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Seznam pouzitych zkratek

AhR

ARNT

ATP
CoA
COX-1
COX-2
CPR
CYP
DNA
FAD
FMN
FMNH-
FMNH,
FNR
GIT
HRP
LPO

MFO

MPO
NADH
NADPH
PAPS

PHS

receptor pro aromatické uhlovodiky (z angl. aryl hydrocarbon
receptor)

jaderni translokator pro aromatick¢é uhlovodiky (z angl. aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator)

adenosintrifosfat

koenzym A

ov¢i cyclooxygenasa

lidska cyclooxygenasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa

cytochrom P450

deoxyribonukleova kyselina

flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

flavinmononucleotid redukované forma (prvni stupetl)
flavinmononucleotid redukovana forma (druhy stupen)
ferredoxin-NADP" reduktasa

gastrointestinalni trakt

peroxidasa kienu selského (z angl. horseradish peroxidase)
hovézi laktoperoxidasa

monooxygenazovy systém se smisenou funkei (z angl. mixed function
oxidase)

myeloperoxidasa

nikotinamid adenin dinukleotid redukovana forma
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovana forma
3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfat

prostaglandin H synthasa
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RNA ribonukleova kyselina
UDP uridindifosfat

WHO Svétova zdravotnicka organizace (z angl. World Health Organization)



Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva studiem protinadorovych 1éCiv a to predev§im jejich
mechanismem uc¢inku, vedlejSimi ucinky, rezistenci a farmakokinetikou. Jako modelové
cytostatikum byl pro tuto praci vybran protinadorovy alkaloid ellipticin. Bakalaiska prace
popisuje metabolismus této latky v organismu a jeho indukéni potencidl na enzymy
biotransformujici 1éCiva.

Protinadorovy alkaloid ellipticin piedstavuje 1éCivo, jehoZ mechanismus uc¢inku je
zalozen na interkalaci do DNA, inhibici topoisomerasy II a na tvorbé kovalentnich adukt s
DNA prostfednictvim enzymové aktivace cytochromy P450 a/nebo peroxidasami v cilovych
tkanich. Ellipticin je oxidovan cytochromy P450 na nékolik metabolitt (7-hydroxyellipticin,
9-hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a N- oxid ellipticinu).
Z téchto metabolitli jsou 9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticin povazovany za detoxikaéni
metabolity, zatimco 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a N?- oxid ellipticinu za
aktiva¢ni metabolity, které vytvaieji dva hlavni deoxyguanosinové adukty v DNA. Tyto
adukty byly nalezeny jak in vitro v leukemickych bunkach (HL-60), v bunénych liniich
lidského prsniho adenokarcinomu (MCF-7), v neuroblastomovych buiikach (IMR-32, UKF-
NB-3 a UKF-NB-4) a v burikach glioblastomu (U87MG), tak i in vivo v prsnim karcinomu
potkanii. Dva karbeniové ionty, ellipticin-13-ylium a ellipticin 12-ylium, vznikajici
spontannim §tépenim 13-hydroxyellipticinu a 12-hydroxyellipticinu jsou reaktivni agens,
ktera se vazi na DNA. Ellipticin je oxidovan kromé cytochromy P450 také peroxidasami.
Peroxidasami je ellipticin oxidovan na dimer ellipticinu a na N%-oxid ellipticinu. Studované
1é¢ivo také indukuje CYP1A, 1B1 a 3A4 enzymy vV rakovinnych bunikach a/nebo in vivo
v potkanech, kterym byl ellipticin podavan. Diky vysoké ucinnosti ellipticinu a jeho
derivath proti riznym naddorovym onemocnénim roste zéjem o toto protinddorové 1é¢ivo a

jsou tak stale vyvijeny nové postupy cilené sméfovanych 1é¢iv na bazi ellipticinu.

Kli¢ova slova

Protinadorova 1éCiva, biotransformace xenobiotik, protinadorové 1écivo ellipticin,

mechanismus pasobeni, cytochromy P450, peroxidasy, adukty DNA v cilovych tkanich.



Abstract

This bachelor thesis is aimed to study the mechanisms of action of anticancer drugs, their
side effects, their resistance and pharmacokinetics. Anticancer alkaloid ellipticine was
chosen as a model for this work. Bachelor thesis describes the metabolism of this substance
in organisms and its potential to induce of drug metabolizing enzymes.

An antineoplastic alkaloid ellipticine is a prodrug, whose mode of action is based
mainly on DNA intercalation, inhibition of topoisomerasa Il, and formation of covalent
DNA adducts mediated by cytochromes P450 and/or peroxidases in target tissues. A variety
cytochromes P450 oxidize ellipticine forming up to five metabolites (7-hydroxyellipticine,
9-hydroxyellipticine, 12-hydroxyellipticine, 13-hydroxyellipticine and ellipticine N*-
oxide). 7-hydroxy- and 9-hydroxyellipticine metabolites are considered to be mainly the
detoxication products of ellipticine, while 12-hydroxyellipticine, 13-hydroxyellipticine and
ellipticine N%- oxide are considered to be mainly the activation products of ellipticine. The
major ellipticine-derived DNA adducts are generated from these activation metabolites.
These adducts were found in cancer cells in culture, such as human breast adenocarcinoma
MCF-7 cells, neuroblastoma IMR-32, UKF-NB-3, and UKF-NB-4 cells and glioblastoma
U87MG cells in vitvo. Both mainly DNA adducts were also detected in DNA of rat breast
adenocarcinoma in vivo. The reactive carbenium ionts, ellipticine-12-ylium and ellipticine-
13-ylium, are generated by spontaneous cleavage of 12-hydroxyellipticine and 13-
hydroxyellipticine, without participation of cytochromes P450. Deoxyguanisine was
identified as target base to which reactive carbenium ionts of ellipticine metabolites
generated by cytochromes P450 are bound. Peroxidases oxidize ellipticine to species
binding to DNA. The ellipticine oxidation products formed by peroxidases are the ellipticine
dimer and ellipticine N*oxide. This drug was found to induce CYP1A, 1B1 and 3A4 in
cancer cell line and/or in vivo in rats exposed to ellipticine. Because of the high efficiency of
ellipticine and its derivatives against various types of cancer, this compound is suitable to

prepare its derivatives useful for tumor targeting.

Key words:

Anticancer drugs, biotransformation of drugs, antitumor alkaliod ellipticine, cytochrome
P450, peroxidase, DNA adducts in target tumor.



1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou druhou nejcastéjsi pric¢inou umrti u nés i ve svéte. Kazdy
rok podlehne nddorovému onemocnéni vice nez 7 miliont lidi a ro¢né je diagnostikovano
témét 11 miliont novych ptipadd [1]. V Ceské republice kazdy tfeti obyvatel onemocni
nadorovym onemocnénim a kazdy ¢tvrty nemocny na néj umird [2]. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) uvadi, Zze celosvétové jsou nejcastéjSimi nadorovymi onemocnénimi
nadory plic, prsu a tlustého stfeva a nejcastéjsi nadorova onemocnéni koncici smrti jsou pak
nadory plic, zaludku a jater [3]. U vétSiny nadorovych onemocnéni je patrny vliv prostiedi a
zivotniho stylu. Nadorova onemocnéni postihuji stale nizsi vékové roc¢niky. Statistiky navic
ukazuji, ze 43 % ptipadim nadorovych onemocnéni se da predejit zdravym zivotnim stylem
osvojenym jiz v détstvi [1]. Nevhodna strava a karcinogeny pfitomné ve vod¢, ovzdusi a
V potravé zpusobuji nartstajici pocet jednotlivych nddorovych buné€k, nez je pro organismus
prirozené. Imunitni systém, ktery mize byt oslaben stresem ¢i polutanty, pak neni schopen
efektivné tuto situaci fesit [4].

Lécba nadorovych onemocnéni byla v minulosti velice drastickd S minimélnim
efektem. Dnes existuje fada kvalitnich 1é€ebnych metod, které postizenym dokazou nejen
prodlouzit Zivot, ale také je zachrénit. Zakladni a nejvyuzivanéj§i metodou v 1écbé
nadorovych onemocnéni je chemoterapie, radioterapie, chirurgicka 1éc¢ba [5].

Protinddorova chemoterapie, které se v této bakalaiské praci vénovala pozornost, je
nejmlads$i ztéchto metod, nebot se vSirSim méfitku zacala uplatiiovat teprve
Vv pritbéhu Sedesatych let. V nésledujicich desetiletich prodé¢lala bouflivy rozvoj, kdy
z puvodné dopliikové metody se stala metodou zakladni. [6]. Pouziti chemoterapie jako
jediné hlavni metody je vSak omezeno fadou faktorii, jako je rozsah nadoru, davkovani
cytostatika, naCasovani chemoterapie a rezistence na cytostatika [7], ktera je probrana
v kapitole 3.3. V kazdém ptipadé je protinadorova chemoterapie nepostradatelnou metodou

V 1é¢b€ nddorovych onemocnéni.



2 Cil prace

Cilem ptedklddané bakalarské prace bylo ziskat co nejvice znalosti 0 protinddorovych
1é¢ivech, jejich mechanismu ucinku a o enzymech, které se ucastni jejich biotransformace.

Jako modelové protinadorové 1é¢ivo byl pro tuto bakalaiskou praci vybran ellipticin.



3 Protinadorova lééiva

wevr

Nédorova onemocnéni jsou po kardiovaskuldrnich onemocnénich druhou nejcastéjsi
pti¢inou umrti v technicky vyspélych oblastech svéta [8].

Nadory (novotvary) vznikaji nadmérnym a neregulovanym bujenim tkané, coz byva
doprovazeno inaktivaci geni odpovédnych za potlaceni nadoru a aktivaci onkogenti. Ackoli
vznikaji z bun¢k télu vlastnich, rostou trvale a bez ohledu k potfebam organismu a
vyznacuji se tvarovymi i funkénimi odliSnostmi od normélni tkan€ [9]. Nadory se d¢€li do
dvou skupin:

e maligni (zhoubné¢) — rostouci rychle, metastazuji a proristdnim do okolni tkané
zpusobuji jeji destrukci,

e Dbenigni (nezhoubné) — rostouci pomalu, byvaji pfesn¢ ohrani¢ené od normalni tkané
a netvoii metastazy (sekundérni nadory).

Termin zhoubné bujeni (neoplastickd onemocnéni, rakovina) zahrnuje Sirokou tadu
onemocnéni od leukémie az po celistvé nadory riznych tkani a organti. Ve své podstaté je
zhoubné bujeni onemocnénim bunék, spocivajicim ve ztraté kontroly nad jejich proliferaci,
rastem, diferenciaci a jejich apoptdzou [9].

Protinadorova 1é¢iva (cytostatika, z feckého kytos = buiika a statikos = stavici) jsou
latky, které rGznymi mechanismy zastavuji rust a déleni nddorovych bunék, a spolu
s dalSimi terapeutickymi postupy (chirurgické odstranéni a ozéafeni nadoru) se uzivaji
k 1é€bé nadorovych onemocnéni. Rizné typy nadord jsou ruzné citlivé k chemoterapii
(lécba cytostatiky, onkologicka 1é¢ba) nebo 1écbé ozarenim [10]. Cilem onkologické 1écby
je zabezpecit optimalni farmakologicky uc¢inek pfi minimalni toxicité za soucasné prevence
vyvoje rezistence. Chemoterapie je vZzdy komplexni a musi byt fizena specializovanym
lékarem-onkologem [8]. Pro dosaZeni optimalniho vysledku pti 1é¢bé se rtizné terapeutické
postupy kombinuji [11]. Chemoterapii lze dé€lit na lé¢ebnou, ktera prodluzuje dobu pieziti, a

paliativni, ktera pouze zmirfiuje symptomy [8].



3.1 Vedlejsi ucinky cytostatik

Nezadouci ucinky cytostatik jsou pomérné casté a zavazné. Tyto Ucinky vyplyvaji
Z antiprolifera¢niho plsobeni cytostatik, coz ma za nasledek, Ze cytostatika zabiji vSechny
rychle se mnozici buiiky [8]. Tim plsobi negativné zejména na kostni dien, vlasové
folikuly, sliznici gastrointestinalniho traktu (GIT), vyvijejici se plod, Casto jsou hepato-a
nefrotoxicka. Cytostatika tedy zpasobuji vypadavani vlasu a ochlupeni, nevolnosti a
zvraceni, mukositidy dutiny Ustni, hyperurikemii, utlum produkce leukocytt, erytrocyti i
trombocytll a tromboembolické komplikace. Maji teratogenni Ucinky, a protoze poskozuji
strukturu DNA, vykazuji i u¢inky mutagenni a karcinogenni [8].

Pii chemoterapii se vedle G¢innych cytostatik podavaji pomocné latky (adjuvantni
terapie), které nékteré z téchto nezadoucich u¢inkli zmirniuji. Velmi ¢asto jsou na utlumeni
nevolnosti indikovana antiemetika, kterd tak umoziuji podavani vyssich davek cytostatik, i
latky stimulujici krvetvorbu, vitaminy apod. Dopliikova a podpurna 1ééba zahrnuje i
prevenci infekénich komplikaci, zlepSeni vyzivy pacientli, Gtlum bolesti a péci o psychicky
stav pacienta [8, 10].

Nektera cytostatika (napf. pouzivana u nadorového bujeni krvetvorné tkané) Ize také
uzit jako imunosupresiva pfi terapii autoimunnich onemocnéni ¢i jako prevenci rejekce

tkani po transplantaci organu [11].

3.2 Mechanismus ucinku cytostatik

Cytostatika se nejcastéji rozdéluji podle svého mechanismu u€inku. Zakladnimi
mechanismy uc¢inku cytostatik jsou:
e [nhibice klicovych enzymu metabolismu, jez mad za nasledek poruchu biosyntézy

nukleovych kyselin s ndslednou inhibici bunécného déleni.

Cytostatika, ktera ptsobi timto mechanismem, se strukturné podobaji pfirozenym
metabolitim a nazyvaji se analoga metabolitd nebo podle zptisobu u¢inku antimetabolity
[7]. Antimetabolity mohou mit:
1. Ptimy inhibi¢ni G¢inek na dil¢i reakce intermedialniho metabolismu nebo na
enzymy, které jsou nutné pro tento metabolismus.
2. Cast&ji jsou viak nejdiive samy metabolicky aktivovany a v této formé jsou
inkorporovany do nukleovych kyselin.

3. Jindy piisobi mechanismem zpétné vazby.
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Inhibice syntézy DNA a RNA ptsobi jak na bunky nadorové, tak i na bunky zdravé a
v zavislosti na velikosti davky a trvani ucinku cytostatika je pfi¢inou smrti bunky. U
zhoubnych nadorovych onemocnéni jsou cytostatika nejucinnéjsi na bunky nachazejici se
V bunééném cyklu (tedy u bunék, které proliferuji) [7].

Antimetabolity jsou tfidény podle substrati, na jejichz urovni dochazi k inhibici
(purinova a pyrimidinova analoga) nebo podle cilového enzymu, ktery je antimetabolitem
blokovan. Vétsinou je ale tiidéni antimetabolit obtizné, nebot’ je jejich zdsah mnohostranny

[7]. V chemoterapii se pouzivaji antimetabolity nékolika typu:

Analoga Kyseliny listové (antifolika), ktera blokuji pisobeni kyseliny listové majici funkci
tetrahydrofolatu (koenzym F) pfi pfendSeni jedno-uhlikovych fragmentl pii syntéze

bunécnych komponent. Mezi antifolika patii napf. metotrexat (Obrazek ¢. 1) [7, 11].

CO0H

0
MNH, T N
N | - "
t=2 f"]/\pi] COOH
){h - ZH
H ST :

Obrazek ¢.1:  Metotrexat [12].

Analoga purini, kterd se stavaji ¢innd az po metabolické pifeméné na nukleotidy. Do této
skupiny patii napt. 6-merkaptopurin a 6-thioguanin, které se inkorporuji do DNA a tim
vytvaieji nefunkéni DNA [11].

Analoga pyrimidini, kterd blokuji tvorbu DNA inhibici syntézy deoxytymidintrifosfatu
(kyseliny thymidylové), a tim narusuji syntézu DNA. Mezi analoga pyrimidint patii napf.

5-fluouracil a cytarabin [7].

Inhibitory ribonukleotidreduktasy jsou cytostatika, ktera se nepodobaji pfirozenym
prekurzorim, ale blokuji biosyntetick¢é reakce inhibici klicovych enzyma (pf.

hydroxymocovina) [7, 11].
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o Primé poSkozeni struktury jiz vytvorenych nukleovych kyselin, jez vede k poruse jejich

funkce, a tim dochazi k inhibici proliferace bunék

Poskozeni struktury a funkce nukleovych kyselin vede k alteraci jejich biologickych funkei.
Nejvétsi vyznam z hlediska cytostatického U¢inku ma inhibice replikace a inhibice
transkripce, mén¢ inhibice translace [7]. Ke strukturnimu poskozeni nukleovych kyselin
prispiva:

Alkylace (arylace) — Alkyla¢ni latky se kovalentné vazou na DNA a zpusobuji tak
jeji poskozeni. Do této skupiny cytostatik patii napf. derivaty yperitu (cyklofosfamid),

derivaty nitrosomoc¢oviny (karmustin) a derivaty platiny (cisplatina) [11].

Interkalace (vmezereni) — Cytostatikum se nekovalentné vaze na DNA. Molekula
cytostatika se zasune mezi dvousSroubovicovou molekulu DNA, kde se vaze napf.
vodikovymi mustky, hydrofobnimi a iontovymi vazbami Tim zpusobi inhibici replikace a
transkripce. Timto mechanismem puisobi antracyklinova antibiotika aktinomycin D, derivaty

antrachinonu, derivaty akridinu a ellipticin [7].

Inhibice topoisomeras — Topoisomerasy 1. a II. jsou enzymy nutné pro replikaci
DNA. Ob¢ topoisomerasy zajistuji spravnou ,topologii“ DNA (zabranuji ,,pfekrouceni*
Sroubovice DNA, zlomu v fetézci DNA a ztrat¢ funkce DNA). Mezi cytostatika plsobici

timto mechanismem patii napfi. etopozid.

Rozstépeni molekuly DNA — Ne¢ktera antibiotika polypeptidové povahy podobné

jako ionizujici zafeni roz$tépuji molekulu DNA [11].

o Alterace mikrotubuldarniho proteinu, jez vede k abnormalnimu priitbéhu mitozy a jeji

blokdadou v metafazi

Ptipravky poSkozujici strukturu a funkci mikrotubulti se n€kdy oznacuji jako ,,mitotické
jedy®, jelikoz jsou cytotoxické pievazné v pribehu mitézy. Alterace mikrotubulii poskodi
funkci dé€liciho vieténka, které je nutné pro spravnou migraci chromozoému k pélim délici
se bunky. Poruseni procesu mitozy je dilezity mechanismus inhibice nadorového ristu.
Timto mechanismem pusobi napt. Vinca-alkaloidy (zabranuji tvorb¢é déliciho vieténka) a

taxany (zabrafuji desintegraci déliciho vieténka) [7, 11].
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e Porucha proteosyntézy

Proteosyntéza je jednim z metabolickych procesti podminujici rist zdravych a nadorovych
bun¢k. Enzym L-aspariginasa zpisobuje nedostatek L-asparaginu, tim omezuje rust bunék,

které jsou na pfitomnosti této aminokyseliny zavislé [7].

e Poskozeni bunécné membrany

Zmény fluidity, permeability, poSkozeni membranovych receptori a poruSeni integrity
membrany miize vést az ke smrti buiikky. Mezi cytostatika poskozujici bunéénou membranu

patii napf. antracyklyny [7].

o Kombinované ucinky

3.3 Rezistence na cytostatika

Cytostatika jsou toxické latky predstavujici nebezpe¢i pro vSechny zivé buiky.
Z tohoto diivodu si bunky vytvotily obranny mechanismus vii¢i uvedenym latkam. Témito
obrannymi mechanismy je rezistence vii€i cytostatikiim, kterda miiZze branit G¢inné 1écbe
prvni 1é¢be (ptirozend rezistence). V pribcéhu 1é¢by muize vznikat ziskana (sekundarni)
rezistence, kdy se pivodné citlivé bunky stavaji rezistentni na podavané cytostatikum, a
ucinnost 1écby se snizuje. Zkiizena rezistence (cross-rezistence) je stav, kdy pii ztraté
citlivosti k jednomu piipravku vznika soubézné rezistence na jiné, strukturné podobné

cytostatikum. Lokalni rezistence vznika z mistnich pficin [7].

3.3.1 Mechanismus vzniku rezistence vuci cytostatikiim
Mechanismus vzniku rezistence (Obrazek ¢. 2) byva nejcastéji vazan na:

e Zmény farmakokinetiky — napf. sniZena resorpce cytostatika, urychleny rozklad
cytostatika, rychlejsi inaktivace cytostatika, urychlené vyluovani cytostatika.
e Zmény cytokinetiky lé¢iva — z heterogenni populace bun€k v nadorech mohou

vznikat rezistentni linie bunék.
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e Strukturalni nebo funk¢éni zmény bunky

- snizena koncentrace ¢i aktivita enzymil nutnych pro pieménu cytostatika na
ucinnou latku,

- zvySena koncentrace enzymil (napi. zvySena koncentrace glutathionu
V buiice, ktery na sebe vaze cytostatika, ma Casto za nasledek inaktivaci
cytostatika),

- zmeéna intracelularni distribuce cytostatika (napf. vazbou na lysozom),

- omezeni priniku cytostatika bunéénou membranou,

- zvySena intenzita opravy DNA [7].

3.3.2 MozZnosti omezeni rezistence viici cytostatikiim

K ispésnému prekonani rezistence je zejména nutné:
e Zajistit uc¢innou koncentraci cytostatika v cilové tkani (podavanim vysokych davek
cytostatika).
e Zahjjit 1écbu co nejdiive.
e Dodrzovat intervaly podavani cytostatik tak, aby lécba neposkytovala prostor pro
vznik mutaci.
e Podavat soucasné odlisna cytostatika s rozdilnym mechanismem tcinku.
e Zménit pfi snizeném UCinku 1écby co nejdiive kombinaci cytostatik, ¢i stfidat
kombinace cytostatik [7, 11].
2vy8ené vypuzovani
cytostatika snizeny pranik
membranou 2vyend intracelularni

vazba cytostatika
(glutathionovv svstém)

snizena preména
inaktivni latky na aktivni

zvysena intenzita

,opravy DNA“ L (.
zménénd intraceluldrni

distribuce
zvysena metabolicka (napf. do lyzosoma)
pfeména cytostatik

alterace specifickych
na inaktivni metabolit

cilovych enzym

Obrazek ¢.2: Mechanismy vzniku rezistence nadorovych bunék vici cytostatikiim (upraveno podle [7]).
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3.4 Farmakokinetika cytostatik

Farmakokinetika je odvétvi farmakologie =zabyvajici se osudem cytostatika

Vv organismus (tj. pusobeni organismu na podané 1éCivo, které znazoriiuje obrazek ¢. 3).

Predmétem jejiho studia jsou predevs§im procesy ovliviiyjici koncentraci cytostatika v misté

jeho zasahu a zavislost této koncentrace na Case [9]. Farmakokinetika cytostatik se sklada

z tady dil¢ich pochodu, které spolu velmi tizce souviseji a vzajemné na sebe navazuji [7].

Tyto dil¢i pochody jsou:

Resorpce (absorpce) cytostatika — je proces pohybu cytostatika z mista jeho podani
do krevniho a lymfatického ob¢hu [9]. Rychlost a stupen resorpce zavisi na mnoha
faktorech, z nichz jsou nejvyznamnéjsi aplikacni cesty, aplika¢ni formy a prinik
cytostatik biologickymi membranami [7]. Do krve se cytostatika dostavaji tiemi
hlavnimi cestami a to travicim traktem (zaludek, stfeva), dychacim systémem (plice,
pradusky, nosni sliznice) a pokozkou. Resorpce se uplatiiuje u vSech cest podani s
vyjimkou intraarterialniho a intraven6zniho (zde se podava piimo do krevniho
ob¢hu) [13].

Distribuce cytostatika v organismu — je proces transportu cytostatika mezi
krevnim feciStém a orgdny. Distribuce cytostatika je podminéna velikosti molekuly a
rychlosti priniku do jednotlivych oddili (kompartmentd). V intravaskuldrnim
prostoru jsou bud’ cytostatika rozpusSténa ve vodném prostiedi, nebo dochéazi k vazbe
cytostatika (vétSinou se jedna o vazbu nespecifickou) na krevni elementy nebo na
bilkoviny krevni plazmy (napf. albumin). Koncentrace cytostatika v jednotlivych
organech 1 v cilovych tkanich také dale zavisi na jejich prokrveni [7]. Absorbované
1é¢ivo se vétsinou v organismu rozdéluje nerovnomérné do riznych kompartmenta.
Hlavnimi télovymi kompartmenty, kam se podané cytostatika rozd¢luji, jsou plazma
(ev. krev), extracelularni a intracelularni prostor. Jednotlivé kompartmenty jsou od
sebe oddéleny bariérami, které jsou rozdilné propustné pro ruzné latky [11].
Biotransformace cytostatika (metabolismus) v organismu — metabolické pfemény
cytostatika v metabolicky aktivnich organech (jatra, ledviny, plice). Cilem téchto
piemén je vznik Iépe rozpustnych latek ve vode, které jsou tak snadnéji vylouceny
zorganismu [11]. Souhrn téchto zmén, na kterych se UCastni jednak enzymy

intermedialniho metabolismu, jednak enzymy pfitomné v mikrosomalni frakci bunék
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oznacujeme jako biotransformaci [7]. Detailné jsou tyto procesy popsany v kapitole
4.

e Eliminace cytostatika ¢i jeho metaboliti z organismu- je souhrn procest, které
vedou K vylouceni aktivni latky zorganismu [11]. Na vyluCovani cytostatik se
prevazné podili ledviny, zazivaci trakt a plice. Vzacné¢ miize dochéazet k vylouceni
cytostatika jinymi cestami (potem, slinami, mlékem). Snadnéji jsou vyluCovany

polarni latky [7, 8].

Farmakokineticka faze

Depozice v
tkanich
7Y

o A g
;:E > Interakce s =
< Absorpce »  Distribuce P receptorem §
- < =
2 )
E y A =
8 s
g g
= A A &
S Disperze i g
= R p Steéni Biotransformace Aktivace Stimul f:
ozpousteni Metabolismus > &

(¢

A
v \ v
Davka Vyluéovani < Inaktivace U&inek
Degradace
v

Obrazek ¢.3:  Osud cytostatika v organismu (upraveno podle [9]).

Léciva patfi mezi skupinu latek, které jsou pro organismus latkami cizorodymi. Takové
latky oznacujeme za xenobiotika. V dalSich kapitolach je pojednano o jejich metabolismu

(biotransformaci).
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4 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika (fec. xenos — cizi, bios — zivy) jsou latky, které se v organismu
normdlné nevyskytuji. Tyto cizorod¢ latky jsou v organismu bud pfedmétem
biochemickych pfemén katalyzovanych enzymy (metabolickd pfeména), nebo podléhaji
samovolnym zménam za podminek panujicich v organismu (napi. pH), pfipadné reaguji
s nékterymi endogennimi a exogennimi slouCeninami. Neékterd xenobiotika se vSak
V organismu neméni a jsou bud’ v nezménéné form¢ vyloucena z organismu (napfi. éter),
nebo jsou v organismu kumulovana [14].

Vétsina  xenobiotik  se  biotransformuje pomoci membranové vazanych
nespecifickych enzyma lokalizovanych v endoplasmatickém retikulu bunck. Pri
biotransformaci dochazi ke zméné struktury xenobiotik, coz vede ke zméné biologické
ucinnosti. Ve vétsSing piipadi se jednd o inaktivaci tj. sniZeni toxicity xenobiotika
(inaktivace, detoxikace). V nékterych piipadech vznikaji biotransformaénim procesem
latky toxi¢téjsi, nez je latka puvodni (aktivace). Touto cestou vznika vétSina latek
genotoxickych (karcinogennich, mutagennich, teratogennich), ale i latek farmakologicky
ucinngjSich, nez bylo plvodni xenobiotikum (tzv. aktivace proléciva). V prubéhu
biotransformace dochazi k pfeméné xenobiotika (zpravidla lipofilniho) na latku, kterd je
zpravidla latkou polarnéjsi, jejiz molekulovd hmotnost se obvykle vyrazné zvySuje
(dtsledek konjugacéni faze). ZvySena rozpustnost ve vod¢ usnadiiuje vylucovani moci a
vykaly [14]. Jen vyjimecné nedochazi v organismu Kk biotransformaci latek (syntetické
sladidlo sacharin prochazi organismem, aniz by byl metabolizovan) [9]. Biotransformace je

vétSinou dvoustupniovy proces sestavajici z:

e [. faze biotransformace a

e [I. faze biotransformace.

Aktivita enzymt metabolizujicich xenobiotika je zavisla na fadé faktorti. Je to napf.
rozdilnost pohlavi, vék, zivotni styl, pfijem 1ékl, genetické vybaveni, zdravotni stav. Tyto
faktory mohou byt pfi¢inou nepfedvidatelné nenormalni reakce na nckteré skodliviny, ale

hlavné na léky, kde jsou dosud nejvétsi poznatky [14].
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4.1 Enzymy 1. faze biotransformace

V prvni fazi biotransformace xenobiotik je do molekuly substratu zavedena polarni
skupina, nebo se odkryje ,,skryta“ funkéni skupina (-OH, -NH,, -SH, =CO, -COOH).
Vznikly biotransformaéni produkt, pokud je dostatecné polarni, je vylucovan piimo
Z organismu nebo dale reaguje v II. fazi biotransformace s konjugacnim agens za vzniku
konjugacniho produktu (konjugatu) [14, 15]. Produkty téchto reakci jsou latky polarnéjsi a
mnohem 1épe rozpustné ve vodé. Diky tomu jsou snadnéji vylouceny z organismu a
nedochazi tak k jejich bioakumulaci v organismu. Paradoxem je, ze vedle detoxikace téchto
slouc¢enin muze dochazet ke vzniku biologicky aktivnéjSich derivati, jak jiz bylo uvedeno
vyse, které jsou Casto vice toxické, karcinogenni ¢i mutagenni (nékolik interakci 1éCiva s
cytochromy P450 je zobrazeno na obrazku ¢. 4) [14]. Mezi nejcastéjsi biotransformacni

reakce xenobiotik patii:

e oxidacni reakce — C-hydroxylace, N-dealkylace, O-dealkylace, alifaticka
hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, deaminace, oxidace alkoholl a aldehydd,

alkylace,

e redukce — redukce nitrosloucenin, redukce azosloucenin, redukce sulfoxida,

redukéni dehalogenace,
e hydrolytické reakce — hydrolyza esteri a amida [15].

monooxygenas se smiSenou funkci (MFO systém), jehoZ soucasti je cytochrom P450.
DalSimi enzymy, které se v mensSi mife podileji na I. fazi biotransformace jsou flavinové
mikrosomdlni monooxygenasy (Ziegleriv enzym), hemové peroxidasy, dehydrogenasy,

reduktasy a hydrolytické enzymy [4, 16].
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4.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) tvoii superrodinu hemthiolatovych enzymi, které hraji
klicovou roli v metabolismu xenobiotik. Cytochromy P450 jsou soucéasti mikrosomalniho
monooxygenasového systému, kde funguji jako terminalni oxidasy. V organismu
cytochromy P450 katalyzuji oxidacni, peroxidacni a redukcéni reakce pii biotransformaci
1é¢iv, environmentalnich chemikalii ¢i latek piirodnich i endogennich [16]. Né&ktera
proléciva, kterd byla cytochromy P450 metabolizovéana, se stala jesté biologicky aktivnéjsi
(naptiklad tamoxifen) [17].

Z evolu¢niho hlediska jsou cytochromy P450 velice staré hemoproteiny, které jsou
eukaryot, tak i u prokaryot. U bakterii bylo dodnes identifikovano 20 isoforem cytochromu
P450 a u rostlin se na zakladé studii genomu druhu Arabiodopsis thaliana odhaduje tento
pocet az na vice nez 300 isoforem cytochromu P450. Tento vysoky pocet je dan dvéma
divody-potiebou rostlin syntetizovat pigmenty a ristové hormony-syntézou rostlinnych
toxind, které jsou dulezité pro obranu rostliny [18]. V lidském organismu je pfitomno 57
isoforem cytochromi P450 (a 58 pseudogenti cytochromti P450, coz jsou nefunkéni kopie).
Geny pro cytochromy P450 jsou umistény ve vSech lidskych chromosomech (mimo
chromosomu Y) [4].

Lidské cytochromy P450 jsou klasifikovany do 17 rodin, z kterych jsou pouze tfi
zapojeny do metabolismu xenobiotik:CYP1, CYP2 a CYP3 (v men$i mife také rodina
CYP4). Ostatni rodiny se Gcastni biosyntézy steroidu, cholesterolu ¢i zlu¢ovych kyselin, na

metabolismu mastnych kyselin, kyseliny arachidonové apod. [4].

Bioaktivace
Aktivni metabolit Inhibice
Metabolismus 4'
Toxicky metabolit < —

Eliminace Indukee
Inaktivni metabolit \/

Obrazek ¢. 4. Cytochromy P450 mohou IéCivo metabolizovat na biologicky u€inngjsi metabolit
(bioaktivace), nebo na hydrofilngjsi metabolit, ktery je tak snadnéji vyloucen z organismu
(eliminace) ¢i na toxicky metabolit. Lécivo muze inhibovat ¢i indukovat cytochromy P450
b&hem 1é¢ebné terapie (prevzato z [19]).
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4.1.1.1 Nazvoslovi cytochroma P450

Pismeno P v nazvu cytochromu P450 oznacuje pigment a Cislice 450 oznacuje
spektralni maximum, které vykazuje cytochrom P450 po redukci a vazbé s CO [15]. Dnes je
znamo pies 1000 isoforem cytochromu P450, které jsou na zakladé¢ podobnosti
aminokyselinové sekvence rozdé€leny do rodin (cytochromy P450, které maji sekven¢ni
identi¢nost vétsi nez 40%) a podrodin (cytochromy P450, které jsou identické vice nez z
60%) [4].

Pro cytochromy P450 byla zavedena zkratka CYP. Prvni ¢islo, které pak nasleduje za
zkratkou CYP, oznacuje rodinu, nasleduje velké pismeno pro podrodinu a posledni ¢islo

oznacuje konkrétni cytochrom P450 (gen), (Obrazek ¢. 5) [4].

CYTOCHROMY P4501A

podrodina

rodina

Obrazek €. 5:  SouCastna nomenklatura cytochromi P450 zavedena vroce 1996 Nebertem a

spolupracovniky [4].

4.1.1.2 Struktura, vyskyt a funkce cytochromi P450

Jak bylo vyse uvedeno, cytochromy P450 tvoti superrodinu hemovych enzymi. Tyto
enzymy maji ve své molekule nekovalentné navazan protoporfyrin IX. V porfyrinovém
kruhu je ion Zeleza vazan ¢tyfmi ligandy. Patym ligandem Fe je thiolatova sira pochdzejici
ze sulfhydrylové skupiny cysteinu, ktery je souéasti molekuly enzymu. Sestym ligandem
cytochromu P450 v klidovém stavu mize byt také kyslik molekuly vody. Diky tomuto
uspofadani ziskava cytochrom P450 vyjime¢né vlastnosti, a tim se odliSuje jinych
hemoproteint ( 3D struktura cytochromu P450 119 zobrazena na obrazku ¢. 6) [16].

V lidském téle se cytochromy P450 nachazeji predev§im v jatrech, v mensi mife i
Vv plicich, ledvindch, tenkém stfevé, kzi, mozku a v nadledvinkdch. V buiikéch jsou
cytochromy P450 ptedevSim lokalizované v membranach endoplasmatického retikula a

nékteré v membranach mitochondrii [16].
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Obrazek €. 6: 3D struktura cytochrom P450 119 [20].

Cytochromy P450 ptsobi v endoplasmatickém retikulu spole¢né s NADPH:cytochrom
P450 reduktasou, a ev. s cytochromem bs a s NADH-cytochrom bs reduktasou.
Dohromady tak vytvari systém monooxygenas se smisenou funkci. Cytochromy P450 také
pusobi Vv mitochondriich spole¢né s jinymi enzymy. VétSina reakci zadina pienosem
elektronti z NADPH:

a) na NADPH:P450 reduktasu v endoplasmatickém retikulu nebo

b) na ferredoxin reduktasu a nehemovy Fe-S protein v mitochondriich

a dale na vlastni cytochromy P450 [16].

VeétSinu reakei katalyzovanych MFO systémem lze vyjadfit rovnici:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*

Redukovany cytochrom P450 déle aktivuje molekulu kysliku, z které je jeden atom
zabudovan do molekuly substratu a druhy do molekuly vody. Pro oxida¢ni reakce miize
cytochrom P450 vyuZzivat vedle molekuly kysliku i peroxidy a peroxykyseliny, které se tak
stavaji donorem atomu kysliku [16]. Sled jednotlivych reakci katalytického cyklu MFO

systému je uveden na obrazku €. 7.
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Obrazek ¢. 7: Reak¢ni cyklus cytochromu P450 (upraveno podle [15, 16, 21]). RH-substrat, ROH
monooxygenacni produkt, Fe-atom hemového Zeleza enzymu, XOOH-
peroxykyselina (alternativni donor kysliku).
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4.1.2 NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je integralni membranovy flavoprotein,
ktery je umistén na povrchu endoplasmatického retikula [22]. Spolu se synthasou oxidu
dusnatého (NOS) se jednd o enzymy vyskytujici se u savct obsahujici oba FAD i FMN
kofaktory. NADPH:cytochrom P450 reduktasa se vyvinula spojenim dvou ptivodnich gent
kodujicich proteiny, které souvisely s ferredoxin-NADP™ reduktasou (FNR) a flavodoxinem
[Iyanagu 2005]. Jak naznacuje jeji nazev, NADPH:cytochrom P450 reduktasa je hlavni
redoxni partner pro cytochromy P450 in vivo, ale je také schopna pienaset elektrony na jiné
redoxni proteiny jako je cytochrom c, cytochrom bs, hemové oxygenasy ¢i na elongaéni

systém mastnych kyselin [22].

4.1.2.1 Struktura a funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Molekula NADPH:cytochrom P450 reduktasy se skladd ze 4 strukturnich domén:z
domény vazajici FMN, spojovaci domény, domény vazajici FAD a domény vazajici
NADPH. Doména vazajici FMN je strukturné¢ podobna flavodoxinu, zatimco dvé domény
C-terminalné vézajici dinukleotid jsou podobné struktufe ferredoxin-NADP™ reduktasy.
Doména vazajici FMN je propojena se spojovaci doménou pies dlouhy ,,zaveés” 15
aminokyselin. Spojovaci doména je lokalizovana v blizkosti propletené domény vazajici
FAD a NADPH. Na rozhrani mezi doménou FMN a spojujici doménou jsou predev§im
hydrofilni aminokyselinové zbytky, které predstavuji elektrostatické interakce [22].
Struktura potkaniho NADPH:cytochrom P450 reduktasa je zobrazena na obrazku ¢. 8.

Obrazek ¢. 8: 3D struktura potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy [22].
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Mikrosomalni elektronovy transportni systém je zaloZen na dvou slozkach a to
NADPH:cytochrom P450 reduktase a cytochromech P450. Flavin s nizkym potencidlem,
FAD, pfijima dva reduk¢ni ekvivalenty z NADPH, zatimco flavin s vysokym potencialem,
FMN, putsobi jako jednoelektronovy pienase¢ z NADPH na ion Zeleza v prosthetické
hemové skupin€¢ cytochromu P450, ve kterém FMNHe/ FMNH, par pieda elektrony
cytochromu P450 za stdlého oxido-redukéniho potencialu [23]. V pribéhu téchto pienosti
elektront podstoupi NADPH:cytochrom P450 reduktasa rozsdhlé zmény konformace.
Nedavné studie poskytly pifimy experimentalni dikaz, ze NADPH:cytochrom P450
reduktasa existuje v rovnovaze mezi dvéma konformacemi, které byly oznacené jako
,oteviend” a ,uzaviend” (Obrazek ¢. 9). Oteviena struktura je kompatibilni s ,,FMN-

hemovym” elektronovym transportem, zatimco uzaviena struktura je optimalni pro ,,FAD-

FMN” elektronovy ptenos.
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Obrazek ¢.9:  Model NADPH:cytochrom P450 reduktasy v oteviené (vlevo) a uzaviené (vpravo)

konformaci v lipidové dvojvrstvé. Doména véazajici FMN je znaCena modie, spojujici

doména fialové, domény vazajici FAD a NADPH =zelené, FMN koenzym zluté, FAD
koenzym oranzové a NADPH koenzym modie [22].
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4.1.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs je hemovy protein s molekulovou hmotnosti 17 000 Da, ktery je
schopny pfijimat a pfendSet jeden elektron. S evolu¢niho hlediska se jednd o velmi stary
protein, ktery se naléza jak v Zivocisné a rostlinné fisi, tak i v houbach. Rozdilné savci
druhy vykazuji ptes 80% homologie v sekvenci cytosolické domény zodpovédné za vazbu
hemu, zatimco C-terminalni konec vykazuje mnohem vétsi heterogenitu [24].

Cytochrom bs se u savci vyskytuje ve tfech isoformach lokalizovanych
v endoplasmatickém retikulu, mitochondriich a v cytoplazmé zralych erytrocyti. Cytochrom
bs pfitomny v erytrocytech je rozpustny protein, ktery pravdépodobné vznika posttransla¢ni

proteolyzou v endoplasmatickém retikulu [24].

4.1.3.1 Struktura a funkce cytochromu bs

Cytochrom bs je maly, cylindricky membranovy protein skladajici se z 6 helixti a 5
B-skladanych listd [25]. Protein tvoii dvé domény, vétsi rozpustné hydrofilni N-terminalni
hemové vazané jadro a mensi hydrofobni C-terminalni konec, ktery zachycuje protein
k membrané. Hemové Zelezo je umisténo mezi dva histidylové zbytky, které chrani zelezo
pfed piimou interakci s molekularnim kyslikem. Domény jsou vzijemné spojeny
flexibilnimi 15 aminokyselinami, které poskytuji hemové doméné dostatecnou pohyblivost
k vazb¢ s redoxnimi partnery, zatimco protein je dale pevné poutan k membrang. Struktura
celého proteinu neni dodnes rozlusténa, jelikoz hydrofobni ¢ast proteinu se stala prekdzkou
pro krystalizaci a rentgenovou difrakci [24]. Struktura rozpustné domény cytochromu bs je

znazornéna na obrazku ¢. 10.

Obrazek €. 10: 3D struktura rozpustné domény mikrosomalniho cytochromu bs [26].
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Interakce cytochromu bs scytochromy P450 a jejich reduktasou je fizena
elektrostatickou interakci mezi skupinami z nabitych aminokyselinovych zbytkt, které se
vyskytuji na povrchu cytochromu bs v okoli hemu.

Cytochrom bs se zapojuje jako elektronovy pienaSe¢ elektronti v fadé oxidacnich
reakci v biologickych tkanich [25]. Utastni se desaturace mastnych kyselin, biosyntézy
cholesterolu a fady dalSich hydroxylacnich reakci katalyzovanych MFO systémem (Obrazek
¢. 11). Cytochrom bs muze piijimat elektron bud’ z NADH:cytochrom bs reduktasy ¢i
Z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ktery dale pfenasi k cytochromim P450 a k dal§im
enzymum [24].

NADH e e desaturasy
? cytochrom bs |::> cytochrom bs

NAD* reduktasa o
- RH
NADP ¢ cytochrom P450
? cytochrom P450 reduktasa ROH

NADP*

Obrazek ¢. 11: Schematické zobrazeni elektronového pfenosu mezi cytochromy P450, cytochromem bs a
jejich reduktasami [24].

V tad¢ studii bylo prokazano, ze je cytochrom bs schopen stimulovat, inhibovat ¢i
nijak neovlivitovat cytochromy P450 zprostfedkované reakce v zavislosti na jednotlivych
isoformach cytochromt P450, jejich substratech ¢i experimentalnich podminkach [24]. Vliv
cytochromu bs na reakce zprostfedkované cytochromy P450 se snazi vysvétlit nékolik
hypotéz. Jedna z hypotéz vysvétluje roli cytochromu bs jako poskytovatele elektronu pro
monooxygenasovy katalyticky cyklus. V monooxygenasové reakci cytochromu P450 se
povazuje pfijeti druhého elektronu za rychlost limitujici krok. Tento druhy elektron je
potebny k tvorbé aktivovaného molekularniho kysliku navézaného na cytochrom P450.
Pokud neni druhy elektron pfijat dostate¢né rychle, dochédzi k rozpadu komplexu a misto
oxidovaného substratu se uvolituje anionradikal.

Dalsi hypotéza je zaloZzena na tvorbé komplexu mezi cytochromem P450 a
cytochromem bs, ktery mtze ptijimat v jednom kroku dva elektrony z NADPH:cytochromu

P450 reduktasy. Jeden elektron je pouzit pro redukci cytochromu P450 a druhy pro
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cytochrom bs. Zatimco cytochrom P450 bez cytochromu bs musi projit dvéma oddélenymi
interakcemi s NADPH:cytochrom P450 reduktasou pro dokonéeni jednoho katalytického
cyklu, v piipadé piitomnosti bs je interakce cytochromu P450 a cytochromu bs s
NADPH:cytochrom P450 reduktasou jednokrokova. Druhy elektron je pfivadén
k cytochromu P450 ihned po vazbé kysliku. Interakce cytochromu bs s cytochromy P450
také vyvolava konformacni zménu v cytochromu P450, kterd vede k rozkladu oxidovaného

hemoproteinového komplexu se substratem na produkt [24].

4.1.4 Peroxidasy

Peroxidasy patii do skupiny enzymu katalyzujicich detoxikaci peroxidu vodiku (¢i
organickych peroxidll) a soucastné oxiduji jiné latky. Oxidovanymi substraty mohou byt jak
latky organické (fenoly ¢i aromatické aminy), tak i latky anorganické (halogenidy). Ve
veétsSingé pripadi jsou peroxidasy hemoglykoproteiny, jejichz prosthetickou skupinu tvofi
obvykle ferriprotoporfyrin IX. Patym ligandem hemového Zeleza v peroxidasach je dusik

histidylového zbytku proteinové ¢asti enzymu [4, 27].

4.1.4.1 Vyskyt a reakce peroxidas:

Peroxidasy katalyzuji velké mnozstvi riznych reakci. Podle charakteru aktivniho
mista rozdélujeme peroxidasy do tfi skupin — hemové peroxidasy, vanadové peroxidasy a
ostatni peroxidasy [27]. Hemové peroxidasy rozdélujeme na zékladé sekvencni homologie

do dvou superrodin a to na hemové peroxidasy bakterii, hub a rostlin a Zivodi$né

peroxidasy. Zivocisné peroxidasy jsou obsaZeny predeviim v kostni dieni, mozku a
myelinovych pochvach nervlli (myeloperoxidasa), v buitkach §titné zlazy (jodoperoxidasa
ucastnici se biosyntézy hormonti), v mocovém méchyii a semennych vaccich [prostaglandin
H synthasa (PHS)]. V buiice se peroxidasy vyskytuji zejména v cytoplazmé, ale aktivita
peroxidas byla zaznamenana i v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu [4].

Mezi typické reakce katalyzované peroxidasami patii jednoelektronové oxidace.
Radikaly vznikajici v pribéhu oxidace substratii ¢asto dale reaguji s dalsimi latkami, které
jsou pritomné v roztoku (napi. s molekularnim kyslikem ¢i s dal$imi nizkomolekularnimi
latkami). Nckteré peroxidasy ochotné¢ atakuji nukleofilni centra biologickych

makromolekul (pfedevsim proteinti a nukleovych kyselin) [4].
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4.2 1I. faze biotransformace

Ukolem druhé faze biotransformace jsou reakce konjuga¢ni. V této druhé fazi

biotransformace xenobiotik dochazi k interakci biotransformaéniho meziproduktu vzniklého

Vv prvni fazi sendogennimi konjuganimi latkami, kterymi jsou produkty metabolismu

bunky. Vysledkem této reakce je konjugat, ktery je zpravidla biologicky méné aktivni a

rozpustnéjsi ve vodé nez je ptvodni latka takto nepozménéna [14]. Slou¢enina vstupujici do

konjugacéni reakce musi mit ve své molekule skupinu vhodnou pro reakci s konjugacnimi

latkami za vzniku stabilniho produktu. Tuto skupinu bud’ maji xenobiotika obsazenou ve

sv¢ vlastni molekule, nebo si ji vytvofi v prvni fazi biotransformace [13].

4.2.1 Konjugacni reakce a enzymy II. faze biotransformace

vvvvvv

Glukuronidace — Konjugace s kyselinou glukuronovou (schéma konjugace
zobrazeno na obrazku ¢. 12) za tvorby glukuronosidi je povaZovana za
nejcastéj$i  konjugaéni  reakci. Enzymem  této reakce je  UDP-
glukuronyltransferasa a donorem glukuronatu je UDP-glukuronova kyselina.
Vice nez 90% celkové aktivity UDP je lokalizovano na membranach

endoplasmatického retikula.

Vo + ROH — "™\ + UDP

iy
I
e
I
O
F‘/
I
.:.1“_“\...»"' =
I

HO O
on {UDP ]

ey
on (RBJ
Obrazek ¢.12: Schéma konjugace s UDP-glukuronovou kyselinou [28].
S aktivnim sulfatem — Sulfitovd konjugace slouZi k metabolismu hlavné

alkoholti, fenolti, hydroxylamind, alicyklickych steroidi a arylamint.
Konjugaénim agens je 3’-fosfoadenosin 5’-fosfosulfat (PAPS, Obrazek €. 13),

ktery je kofaktorem enzymu sulfotransferas.
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Obrazek ¢&. 13: PAPS [29].

Konjugace s glutathionem — Slouceninou ucastnici se téchto reakci je tripeptid
glutathion, ¥ -L-glutamylcysteinylglycin (Obrazek ¢. 14), ktery je silnym
nukleofilem. Konjugaci glutathionu s latkami obsahujicimi elektrofilni atom
katalyzuje glutathion-S-transferasa. Komplex reakci pak vede k urychleni
vylouceni toxickych latek ledvinami. Na rozdil od jinych konjugaci je konjugace
s glutathionem vice stupiiovity proces, ktery je zahajen navazanim xenobiotika
na SH-skupinu cysteinu v glutathionu. Dale dochazi k odstépeni ¥ -L-
glutamynové kyseliny a glycinu a poté nasleduje acetylace NHj-skupiny
cysteinu, ¢imz dojde k jeji neutralizaci. Vznikly produkt konjugaéni faze se

nazyva merkapturova kyselina, ktera je vylu¢ovana moci [13, 15, 30].

SH

v-Glutamylcysteinyl glhycin

Obrazek ¢. 14: Glutathion [31].
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Acetylace — Enzymem katalyzujici acetylace je N-acetyltransferasa a aktivni
konjugacni latkou je acetyl-CoA. Acetylacni reakce probihaji ve dvou krocich.
V prvnim kroku se pfendsi acetyl zacetyl-CoA na enzym, ktery je tak
acetylovan. V druhém kroku pak dochézi k acetylaci substratu (latky obsahujici

aminoskupinu) a regeneraci enzymu [13, 15].

Konjugace s dalsimi aminokyselinami — U savcu je této konjugace vyuzito pii
tvorbé konjugatd zluCovych Kkyselin, nebo u xenobiotik obsahujicich

karboxylovou skupinu a to za i¢asti taurinu a glycinu [13].

Konjugace s cukry — Nejéast&ji probiha konjugace s glukosou za vzniku £ -
glukosidu [13].

N-, O-, S-methylace — Tyto konjugace katalyzuji enzymy N-, O-, S-
methyltransferasy, jejichz koenzymem je S-adenosylmethionin. N- a O-
methylace jsou dulezité pro metabolismus endogennich aminti, které se timto

zpusobem inaktivuji [13, 15].
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5 Protinadorové 1éCivo ellipticin

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyridol[4,3-b]karbazol, Obrazek ¢. 15) a nékteré jeho
polarngjsi derivaty (9-hydroxyellipticin, 9-hydroxy-N*methylellipticinium, 9-chloro-N*
methylellipticinium, ~ 9-methoxy-N*-methylellipticinium a  9-dimethyl-amino-ethoxy-
ellipticin) patii mezi alkaloidy vykazujici vyraznou protinddorovou aktivitu a aktivitu proti
HIV. Jejich ucinnost se prokazala proti rakovinnym leukemickym bunéénym liniim (L1210,
P388, HL-60 a CCRF), lymfosarkomu, B16 melanomu, rakoving tlustého stteva (SW480),
Lewisovu plicnimu karcinomu, hepatocelularnimu karcinomu (HepG2), glioblastomu
(US7MG a U373), osteosarkomu, prsnimu adenokarcinomu (MCF-7) a neuroblastomu
(IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-NB-4). Pro tyto nadorové linie je ellipticin a jeho derivaty
cytotoxicky jiZ v koncentracich fadové rovnych 107°-10°[17, 32, 33]. Derivat ellipticinu 9-
hydroxy-N-methylellipticin (Obrazek &. 16) je uzivan k 16¢b& pokrogilého karcinomu prsu
s kostnimi metastazami [4, 17, 32, 34, 35, 36].

CH
iz 3 (|:H3
10 11 1
2 | | 2
8 3 8 3
§7 N 5/ 4¢ %7 N/ 5/ 44
H | 6 |
6 CH, CHg
Obrazek ¢. 15:  Struktura ellipticinu Obrazek ¢. 16:  Struktura 2-methyl-9-hydroxyellipticinu

5.1 Piivod ellipticinu

Ellipticin, alkaloid z rostlin ¢eledi Apocynaceae (tj. Ochrosia borbonica, Excavatia
coccinea), byl poprvé isolovan v r. 1958 z listd malého, stale zeleného, tropického stromu
Ochrosia borbonica (Obrazek ¢. 17), ktery se vyskytuje v Australii, Madagaskaru, Hawaii a
na mnoha dal$ich ostrovech v Tichém oceanu [17, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44]. Byl

jednim z prvnich objevenych pfirodnich alkaloidti majici planarni strukturu [37].
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Obrazek ¢. 17: Ochrosia borbonica (kvét) [45].

5.2 Vedlejsi utinky ellipticinu a jeho derivati

Hlavnimi divody zajmu o klinické vyuziti ellipticinu a jeho derivatd jsou jejich
vysoka uc¢innost proti nddorovym onemocnénim, relativné nizké vedlejsi G€inky a prakticky
nulovd hematologickd a hepatologickéd toxicita. U pacientl, kteti byli 1é€eni perfuzi 80
mg/m? 9-hydroxy-N2-methylellipticinem se b&hem prvniho roku neobjevily Z4dné rendlni
potize, ale u 2 pacientii se vyskytla béhem 15-18 mésice 1écby ledvinna nedostatecnost, ta
nakonec vedla k umrti pacientti. Nejcastéjsimi vedlejsimi ucinky pfi 1é€bé ellipticiny byly
zazivaci potize (nevolnost a zvraceni se objevilo u 1/3 pacientil), ale jen ziidka vedly
k zastaveni 1écby (pouze 4 pacienti ze 100), hypertenze (u méné nez 10% pacientit), svalové
kiee (1/3 pacientll), unava (u vétSiny pacientd po 3 meésicich 1écby), sucho v tstech a
mykozy jazyka a jicnu (u méné nez 20% pacienttt) [17, 46].

Nutné je 1 zminit skutecnost, Ze ellipticin je 1 mutagen. Nejvice je ellipticin
mutagenni ke kmenim Salmonella typhimurium, bakteriofagim T4, dale ke kmenim
Neurospora crassa, k savéim bunkam a indukuje profaga lambda v Escherchia coli [17, 32,
33, 35].
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5.3 Biotransformace ellipticinu

Ellipticin je v organismu biotransformovan pfedev§im v jatrech a to na pét
metabolitli: 7-hydroxyellipticin,  9-hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin, 13-
hydroxyellipticin a N?-oxid ellipticinu (Obrazek &. 18). Z téchto metaboliti jsou 7-
hydroxyellipticin a 9-hydroxyellipticin povazovany za detoxika¢ni produkty oxidace
ellipticinu, nebot’ jsou vyluovany z organismu, zatimco 12-hydroxyellipticin a 13-
hydroxyellipticin jsou aktivaéni produkty oxidace ellipticinu [17, 32]. Jak je patrné
z obrazku ¢. 15, dalsi metabolit ellipticinu 12-hydroxyellipticin vznikd za pfitomnosti

biotransformujicich enzymi, ale také vznika i neenzymové z N%-oxidu ellipticinu. Ten totiz

podléha Polonowského piesmyku, pti némz se tvoii pravé 12-hydroxyellipticin [17, 32, 33].

Detoxifikace Aktivace
CH3
| cvPiav2 g/ \N ovPaat
CYPlBl 8\ CYPZDG
CYP2D6 CYP1A2
CH
N 33 C‘f}b
/D lliptici 25
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OOAQ < <
TI9 |
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H
CHj,

N?-oxid ellipticinu

Obrazek €. 18: Metabolismus ellipticinu lidskymi cytochromy P450 (upraveno podle [17]).

Ellipticin je v organismu oxidovan piedevsim cytochromy P450. Z obrazku ¢. 15 je
patrné, ze mezi enzymy oxidujici ellipticin na aktivaéni metabolity ellipticinu patii
CYP3A4, 1A, 2C9 a 2D6, zatimco na detoxikaci participuji enzymy CYP1A, 1B1 a 2D6
[17].

Ellipticin je také velmi efektivné oxidovan peroxidasami, které ho aktivuji za tvorby
adukti s DNA totoznymi s adukty nalezenymi pi#i oxidaci ellipticinu cytochromy P450 [17,
32, 33]. O reakci ellipticinu s peroxidasami pojednava kapitola 5.4.3.

33



5.4 Mechanismus ucinku protinadorového 1é¢iva ellipticinu

Ellipticin a jeho polarngjsi derivaty pusobi jako silné protinadorové latky, které
prostfednictvim kombinovaného mechanismu zastavy bunééného cyklu navozuji apoptézu
buiky [17, 32, 40, 42]. Pfesny mechanismus uc¢inku ellipticinu neni vSak zcela piesné znam.

Ptredpoklada se, ze pievladajici mechanismy uc¢inku jsou zalozeny na:

e interkalaci ellipticinu do dvouSroubovicové struktury DNA — Plandrni
aromatickd molekula ellipticinu se diky podobné velikosti a tvaru ,,vmezefi“ mezi
purinové-pyrimidinové komplementarni baze molekuly DNA, pii¢emz dochazi k jeji
stabilizaci, zpevnéni konformace, prodlouzeni a castecnému rozvinuti. Vlastni
interkalace ellipticinu je zpusobena slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi
interakcemi mezi bazemi molekuly DNA. Interakce (typy interakci nékterych latek s
DNA jsou zobrazeny na obrazku ¢. 19) mezi methylovou skupinou ellipticinu a
thyminem v interkalaénim misté se jevi jako zasadni pro orientaci interkalace této
slouceniny. V tadé studii fesicich obecné principy interkalace slouzi ellipticin diky

svym fluorescen¢nim vlastnostem jako modelova slou¢enina [17, 32, 35, 47].

Ethidium

Edhinomycin MNetropsin
Friostm Distamycin
bis-akridiny Anthrantycin

Obrazek ¢. 19: Typy interakci nékterych latek (antibiotik) s molekulou DNA — schematicky [47].

e piisobeni ellipticinu jako inhibitoru topoisomerasy II — Ellipticin interaguje bud’
s proteinem topoisomerasy Il nebo smolekulou DNA za vzniku ternarniho
komplexu. Vytvofeny katalyticky inaktivni ternarni komplex pak dale vede ke
stimulaci tvorby fetézovych zlomt v DNA a nasledné¢ k smrti buiiky. Topoisomerasa
IT je povaZzovana za primarni bunécény cil 1é¢iva. Mechanismus Uc¢inku ellipticinu

jako inhibitoru topoisomerasy II je vSak stale pfedmétem vyzkumu [17, 32,35].
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selektivni inhibici fosforylace protein p53 — Zajimavym zjisténim, které mize vést
k vysvétleni mechanismu protinadorového ucinku ellipticinu, byl poznatek o
zapojeni tumor supresorového proteinu p53. Ellipticin a 9-hydroxyellipticin
zpuisobuji selektivni inhibici fosforylace proteinu p53, inhibici specifické cyklin-
dependentni kinasy. Nahromadéni defosforylovaného mutantniho proteinu p53 pak

muze mit za nasledek indukci apoptozy. [17, 32, 35, 42].

inhibici oxida¢ni fosforylace — Ellipticin inhibuje mitochondridlni oxida¢ni
fosforylaci, ¢imz se naruSuje energetickd rovnovéaha v buiikach (sniZzeni obsahu ATP
vV buiikdch), coz vede v jejich zaniku. Studie mechanismu cytotoxické a
protinadorové aktivity naznacuji, Ze tyto aktivity by mohly byt zalozeny na indukci
stresu endoplasmatického retikula [4, 17, 32, 35].

inhibici telomeras — Ellipticin ptsobi také jako inhibitor telomeras [17, 35].

Vsechny uvedené mechanismy Uc¢inku ellipticinu jsou zalozeny zejména na

nespecifickém pusobeni. Interkalace ellipticinu do struktury DNA a inhibice topoisomerasy

IT se objevuji ve vSech typech bunék bez ohledu na jejich metabolické schopnosti. Tato

skute¢nost je ale v rozporu s pomérné uzkou specifitou uc€inku ellipticinu proti nadorovym

onemocnénim. Ellipticin je specificky pouze kuritym typlim neoplasie. Specifické

pusobeni ellipticinu musi tedy vychdzet jest¢ zjinych mechanismi ucinku, dosud

neodhalenych. Jednim s vysvétlenim miize byt rozdilna lidska genetickd vybava enzymy,

které jsou zasadni pro biotransformaci tohoto 1é¢iva [4, 17, 32, 48]. Piislusné enzymy

mohou aktivovat ellipticin na U¢inn&j$i polarnéjsi derivaty, které pak nadorové bunky

poskozuji efektivnéji. Nedavné studie tento novy mechanismus uc¢inku ellipticinu potvrdily:

e tvorbu kovalentnich aduktii metaboliti ellipticinu s DNA — Ellipticin se po
enzymoveé aktivaci cytochromy P450 a/nebo peroxidasami kovalentné vaze na

DNA in vitro a in vivo a vytvari tak adukty s DNA [4, 17, 32, 49].
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5.4.1 Tvorba adukti ellipticinu s DNA

V pribéhu biotransformace ellipticinu vznikaji aktivni metabolity, které se
kovalentné vazi na DNA a vytvareji tak adukty s DNA. Tato skute¢nost byla potvrzena
pomoci dvou nezavislych metod a to metodou ,,?P-postlabeling” a pouzitim [*H] ellipticinu
[32, 39]. Tvorba kovalentnich adukti ellipticinu s DNA byla detekovana in vitro [32, 33,
39], ale i in vivo v DNA izolované v riznych tkanich potkana [32] a mysi [49].

Tyto adukty byly dale detekovany v leukemickych buiikach (HL-60, Obrazek c.
20M), v buné&¢nych liniich lidského prsniho adenokarcinomu (MCF-7, Obrazek ¢. 20L), v
neuroblastomech  (IMR-32, UKF-NB-3 a UKF-NB-4, Obrazek ¢. 200), v bunkach
glioblastomu (U87MG, Obrazek ¢. 20P) [17, 48].

Ve vsech testovanych systémech byla zjisténa tvorba miniméln€¢ dvou adukti
ellipticinu s DNA a to majoritniho aduktu a minoritniho aduktu. Vznik majoritniho aduktu
(adukt 1, skvrna 1 na obrazku ¢. 20) je zavisly na pfitomnosti aktivaénich enzymi, zatimco
minoritni adukt (adukt 2, skvrna 2 naobrazku ¢. 20) vznika i bez jejich piitomnosti,
pravdépodobné aktivaci ellipticinu autooxidaci. Metabolity ellipticinu zodpovédné za tvorbu
téchto aduktti s DNA jsou 13-hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin. Majoritni adukt 1 je
tvofen vazbou 13-hydroxyellipticinu na DNA, zatimco 12-hydroxyellipticin vazbou na
DNA vytvati adukt 2. Metabolit 12-hydroxyellipticin, jak bylo uvedeno vyse, vznika dvéma
cestami, jednak pfimo oxidaci ellipticinu a jednak Polonowského piesmykem z N-oxidu
ellipticinu. [17, 32, 48].

O struktuie téchto dvou adukt je zatim znamo pouze to, Ze jsou tvofeny vySe
zminénymi metabolity ellipticinu, respektive dvéma reaktivnimi karbeniovymi ionty,
ellipticin-13-ylia a ellipticin-12-ylia (Obrazek ¢. 23), které vznikaji spontannim St€penim
13-hydroxyellipticinu a 12-hydroxyellipticinu [17, 32]. Cilovym deoxynukleotidem pro
vazbu reaktivnich metaboliti na DNA je deoxyguanosin. Jelikoz tyto reaktivni metabolity
jsou generovany cytochromy P450, lze predpokladat, Zze se také mohou vazat na aktivni
misto cytochromti P450, a tim inaktivovat cytochromy P450 [17]. Tato skute¢nost vSak

neni prok4dzéna experimentalné.
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Adukty ellipticinu s DNA byly detekovany v nadorovych buikach, ale i v bunkach
zdravych. Pokud jde o tvorbu adukti ellipticinu s DNA ve zdravych bunkach,
z experimentalnich modelu in vivo vyplyva, ze ellipticin aktivovany cytochromy P450 muze
v téchto bunkach vykazovat vedlejsi genotoxicky efekt. Proto bylo nutné zjistit perzistenci
téchto aduktl ve zdravych tkanich. Experimentalné se sledovalo mnozstvi aduktu ellipticinu
s DNA, respektive jejich perzistence v necilovych (zdravych) tkanich (jatra, plice, ledviny,
slezina, srdce a mozek) na zvifecim modelu (potkan), kterému byl podavan ellipticin.
Pozitivni je skute¢nost, ze pouze mala mnozstvi nékterych adukta ellipticinu s DNA (pouze
adukty 1, 2, 4 a 5, znazornény na obrazku ¢. 20) bylo detekovano v téchto studovanych
necilovych tkénich. Tato skutecnost demonstruje, ze zdravé tkané potkana jsou schopné
béhem urcit¢ doby po podani ellipticinu na zdklad€é vlastniho efektivniho opravného
systému odstranit n¢které 1éze vyvolané ellipticinem v DNA, a tim eliminovat potencidlni

vedlejsi genotoxicky ucinek ellipticinu béhem 1écby [17, 32, 48].
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Obrazek €. 20:  Autoradiografie adukti tvofenych aktivovanym ellipticinem s DNA detekovanych metodou
. 2P-postlabeling. DNA inkubovana s ellipticnem a s CYP3A4 (A), s hovézi LPO (B), s
lidskou MPO (C), s ov¢i COX-1 (D), s lidskou COX-2 (E). Dale jsou na obrazku ukazany
adukty vzniklé z 13-hydroxyellipticinu  (F), z 12-hydroxyellipticinu (G), z N%oxidu
ellipticinu (H), adukty v DNA jater mysi (I), v DNA jater Wistar potkanu (J), v DNA bun¢k
prsniho adenokarcinomu potkantt Wistar (K), v DNA MCF-7 bungk prsniho adenokarcinomu
(L), v DNA leukemickych bungk HL-60 (M), v DNA CCRF-CEM bunék (N), v DNA UK-
NB-4 bunék neuroblastomu (O) a v DNA U87MG bunék glioblastomu (P), [17].
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5.4.2 Mechanismus oxidace ellipticinu katalyzované cytochromy P450

Jak bylo pojednano vyse, ellipticin je cytochromy P450 oxidovan na pét metaboliti,
7-hydroxyellipticin, 9-hydroxyellipticin, 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin a N*-
oxid ellipticinu (Obrazek ¢. 18). Tvorba jednotlivych metabolitl je katalyzovana riznymi
isoformami cytochromt P450. Z lidskych cytochromt P450 jsou CYP1A1l, 1A2 a 1BI
zodpovédné za tvorbu 7-hydroxyellipticinu a 9-hydroxyellipticinu, CYP3A4 a 2C9 pak za
tvorbu metabolitu 12-hydroxyellipticinu. Hlavnim enzymem oxidujicim ellipticin na
metabolit 13-hydroxyellipticin je CYP3A4, nasledovan CYP1A2, 2D6 a 2C9. N%-oxid
ellipticinu je tvofen pfedevS§im prostiednictvim CYP2D6, v mensi mife stejné jako 13-
hydroxyellipticin  CYP3A4 [4, 17, 32,]. CYP3A4 se pievazné vyskytuje v lidskych
jaternich mikrosomech (~30%). Dilezitost CYP3A4 pro tvorbu 13-hydroxyellipticinu byla
potvrzena pocitaCovym modelovanim (Obrazek ¢. 21). Pti experimentech s lidskymi
jaternimi mikrosomy a lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450 bylo zjiSténo, ze
mnozstvi 12-hydroxyellipticinu vytvotfeného lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450 je
nizké, oproti jeho mnozstvi vytvotreného lidskymi jaternimi mikrosomy, a je srovnatelné
s mnozstvim tvofeného 9-hydroxyellipticinu. Toto zjisténi potvrzuje, ze 12-
hydroxyellipticin je v lidskych jaternich mikrosomech také tvofen neenzymové a to

prostiednictvim Polonowského piesmyku N2-oxidu ellipticinu [17, 32].

Obrazek ¢. 21 : Lidsky CYP3A4 se zakotvenou molekulou ellipticinu v aktivnim centru enzymu [17].
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Analogie v cytochromech P450 zapojenych do tvorby metabolitt ellipticinu
Vv lidském a potkanim jaternim mikrosomalnim systému prokazuji, ze potkan muize byt
vhodnym modelem pro sledovani osudu ellipticinu v lidském organismu in vivo [17, 32,
48].

Toxicky efekt ellipticinu vic¢i nadorovym bunikdm souvisi s mnozstvim adukt
tvofenych ellipticinem s DNA, a je zavisly na expresi CYP1Al, 1Bl s 3A4 v téchto
bunkach. Diky tomuto zjisténi 1ze ellipticin povazovat za ,,prolécivo®, jehoz farmakologicky

ucinek je zavisly na jeho enzymové aktivaci v cilovych tkanich [17, 36, 41].

5.4.3 Mechanismus oxidace ellipticinu katalyzované peroxidasami

Ellipticin, jak bylo zminéno vySe, je oxidovan kromé cytochromy P450 také
peroxidasami [17, 33]. Zatimco cytochromy P450 jsou exprimovany piedev§im v buiikach
prsnich nadort in vivo, v jinych tkanich citlivych viéi ellipticinu je jejich mnozstvi mnohem
niz8i. Napiiklad ellipticin je cytotoxicky vuc¢i leukemickym buitkam HL-60 (adukty
ellipticinu s DNA jsou znazornény na obrazku ¢. 20M) a pro leukemické T-buinky CCRF-
CEM (adukty ellipticinu s DNA jsou znazornény na oObrazku ¢. 20N), ackoliv mnozstvi
cytochromii P450 exprimovanych v téchto bunkach je nizké. Citlivost viici ellipticinu se da
vysvétlit piitomnosti dalSich enzymi zapojenych do oxidace ellipticinu a to peroxidas, které
jsou exprimovany v téchto malignich tkanich [17, 32, 33].

Mezi peroxidasy, které oxiduji ellipticin in vitro patii hovézi laktoperoxidasa (LPO),
lidska myeloperoxidasa (MPO), ov¢i cyklooxygenasa (COX-1), lidskd cyklooxygenasa
(COX-2) a kienova peroxidasa (HPR). Tyto peroxidasy oxiduji ellipticin na reaktivni
metabolity, které se vazi na DNA [17, 32, 33, 41].

Ellipticin je in vitro peroxidasami oxidovan na dva metabolity, které byly
identifikovany za pouziti NMR spektroskopie. Majoritni produkt oxidace ellipticinu
peroxidasami je dimer ellipticinu (Obrazek ¢. 22). Dimer ellipticinu vznika ze dvou
molekul ellipticinu, které jsou spojeny prostiednictvim atomu dusiku N°® pyrrolového kruhu
jedné molekuly ellipticinu a atomu uhliku C9 druhé molekuly ellipticinu [17, 32, 33].
Minoritnim metabolitem oxidace ellipticinu je N2-oxid ellipticinu [17, 33]. Metabolity
ellipticinu aktivované peroxidasami se kovalentné€ vazi na DNA a déavaji vzniknout aduktim
s DNA, které jsou shodné s témi, které jsou generované z metabolita (12-hydroxy a 13-
hydroxyellipticin) tvofenych cytochromy P450 [4, 17, 32, 33, 41].
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Peroxidasa metabolizuje ellipticin jednoelektronovou oxidaci, pii které vznikaji
volné radikaly, které v zavislosti na prostiedi tvoii bud’ ellipticinové dimery, nebo, jak bylo

vySe uvedeno, adukty s DNA. [4, 17, 32, 33].

8-43
7-38

7-50 ol )
) =

Obrazek ¢&. 22: Struktura dimeru ellipticin tvofeného peroxidasami [4].

Mechanismus tvorby obou metabolitl ellipticinu vzniklych peroxidasami je uveden
na obrazku ¢. 23. Ackoli produkt dvouelektronové oxidace, methylen-imin ellipticinu
(Obrazek ¢. 23), nebyl dosud za experimentalnich podminek prokazan, je ziejmé, ze pravé
tento metabolit je zodpovédny za tvorbu hlavniho aduktu s DNA (adukt 1). Toto tvrzeni
bylo potvrzeno studiemi, které se zabyvaly stechiometrii reakce oxidace ellipticinu
peroxidem vodiku [17, 33]. Jak je patrné z obrazku ¢. 23, adukt 1 je stejny jako adukt
generovany z karbeniového iontu ellipticin-13-ylia, ktery vznika z 13-hydroxyellipticinu
generovaného pii oxidaci ellipticinu cytochromy P450. Praveé identita struktury aduktu 1
generovaného z 13-hydroxyellipticinu tvofeného pii oxidaci ellipticinu peroxidasami
umoznuje predpovédét strukturu metabolitu ellipticinu, ktery odpovida methylen-iminu
ellipticinu. Takovy reaktivni metabolit, ktery by generoval shodné karbeniové ionty jako 13-
hydroxyellipticin, je ellipticin-13-ylium. 13-hydroxyellipticin pusobi tedy jako prekurzor

tvorby methylen-iminu ellipticinu. Michaelovskou adici dale vznika z methylen-iminu
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ellipticinu adukt, ktery je identicky s aduktem generovanym karbeniovym iontem [4, 17, 32,
33, 41]. Druhy adukt s DNA (adukt 2) vznika obdobné pfeménou 12-hydroxyellipticinu pies
karbeniovy ion jako u aktivace ellipticinu cytochromy P450, tak pfi peroxidasové aktivaci.
Jak jiz bylo zminéno vyse, 12-hydroxyellipticin vzniké také Polonowského piresmykem
z N%-oxidu ellipticinu. N*-oxid ellipticinu je tedy spoleénym metabolitem peroxidasové
reakce a reakce fizené cytochromy P450. Obé tyto metabolické cesty poskytuji stejny
produkt-adukt 2 [17, 32, 33].

Vedle dvou hlavnich adukti tvofenych aktivovanym elipticinem s DNA vznikaji
jeste¢ dva dalsi adukty, které byly nalezeny jako adukty tvofené inkubaci ellipticinu
S lidskymi jaternimi a ledvinnymi mikrosomy a v DNA nékolika tkanich potkani a mysi
vystavenych ellipticinu. Dal$imi adukty pozorovanymi in vivo byly adukty 3-5, které ale
nebyly zjistény v systémech peroxidas [17, 33]. Mechanismus vzniku a struktura téchto

minoritnich adukti je dosud predmétem vyzkumu.
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Obrazek ¢. 23: Oxidace ellipticinu lidskymi cytochromy P450 a peroxidasami na metabolity, které tvofi
adukty s DNA. Slouceniny v zavorkach nebyli doposud experimentalné zjisténi [17].
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5.5 Indukéni potencial ellipticinu na enzymy biotransformujici
l1éCiva

Indukce enzymu hraje vyznamnou roli ve vyvoji a diferenciaci bunék, v regulaci

klicovych enzymt metabolickych déji, zasahuje do mechanismu G¢inku fady hormont a je

také adaptivni odpovédi organismu na néktera xenobiotika. Takovou reakci se organismus

snazi branit pted jejich kumulaci a toxicitou [15].

5.5.1 Indukce cytochromii P450 aktivujicich ellipticin in vitro a in vivo

Nejucinngj$imi enzymy z cytochromi P450 aktivujicich ellipticin in vitro na
majoritni adukt ellipticinu s DNA jsou lidsky CYP3A4 a potkani CYP3A1. Experimenty in
vivo vSak prokazaly, ze do metabolické aktivace ellipticinu se také zapojuji i dalsi
vyznamné enzymy a to cytochromy P450 podrodiny 1A. Tyto enzymy jsou ovSem
Vv rekonstituovaném systému in vitro mnohem méné aktivni nez CYP3A1l. Naopak se
zapojuji zejména do tvorby detoxikaénich produktt ellipticinu, 9-hydroxy- a 7-
hydroxyellipticinu. Jedno z vysvétleni tohoto rozporu mize byt fakt, ze ellipticin je schopen
indukovat CYP1A. Indukce CYP1Al a CYP1A2 v jatrech, v plicich a v ledvinach vede
k potenciaci tvorby jednotlivych metabolitd a tim i tvorby adukti s DNA. Timto zptisobem
je ellipticin schopny do ur€ité miry ovliviiovat vlastni biologickou aktivitu [17, 33, 48, 50].

MozZnym vysvétlenim mechanismu piasobeni ellipticinu jako induktora CYP1A in
vitro a in vivo muze byt fakt, ze se ellipticin vaze na receptor pro polyaromatické
uhlovodiky (AhR). Po vazbé ellipticinu na AhR dochazi k premisténi AhR z cytosolu do
jadra, kde dimerizuje s AhR jadernym translokatorem (ARNT). Komplex AhR-ARNT
funguje jako transkripcni aktivator vazajici se do regulacni oblasti genu pro cytochromy
P450 a dochazi tak ke stimulaci jejich transkripce [17, 32, 33, 50]. Schéma indukce CYP1A

zprostfedkované navazanim xenobiotika na komplex AhR-ARNT zobrazuje obrazek ¢. 24.
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Obrazek €. 24: Schéma indukce CYP1 zprostfedkované vazbou xenobiotika na komplex AhR-ARNT. AhR-
aryl uhlovodikovy receptor, HSP90 (heat shock protein 90)-chaperon, ARNT-jaderny
translokator, XRE-xenobiotikum [51].

5.5.2 Vliv cytochromu bs na aktivaci ellipticinu CYP1A1/2

Jinym moZnym vysvétlenim rtzného podilu jednotlivych cytochromli P450 na
oxida¢ni aktivaci ellipticinu in vitro a in vivo miZze byt pfitomnost dalSich proteint
v membrané¢ endoplasmatického retikula a jejich vliv na aktivaci ellipticinu cytochromy
P450 in vivo. Jednim z takovych proteinit muze byt cytochrom bs. Z vysledkt provedenych
Vv laboratofi, kde byla tato bakalaiska prace vypracovana, bylo zjisténo, ze zvySujici se
mnozstvi cytochromu bs V systémech cytochromti P450 podrodiny 1A1 a 1A2 ma za
nasledek vyznamnou zménu v podilu tvorby jednotlivych metaboliti ellipticinu. Jmenoviteé
se vpiipadé CYP1A snizil vznik detoxika¢nich metaboliti (7-hydroxyellipticin, 9-
hydroxyellipticin), zatimco tvorba 12-hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu a N*-oxidu
ellipticinu se naopak zvysila, coz vedlo k zvySeni tvorby kovalentnich aduktd ellipticinu s
DNA. Cytochrom bs vyrazné stimuluje oxidaci ellipticinu cytochromy P450 1A1/2 na
metabolity vazajici se na DNA a zpusobuje tedy zvySeni farmakologického ucinku
ellipticinu. Efekt cytochromu bs je patrngjsi v podminkach in vivo, protoze ellipticin

indukuje i expresi cytochromu bs, a tim dochazi ke zvyseni jeho hladiny [30, 48].
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6 Zavér

Nadorova onemocnéni predstavuji zadvazny celospolecensky problém. Celosvétové
statistiky netiprosné vykazuji stale nartstajici trend v poétu nadorovych onemocnéni. Ceska
republika patii v této neradostné statistice na jedno z pfednich mist. V soucasnosti, i pies
vyznamné pokroky v oblasti 1é¢by, neni pokrok v protinadorové terapii zcela uspokojivy. Je
to zpusobeno predevsim povahou nddorového onemocnéni. Nadorové onemocnéni vykazuji
vysokou heterogenitu, coz zamezuje nalézt ucinné univerzalni Ié¢ivo vici vSem typtim
nadort. 'V nddorové chemoterapii se vyuziva nékolik 1éCebnych metod, z nichz tfi lze
povazovat za metody hlavni. Je to chirurgicka 1écba, radioterapie a chemoterapie.
Chemoterapie je dnes nepostradatelnou metodou 1é¢by nadorovych onemocnéni a u
nékterych typl nadorovych onemocnéni si udrzuje prioritni postaveni.

Protinddorovy alkaloid ellipticin miize pfedstavovat velmi vyznamné prolécivo,
jehoz protinadorova ucinnost a/nebo genotoxicky efekt je zavisly na enzymové aktivaci
cytochromy P450 a peroxidasami. Tyto aktivacni enzymy oxiduji ellipticin na aktivni
metabolity 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticin, které se spontanné rozpadaji na reaktivni
karbeniové ionty, ellipticin-12-ylium a ellipticin-13-ylium, vazici se kovalentné na
deoxyguanosin v DNA. Oba tyto reaktivni ionty se zdaji byt vybornymi kandidaty pro
cilenou terapii do nadorovych tkani. I pfes to, ze mechanismus ptisobeni ellipticinu nebyl
dosud zcela rozlustén, je zajem o klinické vyuziti ellipticinu zna¢ny a jsou tak stale vyvijeny

nové postupy cilen¢ sméfovanych 1é¢iv na bazi ellipticinu.
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