 0,600033
Lisi se od (mg/kg) (Fisher-LSD} 3; 0 Li3i se od (mg/kg) (Fisher-LSD) 3;0
% kontroly 55 % koniroly 38

Tab. P17 Vysledky hodnoceni vlivu MX na hmotnost asitické formy adenokarcinomu
mlééné Zlazy MC29 mysi NMRL m; = hmotnost my$i pfed odebranim ascitu (g), (m; - m,) =
hmotnost ascitu zjisténd odeétenim hmotnosti my$i pfed a po odstranéni ascitu (g), m; =
hmotnost buné&éné frakce ascitu (g), /8/. V tabulce je uvedeno porovnani davkovych skupin proti
kontrole Studentovym t-testem s Bonferroniho modifikaci na hladinu vyznamnosti .= 0,05/3 a
dale vicenasobné porovnani Fisherovym t-testem jednotlivych davkovych skupin mezi sebou.

MX (mg.kg™") n dny preziti

0 10 8, 11, 13, 13, 13, 14, 18, 19, 22 23
3 10 7, 106, 14, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 28
6 10 9, 10, 18, 21, 21, 23, 32, 32, 32, 32
9 10 8, 9, 10, 14, 14, 16, 18, 19, 20, 23

Tab. P18 Vliv MX na preZiti mysi NMRI s inokulovanym karcinomem MC29 (dny).
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9.3. Ovlivnéni syntézy NA a bilkovin v nddorovych buiikich ascitické formy nadora
MC29 a ATE v pritomnosti 2-deoxyglukosy a L-rhamnosy in vitro

C2.pG Gas
(mmol.I'") 0’ 307 60’ 90’ 1207 1507
0 542 24626 42874 54769 56501 62292 48847
0 451 21704 41697 54389 58835 62652 49186
0 381 22416 43941 55101 62083 60869 49412
0,3125 451 19390 40130 52073 55598 63560 47626
0,3125 408 17779 40809 53110 58073 60234 43975
1,25 520 17639 36526 50678 50991 56913 45629
1,25 451 16019 36160 45680 52057 56374 45230
5 506 5057 9539 13899 15830 17635 45858
5 488 3867 8546 12305 14495 14502 46521
20 431 1417 2507 3387 3873 4198 46490
20 564 1238 2530 4142 5354 5756 44345

III] ax

Tab. P19. Utinek 2-DG na syntézu DNA v ATE. Prib&h inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my$i NMRI sedmy den po inokulaci,
v piftomnosti 2-DG. Koncentrace bunék: 1,5 10°.ml". Aktivita *H: 67,5 kBq.ml". Vzorky byly
inkubovany vzdy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

CrpG rel. sm.
(mmol.I"y A B A/B Vo | odeh. (%)
0 0,02007 0,0058 3,46 16,3
0 0.01765 0,0047 3,76 154 5,63
0 0,01874 0,0051 3,68 14,5
0,3125 001616 0,0039 4,14 12,8 378
0,3125 001511 0,0036 4,20 12,3 ?
1,25 0,01555 0,004 3,89 11,8 451
1,25 0,01420 06,0033 4,30 10,7 ?
5 0.00374 06,0024 1,56 2,86 9.63
5 0,002927 0,0017 1,72 2,27 ?
20 0,000819 0,0024 0,341 0,634 14.6
20| 0,001131 0,0023 0,492 0,836 ’

Tab. P20. Uéinek 2-DG na syntézu DNA v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a poéatecnich rychlosti (vy) [s'] inkorporace [6-*H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskané¢ho z ascitu my3i NMRI sedmy den po inokulaci,
v piitomnosti 2-DG. Dale je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupletii vzorkd (%).
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C2pG cas I
(mmol.I'") 0’ 307 60" 90’ 120° 150° e
0 702 1655 1909 2142 2179 2228 28132
0 673 1515 2006 2249 2236 2314 27678
0 667 1561 2075 2185 2329 2236 28762
0,3125 682 1434 1900 2080 2129 2269 28203
0,3125 598 1346 1978 1941 2168 2202 28583
1,25 682 1382 1934 2281 2048 2192 27539
1,25 609 1387 1962 2053 2132 2329 27241
5 628 1089 1553 1863 1929 2051 28381
5 640 991 1370 - 1967 2217 27304
20 647 809 950 1031 1170 1107 27206
20 728 868 978 1215 1284 1204 27618

Tab. P21. Uéinek 2-DG na proteosyntézu v ATE, Pribéh inkorporace [U-
"Claminokyselinové smési do bungk ascitické formy karcinomu ATE 7. den po inokulaci
my&im NMRI v pfitomnosti 2-DG. Koncentrace bungk: 1,5 10° ml™. Aktivita *C: 12,6 kBq. ml
'. Vzorky byly inkubovany vzdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou
uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosazen{ 2% chyby (max. 5
min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

C2-pG rel. sm.,
(mmol.1") A B A/B Yo | odch. (%)
0 0,00136 0,0002 0,148 0,637
0 0,00130 0,0081 0,160 0,596 3,23
0 0,00135 0,0087 0,155 0,645
0,3125 0,00110 0,0075 0,147 0,519 415
0,3125 0,00113 0,0075 0,151 0,539 ’
1,25 0,00114 0,0076 0,150 0,524 397
1,25 0,00120 0,0074 0,162 0,545 ’
5 0,000666 0,0044 0,151 0,315 3.06
5 0,000456 0,001 0,456 0,207 ?
20 0,000235 0,0043 0,0546 0,106 6.58
20 0,000192 0,0022 0,0873 0,088 ?

Tab. P22. Uéinek 2-DG na proteosyntézu v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, pomé&ru A/B a poéate¢nich rychlosti (vo) [s”'] inkorporace [U-"*C]aminokyselinové
smési do bun€k ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my3i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pFitomnosti 2-DG. Dale je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupletd
vzorki (%).
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C1DG Cas
(mmol.l") 0’ 307 60" 90" 120° 150° b
0 227 2719 3568 7772 9450 11739 21094
0 212 3004 4197 6278|  10319] 14060 21965
03125 259 2849 4219 6511|  10014] 12669 21606
03125 282 2991 4298 6281| 10616| 13154 21159
1,25 202 2718 3846 4968 8997| 10411 21032
1,25 216 2675 3097 4531 7715 10634 20832
5 216 1917 2415 2515 3029 4922 21690
5 242 2201 2245 2610 3112 4818 22404
20 202 1760 2311 2513 2816 4644 22490
20 223 1831 2502 2656 3019 4543 22998

Tab. P23. Utinek 2-DG na syntézu DNA v HL-60. Pritbéh inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bundk HL-60. Koncentrace bundk: 1,5 10%ml’. Aktivita *H: 51 kBq.ml’. Vzorky byly
inkubovany v#dy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny
v DPM/0,075 ml inkubované smési. Mé&feni po 24 h do dosazeni 2% chyby (max. 5 min)
scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

CnG rel. sm.
(mmol.I™") A B A/B Yo odch. (%)
0 0,0410 -0,0005 -82 14,4 9.55
0 0,03396 -0,0007 -48.5 12,4 ’
0,3125 0,02783 -0,0004 -60,6 10,0 335
0,3125 0,0304 -0,0005 -60,8 10,7 ’
1,25 0,03212 0,0008 40,2 11,3 6.66
1,25 0,02932 -0,001 -29.3 10,2 ’
5 0,02610 0,0054 4,83 9,44 483
5 0,02323 0,0062 3,75 8,68 ’
20 0,01755 0,0053 3,31 6,58 430
20 0,01826 0,005 3,65 7,00 ’

Tab. P24. Uéinek 2-DG na syntézu DNA v HL-60. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, poméru A/B a polatetnich rychlosti (vg) [s'] inkorporace [6-’H]-thymidinu do
bunék HL-60, v piftomnosti 2-DG. Dile je uvedena relativni smérodatnd odchylka aktivit
dupletd vzorki (%).
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Co.DG Zas
(mmol.I™) 0 30° 60° 90" 1207 150 T
0 489| 21001 40119 52948 58112 61394 51160
0 439| 22515 39941 55137 59034 63127 55309
0 401 21649 44151 50334 63954|  63354| 48996
0,3125 534 18645 41420 54201 54184 56941 48151
0,3125 411 18944 | 42027 54173 52099 58911 46494
1,25 439 16885 40102  45967| 46992 52784| 46448
1,25 513 17004 39975 46797 48154 52466 | 48445
5 555 6545 10298 13597 14681 26551 47120
5 539 5881 10484 15064 14185 21644 | 45464
20 502 2010 3107 5113 5054 5959 | 45691
20 497 1955 2697 5231 5165 6112 47484

Tab. P25. Uéinek 2-DG na syntézu DNA v MC29. Pritbéh inkorporace [6-H]-thymidinu do
bunck ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného zascitu my$i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti 2-DG. Koncentrace bunék: 1,5 10°.mJ". Aktivita *H: 67,5 kBq.mi™.
Vzorky byly inkubovany vzdy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru. Aktivity jsou
uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2% chyby (max. 5
min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou uvedeny.

Co.pG rel. sm.
(mmol.I") A B A/B Vo odeh. (%)
01 0015221 0,0043 3,17 13,0
0 0015824 0,0048 3.30 14,6 511
0] 0017728 0,0046 3,85 12,5
03125 | 0,016548 0,0046 3.60 13.3 "0
03125 | 0,017428 0,0047 3,71 13,5 ’
125 0,015817 0,0048 330 12,2 o
125 0,015221 0,0048 3,17 123 ;
5| 0,003999 0,002 3.00 3,140 o
51 0,004258 0,0028 1.52 3,226 ;
20| 0,001201 0,0026 0,462 0,015 o3
20 0,001025 0,0015 0,683 0,811 ’

Tab. P26. Utinek 2-DG na syntézu DNA v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, pom&ru A/B a podatenich rychlosti (vy) [s'] inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného zascitu my$§i NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti 2-DG. Dale je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit dupletd

vzorkd (%o).
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C2.0G Cas
(mmol.I") 0’ 30° 60" 90 120° 150" b
0 698 1539 2123 2164 2216 2451 28097
0 709 1613 2269 2236 2398 2507 28213
0 639 1555 2218 2279 2374 2442 29012
0,3125 674 1399 1864 1987 2011 2169 29014
0,3125 601 1365 1976 2012 2139 2189 29656
1,25 649 1139 2014 2198 2236 2281 28064
1,25 597 1216 1866 1983 2060 2229 28649
5 576 1259 1624 1691 2116 2134 29061
5 615 1034 1223 1142 2099 2031 29466
20 609 707 966 1146 1243 1108 28288
20 667 997 1046 1186 1209 1143 27988
Tab. P27. Utinek 2-DG na proteosyntézu v MC29. Pribsh inkorporace [U-

Claminokyselinové smési do bun&k ascitické formy karcinomu ATE 7. den po inokulaci
mys§im NMRI v piitomnosti 2-DG. Koncentrace bunék: 1,5 10° ml”. Aktivita C: 12,6 kBq.
ml”. Vzorky byly inkubovany vZdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru. Aktivity
jsou uvedeny v DPM/0,075 m! inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2% chyby (max.
5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

ConG rel. sm.
(mmolI) A B AR Yo | odch. (%)
0 0,001266 0,0079 0,160 0,593
0 0,00138 0,0082 0,168 0,649 3,23
0 0,0601379 0,0083 0,166 0,667
03125 0,00105 0,0078 0,135 0,508 331
0,3125 0,001125 0,0078 0,144 0,556 i
1,25 0,000834 0,0045 0,183 0,390 510
1,25 0,000936 0,0061 0,153 0,447 ’
5 0,000881 0,0063 0,140 0,427 11.7
5 0,000402 0,0019 0,211 0,197 ’
20 0,000166 0,003 0,0554 0,0784 712
20 0,00047 0,0064 06,0500 0,219 ’

Tab. P28. Uéinek 2-DG na proteosyntézu v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a B ze
vztahu /6/, pomé&ru A/B a podateénich rychlosti (vo) [s'] inkorporace [U-"*Claminokyselinové
smési do bunc¢k ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu mysi NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti 2-DG. Déle je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit duplet
vzorkd (%).
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C1 shamnosy Cas
(mmol.I") 0 30/ 60" 90’ 120° 150" bax
0 s42| 24626 42874 54769 56501] 62202| 48847
0 451  21704]  41697| 54389| 58835| 62652| 49186
0 381| 22416| 43941| s55101| 62083 | 60869| 49412
0,3125 501| 20297| 43265] 52076| 58767 65496 47860
0,3125 395| 21741  40817] 55709  60160| 67702|  S0360
1,25 a64|  19817| 39757  54035| 60818] 60896| 49226
1,25 439 20341]  40107| 50300| 57553 | 63443| 47882
5 523 18792  37014| 48953| 55102| 60954| 47457
5 489 17629 36927 50181| 58257| 65194| 46206
20 443 16862] 35822 50853 55351| 60501| 44742
20 3520 16572 32818  49458|  s4820] 59719 47521

Tab. P29. Utinek L-rhamnosy na syntéza DNA v ATE. Pribgh inkorporace [6-°H]-
thymidinu do bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my§i NMRI sedmy den
po inokulaci, v pfitomnosti L-rhamnosy. Koncentrace bungk: 1,5 10°ml?. Aktivita °H: 67,5
kBq.ml”'. Vzorky byly inkubovény vidy v dupletech pro kaZzdou koncentraci inhibitoru.
Aktivity jsou uvedeny v DPM/0,075 ml! inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2%
chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bungk nejsou uvedeny.

CL.rhamnos rel. sm.
(mmoi.l‘]; A B A/B Vo odch. (%)
O 0,02007 0,0058 3,45 16,3
0 0,01875 0,0047 3.99 15,4 5,63
0 0,01764 0,0051 3,45 14,5
0,3125 0,01701 0,0041 4,14 13,6 5.75
0.,3125 0,01665 0,0041] 4,05 14,0 ’
1,25 0,01608 0,004 4,02 13,2 3.04
1,25 0,01656 0,0041 4.02 13,2 ’
5 0,01521 0,0037 4,11 12,0 331
5 0,0144 0,0026 5,55 11,1 i
20 0,01431 0,0027 5,31 10,7 3.85
20 0,01314 0,0027 4,86 10,4 ’

Tab. P30. Utinek L-rhamnosy na syntézu DNA v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a B
ze vztahu /6/, poméru A/B a poéétednich rychlosti (vo) [s] inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu my$i NMRI sedmy den po inokulaci,
v pritomnosti L-rhamnosy. Dile je uvedena relativnl smérodatnd odchylka aktivit duplet
vzorkd (%).
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CL-thammosy cas
(mmol.I") 0’ 30° 60" 90’ 120" 150" Eruax
0 702 1655 1909 2142 2179 2228 28132
0 673 1515 2006 2249 2236 2314 27678
0 667 1561 2075 2185 2329 2236 28762
03125 605 1409 1963 2148 2198 2251 27628
0,3125 621 1430 1865 2164 2274 2247 29023
1,25 685 1463 1894 2214 2309 2162 27349
1,25 605 1413 1899 2144 2215 2280 28538
5 637 1541 1813 1897 2136 2221 28252
5 618 1452 1796 2078 2117 2383 27198
20 638 1447 1793 2110 2121 2170 26277
20 476 1420 1840 2079 1924 2177 27513

Tab. P31. Udinek L-rhamnosy na proteosyntézu v ATE. Pribsh inkorporace [U-
“Claminokyselinové smési do bunék ascitické formy karcinomu ATE 7. den po inokulaci
mys§{im NMRI v pfitomnosti L-rhamnosy. Koncentrace bungk: 1,5 10° ml™. Aktivita 'C: 12,6
kBq. ml”. Vzorky byly inkubovany vZdy v dupletech pro kazdou koncentraci inhibitoru.
Aktivity jsou uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosaZeni 2%
chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

CL-thamnos rel. sm.,
(mmol 1) A B A/B Yol odeh. (%)
0 0,001358 0,0092 0,148 0,637
0 0,001292 0,0081 0,160 0,596 3,23
0 0,001347 0,0087 0,155 0,645
0,3125 0,00125 0,0077 0,162 0,576 1.59
0,3125 0,001146 0,0074 0,155 0,554 i
1,25 0,001207 0,0078 0,155 0,550 3.40
1,23 0,001176 (,0075 0,157 0,559 ?
5 0,001226 0,0085 0,144 0,577 318
5 0,001178 0,0072 0,164 0,534 -
20 0,001251 (,0079 0,158 0,548 531
20 0,001436 0,0089 0,161 0,596 ’

Tab. P32. Uinek L-rhamnosy na proteosyntéze v ATE. Hodnoty empirickych konstant A a
B ze vztahu /6/, poméru A/B a pocéatecnich rychlosti (vq) [s']  inkorporace [U-
*Claminokyselinové smési do bun&k ascitické formy karcinomu ATE, ziskaného z ascitu mysi
NMRI sedmy den po inokulaci, v pfitomnosti L-rhamnosy. Déle je uvedena relativni
smérodatna odchylka aktivit dupletd vzorki (%).
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CL-rhamnosy cas
(mmol.I") 0’ 30° 60° 90’ 120° 150" Lva
0 334 13058 19213 20367] 20043| 20369 44896
0 248]  22203| 349211 35872 39905] 38787 41327
0 358 15741| 26142 290061 29577| 27906 43841
0,3125 360 9588 15008 15206| 15583] 16161 45424
0,3125 441 14285 21468  21657| 22417| 21554 44190
1.25 467| 17101 26992 29115| 30545| 29775 44591
1,25 496|  20804| 31689 33404] 36581] 37212 45466
5 456]  19596| 31446 35865| 36836| 38997 46894
5 273 18566| 29228] 35381 35445| 39145 45463
20 370|  17995|  31284| 36861| 37481 43264 39624
20 375] 197751  35826| 42886| 42091| 48047 42184

Tab. P33. Uginek L-rhamnosy na syntézu DNA v MC29. Prib¢h inkorporace [6-°H]-
thymidinu do bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu mys NMRI sedmy
den po inokulaci, v pFitomnosti L-rhamnosy. Koncentrace bunék: 1,5 10°.ml". Aktivita *H: 68.6
kBq.ml'. Vzorky byly inkubovény vzdy v dupletech pro kaZdou konceniraci inhibitoru.
Aktivity jsou uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Mé&feni po 24 h do dosaZeni 2%
chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON, Aktivity kontrol bez bunék nejsou uvedeny.

€].-rhamnos; rel. sm.
(mmol.1) A B A/B Vo | odch. (%)
0 0,01248 0,0099 0,0374 9,34
0 0,02289 0,0088 0,0687 15,8 28,0
0 0,01581 0,0087 0,0474 11,6
0,3125 0,00894 0,0093 0,0268 6,77 279
03125 0,01404 0,0101 0,0421 103 ;
1,25 0,01632 0,0088 0,0490 12,1 113
1,25 0,01878 0,0086 0,0563 14,2 ’
5 001722 0,0078 0,0517 13,5 R.07
5 0,01653 0,0074 0,0496 12,5 ’
20 0,01833 0,0065 0,0550 12,1 749
20 0,01941 0,0064 0,0582 13,7 ’

Tab. P34. Ucinek L-rhamnosy na syntézu DNA v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a
B ze vztahu /6/, poméru A/B a po&atednich rychlosti (vg) [s7] inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného zascitu my$f NMRI sedmy den po
inokulaci, v pfitomnosti L-rhamnosy. Déle je uvedena relativni smérodatna odchylka aktivit
dupletd vzorkl (%).
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CL-rha,mnosy Cas
(mmol.I") 0’ 30° 60° 90’ 120° 150" Tona
0 282 559 692 716 745 684 14671
0 269 614 575 585 674 646 12846
0 281 510 602 680 721 733 14307
0,3125 267 575 658 684 662 669 14861
0,3125 296 580 692 729 763 688 14098
1,25 313 534 640 682 700 715 14469
5 324 554 679 674 830 736 15286
5 288 606 706 704 933 750 15125
20 313 490 584 737 862 699 13421
20 278 522 620 701 824 783 14067

Tab. P35. U&inek L-rhamnosy na proteosyntézu v MC29. Priibéh inkorporace [U-
"Claminokyselinové smési do bunék ascitické formy karcinomu MC29 7. den po inokulaci
my§im NMRI v pfitomnosti L-rhamnosy. Koncentrace bunék: 1,5 10° ml. Aktivita C: 3.3
kBq. ml?. Vzorky byly inkubovany vidy v dupletech pro kaZdou koncentraci inhibitoru.
Aktivity jsou uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Méfeni po 24 h do dosazeni 2%
chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou uvedeny.

CL-rhamnos rel. sm.
(mmoI.l']S)l A B A/B Yo | odch. (%)
0 0,000851 0,0102 0,0834 0,208
0 0,000977 0,0115 0,0849 0,209 7,23
0 0,000625 (,0075 0,0834 0,149
0,3125 0,0009 0,0112 0,0804 0,223 4.66
0,3125 0,000896 0,0103 0,0870 0,210 i
1,25 (,000634 0,0085 0.0746 0,153 -
5 0,000616 0,008 0,0770 0,157 5.01
5 0,000844 0,0091 0,0927 0,213 ’
20 0,000526 0,0055 0,0956 0,118 530
20 0,000654 0,0066 0,0991 0,153 ’

Tab. P36. Utinek L-rhamnosy na proteosyntézu v MC29. Hodnoty empirickych konstant A a
B ze vatahu /6/, poméru A/B a pocateénich rychlosti (vg) [s'] inkorporace [U-
"“Claminokyselinové smési do bungk ascitické formy karcinomu MC29, ziskaného z ascitu
my3i NMRI sedmy den po inokulaci, v piftomnosti L-rhamnosy. Déle je uvedena relativni
smérodatna odchylka aktivit dupletd vzorkd (%o).
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C -rhamnosy Cas
(mmol.I") 0’ 30° 60° 90’ 1207 150" b
0 543 6170 11840| 16192] 20200 25138 44851
0 451 6023 11482 19323 22244| 25093 46345
0 576 6220 12078 164491 22600| 25299 45848
0,3125 620 5005 12443  17209| 23092| 27093 46380
0,3125 561 5457|  12448| 17825| 22375] 26217 43959
1,25 560 5632 12386 17641 21397 26542 43368
1,25 505 55841  11121|  16213] 21986| 25806 37761
5 531 6118 11963 17330| 21171] 24261 45921
5 583 5760| 11904 17079 22754] 26555 46003
20 396 5727 12034] 16835 22904| 26303 44947
20 572 5767|  11953| 17309] 22832| 27034 43323

Tab. P37. Uinek L-rhamnosy na syntézu DNA v HL-60. Priibsh inkorporace [6-"H]-
thymidinu do bun&k HL-60 v pfitomnosti L-rhamnosy. Koncentrace bungk: 1,5 10°.ml”.
Aktivita *H: 93,5 kBq.m!”. Vzorky byly inkubovany vzdy v dupletech pro kazdou koncentraci
inhibitoru. Aktivity jsou uvedeny v DPM/0,075 ml inkubované smési. Mé&feni po 24 h do
dosaZeni 2% chyby (max. 5 min) scintil. roztok TRITON. Aktivity kontrol bez bun&k nejsou
uvedeny.

CL-rhamnosy rel. sm.
(mmol.I) A B A/B Vo | odeh. (%)
0 0,00441 0,0014 3,15 3,30
0 0,00429 0,0009 4,77 3,32 5,50
0 0,00432 0,001 432 3,30
0,3125 0.00402 0,6001 40,2 3,11 345
0,3125 0,00411 0,0002 20,5 3,01 ’
1.25 0,00426 0,0003 14,2 3.08 493
1,25 0,00459 0,0001 45,9 2,89 i
5 0,00441 0,0014 3,15 3,38 3.5
5 0,00393 0,00005 78.9 3,02 ’
20 0,00417 0,0003 13,9 3.13 513
20 0,00417 0,00005 83,7 3,02 ’

Tab. P38. Utinek L-rhamnosy na syntézn DNA v HL-60. Hodnoty empirickych konstant A a
B ze vztahu /6/, poméru A/B a polateénich rychlosti (vo) [s'] inkorporace [6-"H]-thymidinu do
bunék HL-60, v pfitomnosti L-rhamnosy. Déle jsou uvedeny koeficient determinace (R}
linedrni regrese podle vztahu /6/ a relativni smérodatni odchylka aktivit dupletd vzorki (%)
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ERRATA

Vézeny Ctenafi,

omlouvdm se za n¢kolik tiskovych chyb, které vznikly pfi koneéné dpraveé prace pro
oboustranny tisk.

Str. 6; posledni Ffadek - Chybi text: ... zvitaty. Zavedeni vhodnych metod testovani déinnosti
protinddorovych latek je pro to nezbytnym piedpokladem.

Str. 8; fadek 9 shora - zalomeny fadek

Str. 11; fadek 11 shora — zalomeny radek
Str. 13; fadek 14 shora — zalomeny radek
Str. 23; fddek 4 zdola — zalomeny Fadek

Str. 34; fadek 12 zdola — zalomeny fadek
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