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1 UvVOD

Po druhé sitové valce prodlala farmakologie obrovsky rozvoj. Byly objeveny
stovky novych dinnych latek, které umoznily vyuZzit farmakoterapii chorob do té
doby neléitelnych. Vyvoj novych léiv vSak ginasSi i nova rizika v podab
nezadoucich dinka a WtSi pravépodobnosti vzniku vyznamnych interaktada latek
se vyznduje velmi Uzkou terapeutickouiBi Tyto faktory vedly k tomu, Ze vSechny
rozvinuté staty zsly upravovat vyvoj l&8v, jejich vyrobu a pouzivani relatign
piisnymi pravnimi pedpisy, které maji zatit kvalitu, bezpénost a dinnost
vyvijenych |&€iv. VSechna nova potencialnic¢lea jsou podrobovana preklinickému a
klinickému vyzkumu. V etap preklinického vyzkumu se provadi Siroka paletattes
piicemz jsou vyuzivany jak metodly vitro, tak iin vivo. VeSkeré preklinické testy maji
v podstat jeden cil — pedpovdét terapeuticky dinek a toxicitu potenciélniho dé&va
pro pouziti uc¢lovéka. Teprve po vyhodnoceni farmakologickych a tokagackych
testi je mozno uvazovat a‘praw klinického hodnoceni.

Pro racionalni chapani farmakologie a toxikologie nezbytnd znalost
metabolismu l&v (t¢lu cizich latek, xenobiotik). Osuddéa v organismu (véebavani,
distribuce, enzymova deaktivaceaktivace a vyldovani) je zavisly na jeho chemické
strukture. Casto i mala zmna struktury mize ovlivnit farmakokinetiku kva i jeho
farmakologicky dinek. Metabolické pemeny tlu cizich latek a biotransformai
enzymy, které tyto fgmeény katalyzuji, jsou pedmétem studia xenobiochemie. Ta
zkouma i faktory, které mohou mit vliv na aktivhiiotransformanich enzyni.

Predmétem zkoumani této diplomové prace je mikrosomalmiyen |. faze
biotransformacetrady karbonylovych slaienin - 1PB-hydroxysteroiddehydrogenasa
typu | (113-HSD 1). Je sledovan vliv cytotoxickychéié daunorubicinu, doxorubicinu
a oracinu na aktivitu tohoto enzymu v podminkéchkitro — v hepatocytech ziskanych
z jater laboratornich potkan Vysledky rekterych obdob& zamefenych studii
nazn&uji, Ze by tato cytostatika mohla aktivitu ftHSD 1 zvySovat progtdnictvim
enzymové indukce. Daunorubicin, doxorubicin a aragsou zarovié substraty

118-HSD 1, tento enzym sedastni redukce karbonylové skupiny v jejich molekule



2 TEORETICKA CAST

2.1 CYTOSTATIKA

2.1.1 Obecna charakteristika

Maligni nadorova onemo¢ni jsou v dnesSni da@bjednou z hlavnich fgin
piecasného amrti. Chirurgicka déa, radioterapie a chemoterapie jsou hlavnimi
nastroji uzivanymi k l&¢ malignit. Nadorové maligni kiky jsou charakterizovany
ztratou kontroly #istu, invazivitou a metastdzovanim do tkani. Faktppgsobujici
vznik nadoi Ize rozélit do t¢i skupin: fyzikalni (radiéni energie — UV-zi&ni, paprsky
X), chemické fada chemikalii — trzné organické i anorganické st@miny bez
spol&ného strukturniho znaku) a biologické (onkogenny)viTyto faktory poskozuji
nebo pozmiiuji molekulu DNA [1].

Tabulka 11. Nékteré chemické karcinogeny [1].

Trida Slouéeniny

polycyklické aromatické uhlovodiky benzpyren, dimgbenzanthracen

2-acetaminofluoren,
N-methyl-4-aminoazobenzen

aromatické aminy

nitrosaminy dimethylnitrosamin, diethylnitrosamin
anorganické slateniny arsen, asbest, berylium, kadmium, chrom
piirozere se vyskytujici latky daktinomycin, aflatoxin B

nekteré leky alkyl&ni latky, diethylstilbestrol

Systematické klinické zkouSeni farmak s cytostgtickicinkem bylo zahajeno
po druhé sitové valce, kdy se #Zaly podavat alkylujici latky (derivaty dusikatého
yperitu) a prvnim dasgghem bylo navozeni fpchodné remise u nemocnych
s lymfosarkomem rezistentnim na radioterapii. OddRy identifikovano na 50 farmak
riznych farmakologickych skupin. V stasnosti je terapeuticky ovlivnitelnéada
malignich onemocmi i v pokr@&ilém stavu, nicméh vétSina nadakr muaze byt
chemoterapeuticky t&na pouze paliativn K této skuténosti @ispivaji faktory, které
odpowd na farmakoterapii vyznanrsniZuji a zhorsuji tak prognézu oneméain Pati
k nim poSkozeni funkce eliminujiciho organu (preaekou toxicitu farmaka), vySsik
(kdy byva farmakologie cytostatika Znéna) nebo okolnosti, které podimii rozvoj

sekundarni rezistence.



Farmakodynamika (terapeutické a toxickénity) a farmakokinetika cytostatik
je v pogedi odborného zajmu pimaje analyzoun vitro az po klinické hodnoceni.
Cilem je zajistit optimalni farmakoterapeutick§inek (dlouhodobou kompletni remisi)
pii minimalni toxici€ a za sotasné prevence vyvoje rezistence. Vismmé dob se
smetuje k dosazeni tohoto cile zvySovanim davek (vydakkova chemoterapie),
kombinaci cytostatik, vyuzZitim podmeé terapie nebo ¢y antagonisty, kombinaci
cytostatik s jinou terapii (chirurgickou, radiotpiiy, biochemickou modulacicinku,
vhodnou cestou podani cytostatik a vyuZzitim vyznaoikadialnich rytnd pro
farmakologii cytostatik. No¥ se hled4 vztah mezi cytostatickyrtinkem a kinetikou
jednotlivych cytostatik, ktery by slouzil k predikierapeutického i toxickéhociinku a
také k odhadu individualniho davkového rezimu [2].

Klasifikace cytostatik byva uvadna podle iiznych kritérii, nejasgji jsou

tiéidény podle mechanismwiinku a pivodu &innych latek.

Tabulka 22. Nekteré latky uzivané v chemoterapii naift,3].

Trida latek Priklady Mechanismus &inku
chlormethin,
ot 14 melfalan, .
alkyla¢ni latky chlorambucil, alkyluji DNA

cyklofosfamid

antimetabolity

antagonisté
kyseliny listovée

methotrexat inhibuji dihydrofolatreduktasu

merkaptopurin,

antagonisté purin | tioguanin, kladribin, ve forme nukleotidi inhibuji syntezu

DNA

fludarabin
antagonistée fluorouracil ve forme HUkIGOti.d} ir!hipuji syntézy
oyrimiding cytarabin ' DNA_(quorouracH inhibuje
thymidylatsynthetasu)
doxorubicin,
protinddorova daunorubicin, vmezeéuji se do DNA a stabilizuji
antibiotika daktinomycin, komplex DNA-topoisomerasa Il

mitoxanthron
vinkristin, vinblastin, | vazou se na tubulin v mikrotubulech,

rostlinné alkaloidy

paklitaxel mitotické jedy
. (ant!)estrogeny, ovliviiuji hormon-dependentni
steroidni hormony | (anti)androgeny, nadory
glukokortikoidy
cisplatina
ostatni asparginasa razny

prokarbazin




Cytostaticka terapie je t&fhpravidelré provazenadadounezadoucich dinki,
Z nichz rgkteré mohou ohrozit i Zivot pacienta. Vysoka incide nezadoucichiiinku je
zpiusobena tim, Ze cytostatika jako léky inhibujici &umou proliferaci jsou léky
neselektivni, inhibice proliferace se tedy tyka jakrek nadorovych, tak buik
normalnich. Pr&v poSkozeni normalnich proliferujicich ignych populaci (kostni
dien, epitel traviciho traktu aj.) je odp&iné za nejzavaZjsi nezadouci dinky
cytostatik. K nezadoucim c¢inkim chemoterapie nadorovych onemé&un pati
poSkozeni krvetvorby (postihujergglevSim bilou a deskovou fadu), kozni zrny
(hyperpigmentace, folikulitida, alopecie), gasttestinalni toxicita (mukositida, nauzea
a zvraceni), orgadnova toxicita (kardiotoxicita, pm®toxicita, nefrotoxicita a
urotoxicita, neurotoxicita), infertilita, teratogein (¢inky, paradoxt i mutagenni a
kancerogenni dinky [3]. Dulezita je tedy profylaxe a ¢éa nezadoucich a toxickych

acinku cytostatik.

Tabulka 33. Podpirné terapie v prevenci nezadouciéimii a toxicity cytostatik [2].

Nezadouci @&inek Cytostatika Prevence
vSechna s rozdilnou metoklopramid v kombinaci
nauzea, zvraceni intenzitou (zj. cisplatina, | s dexamethasonem,
cyklofosfamid) antagonisté 5-Hgreceptot

vSechna s rozdilnou '
GM-CSF, G-CSF,erytropoetin,

myelosuprese intenzitou (zj. alkylujici _ -
trombopoetin, amifostin, IL-3

latky, merkaptopurin)

methotrexat leukovorin

nefrotoxicita _ _ forsirovana diuréza, hydratace
cisplatina

amifostin, thiosulfat

ototoxicita cisplatina amifostin

hemorhagicka o .
N cyklofosfamid, ifosfamid mesna
cystitida

kardiomyopatie antracykliny dexrazoxan

polyneuropatie Vinca-alkaloidy amifostin




Velka pozornost seénuje prevenci rozvojeezistencena cytostatickou tébu.
Rezistence 1ive byt vnitni - primarni (dané t@vo nebylo nikdy dinné pro cilové
buiky, nedostai&na odpo¥d’ na I&bu cytostatikem) a ziskana - sekundarnéiyie
bylo na peéatku terapie &nné, po wité dolkk se vSak u nadorovych btk vyviji
mechanismus, ktery apobuje, Ze je Bvo ne&inné). Rezistence fie byt nejenom
k danému cytostatiku, ale i k ostatnim struk&unegibuznym protinadorovym latkam.
Tento jev je znam jako mnobtetna lékova rezistence (MDR) [1]. K rezistenci
nadorovych buék na cytostatika iispivaji mechanismy tykajici se farmakokinetiky i
farmakodynamiky. Biika ovliviiuje kinetiku cytostatika snizenim jeho vstupu do
buiky, zvySenim jeho efluxu do extracelularniho prostoedukci metabolické aktivace
cytostatika na €innou latku nebo zrychlenougménou na ne€inny metabolit. Zniny
ve farmakodynamice zahrnuji reparaci defektnich ovgith makromolekul
(poSkozenych i@dchozi chemoterapii), amplifikacifiplusSnych gehh a zmnoZeni
cilovych makromolekul [2].

Tabulka 44. N¢které biochemické mechanismy lekové rezistencedonméych bugk
[2,4].

Cytostatika | Mechanismus rezistence

- snizeni permeability b&tné stny pro tyto latky,
alkylacni . . . .
atk pokles konjugace na thiometabolity (nedostadeaktivace),
atky e “ .
zvysena reparace poskozené DNA

snizeni vstupu do iy (mutantni penaSéovy systém),
methotrexat | mutace v cilovém enzymu (mutantni dihydrofolatrads&),

zvySena aktivita cilového enzymu (dihydrofolatreidsly)

cytarabin zvySena aktivita deaminasspbicich na cytosin (zvySena inaktivace)

Vinca o _
. zmena cilové struktury (tubulinu)
alkaloidy

cisplatina zvySeni jednoho typu metalothioneinw§ana inaktivace)

néktera
_ zvySeny vystup z hiky zprostedkovany P-glykoproteinem (P-gp)
cytostatika
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2.1.2 Doxorubicin a daunorubicin

2.1.2.1 Obecné vlastnosti a chemické struktura

Doxorubicin (DOX) a daunorubicin (DAU) pat mezi antracyklinova
antibiotika, ktera séadi k nej@inngjSim a Siroce uzivanym antineoplastickyniiv&m
[5]. Jsou to metabolity aktinomycet. Prvni poznatkytéto skupid latek pochazeji
zr.1962, kdy byl ve Francii z plign Streptomyces coeruleorubidugzolovan
rubidomycin a tér®& sowasre v Italii z plisre Streptomyces peucetiwiunorubicin.
PozdjSi studie ukazaly, Ze jde o identické latky dnesasované jako daunorubicin.
Doxorubicin byl izolovan v r. 1967 z pli§istreptomyces peucetius var. cae$é]sPro
klinické (Cely se uzivaji stabifSi hydrochloridy.

Doxorubicin (také znam jako adriamycin) je chemicky (8S,10&)J{B-amino-
-2,3,6-trideoxya-L-lyxo-hexopyranosyl)oxy] - 6,8,11 - trinydroxy8-- (hydroxyacetyl)
-1-methoxy-5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-5,12xdio
Sumarni vzorec doxorubicin-hydrochloridui7B30CINO,;

Molekulova hmotnost doxorubicin-hydrochloridu: Mr%99 [7].

Daunorubicin (také znam jako rubidomycin) je chemicky (8S,18Seetyl-
-10-[(3-amino-2,3,6-trideoxg-L-lyxo-hexopyranosyl)oxy] - 6,8,11 - trihydroxy -
-1-methoxy-5,7,8,9,10,12-hexahydrotetracen-5,12xdio
Sumarni vzorec daunorubicin-hydrochloridys,CINO;o

Molekulova hmotnost daunorubicin-hydrochloridu: 563,99 [7].

R: Antracyklin:
it .
C —CH,0H Doxorubicin
0 0
| Daunorubicin
C—CH
on Nt ’

Obrazek 11.Chemickéa struktura doxorubicinu a daunorubicinu.

Chemicka struktura antracyklinovych antibiotik (ANJE dosti specificka. Jsou
to glykosidy, jejich molekula se sklada z chinonowéaglykonu, jehoz zaklad tkio
castén¢ hydrogenovany tetracen. Na aglykon je napojen cBgizimonosacharid

daunosamin. Ob#my v aglykonové ¢asti molekuly vedou &Sinou ke snizeni
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cytostatické aktivity, pro zachovanéinku je nezbytna i fitomnost cukerné slozky a
volné bazické aminoskupiny. Rozsahly konjugovangtéay aglykonu podmiuje
selektivni absorpci stla ve viditelné oblasti spektra. iBledkem toho jecervené
zbarveni antracykliin které niize zbarvovat mbpacient: [6].

Doxorubicin-hydrochlorid je oranZzowerveny krystalicky hygroskopicky prasek
dohie rozpustny ve vaqg t€Zce rozpustny v methanolu. Daunorubicin-hydrochlge
oranzov@erveny krystalicky hygroskopicky prasek snadno ustpy ve vod

a v methanolugce rozpustny v lihu 96%, prakticky nerozpustnycetanu [7].

2.1.2.2 Mechanismus &inku

PrestoZze je znamo, Ze antracykliny maji schopnostatmast do fady
biochemickych a biologickych funkci eukaryotickydurék, presny mechanismus
jejich cytotoxickych a antiproliferativnich ¢iinka nebyl dosud pl& vyswtlen. Po
priniku do buiky se molekula ANT vazeitpvazi na chromatin. Experimentalni
dukazy swdci pro to, Ze tvtei komplex s DNA interkalaci svych planarnich dykhezi
pary nukleotidovych bazi. #3ledkem tohoto vsunuti je vyrazné naruSeni synbassx,
DNA-dependentni syntézy m-RNA a proteosyntézy. bejj$i experimentalniitkazy
nazn&uji, Ze interkalace spousti¢peni DNA pomoci inhibice topoisomerasy-Il, coz
vede k zavaznému narusSeni terciarni struktury DNé&nto &inek byl pozorovan i
takové koncentraci &év, ktera je v rozmezi klinické é&bné davky. O ANT je rowi
znamo, Ze se podileji na oxtudch a reduénich reakcichtada NADPH-dependentnich
burg¢nych reduktas je schopna redukovat DOX a DAU na&aehdikaly semichinonu,
které reaguji s molekularnim kyslikem za vzniku ogss reaktivnich cytotoxickych
slowenin (nap. superoxid, hydroxylové radikaly a,8,). Tvorba volnych radikal
vede také ke kardiotoxi@itANT (viz 2.1.2.5 VedlejSi &inky). DalSi misto pisobeni
ANT muaze byt na Urovni bugné membrany: vo se niize vazat na lipidy bugtné
membrany a rive ovlivnitfadu funkci. Cytotoxicita a antiproliferativnéinost ANT
mohou vychazet zdhkterych shora uvedenych mechanisrale mohou se upkabvat i
dalSi procesy [8].

Ucinek ANT je fazo¥ nespecificky, av3ak nejvy3sgidnost ANT vykazuiji
v S-fazi buk¢ného cyklu. ANT jsou cytotoxické zj. pro rychle pferujici bunky
(nadorova tka, ale i kostni &en, GIT sliznice a sliznice dutiny Ustni, vlasovéikaly)

9.
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2.1.2.3 Indikace

Doxorubicin je pouzivan v terapii v hematologickyetalignit: sodasti terapie
nehodgkinskych lymforin Hodgkinovy choroby, mnokietného myelomu, akutni
lymfoblastické a myeloblastické leukémie, chronitjk@fatické leukémie. Ze solidnich
tumori pati mezi indikace doxorubicinu karcinom prsu, vajgku, endometria,
prostaty, nonseminom, osteosarkom, sarkomykkych tk&ni, malobuftny
bronchogenni karcinom, karcinomy hlavy nebo krkaunoblastom, karcinom Stitné
Zlazy, karcinom Zaludku, hepatocelularni karcinoWVjimsav tumor, karcinom
mocového nEchyre. Intravezikald se uzivd u povrchového karcinomu doweeho
meéchyte. Doxorubicin  je alternativou kdbB¢ vypotka vintrapleuralni a
intraperitonealni duti[8].

Daunorubicin je podobny doxorubicinu. Pouziva gengea pi indukeni terapii
akutni lymfoblastické nebo myeloblastické leukémme, k I&€bé solidnich tumai [9],
patrre pro nizSi distribuci do tkani [2]. V séasnosti se na rozdil od doxorubicinu
v terapii nadorovych onemogmi prakticky neupldiuje. VCR neni momentatn
registrovan zadny hromadrvyrakeny I&ivy pripravek s daunorubicinem jako hlavni

U¢innou latkou.

2.1.2.4 Davkovani a zpisob aplikace

Doxorubicin se aplikuje intravenéZmebo intravezikakh Davka se vypéitava
na zaklad plochy &lesného povrchu (mgAh DAavkovaci schéma podavani
doxorubicinu se r1i#e liSit podle indikace (solidni tumory nebo akuteilkémie) a
podle toho, v jakém &&bném rezimu je Iék pouzivan (v monoterapiv kombinaci
s jinymi cytotoxickymi latkami nebo jako s&ast multidisciplinarnich postup které
zahrnuji kombinaci chemoterapie, chirurgického alidr a gipadré radioterapie a
hormonalni terapie).

Intravendznipodavani doxorubicinu jegba prova& opatrré. Doporiuje se
podavat doxorubicin do kanyly varprotékajici i.v. infuzi (izotonicky roztok chloxd
sodného nebo 5% roztok glukézy). Aplikace bylantrvat 3-5 minut. Tento postup
slouzi k minimalizaci nebezpie vzniku trombo6zy a periven6zni extravazace, ktera
muze vést kdZké celulitick, ke vzniku puchiti a k nekroze tk&h Frima i.v. injekce se
nedoporduje kvili nebezpéi extravazace, ke kterétde dojit i i odpovidajicim

navratu krve po aspiraci jehlou.
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Lécba solidnich naddr Jestlize se doxorubicin poddva v monoterapii,
doporwena davka pro jedendébny cyklus je 60-75 mgfrkazdé ti tydny. Bshem
jednoho cyklu se I1ék podava obvykle v jedné dajeeSak mozné dhem cyklu davku
rozctlit do nékolika aplikaci. Podavani doxorubicinu v tydennieimu se ukazalo byt
stejré (Cinné jako aplikace witydennich cyklech. Dopotena davka na jeden tyden je
10-20 mg/m. F¥i tomto asovém harmonogramu podavani by mohla byt toxiéka
nizsi, zj. jeho Ginky na srdce. Celkova kumulativni davka by g&mbyt vysSi nez
550 mg/m.

Lécba akutnich leukémii: V terapii se vyuZivédzmych schémat Utoé
kombinované chemoterapie. V této situaci je dopema davka doxorubicinu
75-90 mg/m. Tato davka se podava raseha do i aplikaci v péibshu & po soks
nasledujicich din (jeden cyklus). N&asovani a davka pro druhy cyklus i$&i podle
stavu kostni terg a perifernich krevnich bgk. Interval mezi cykly by rl v3ak byt
nejmért 10 dni.

Doxorubicin podavanyntravezikal® miaze byt pouzit v [&b¢ superficialnich
tumori mocového néchyte nebo v profylaxi recidiv nadbrpo transuretralni resekci.
Doporwtend davka doxorubicinu pro lokalni intravezikélmirapii superficialnich
tumori matového néchyte je 30-50 mg ve 25-50 ml fyziologického roztokujednu
instilaci. Optimalni konc. se pohybuji okolo 1,0/m¢ Po instilaci roztoku by pacienti
meli ménit polohu €la, s ot@enim octvrt ot&ky kazdych 15 minut. Obeérplati, Ze
instilat mize byt v méchyfi ponechan po dobu 1-2 hodiny. Aby se zabrénilo
nezadoucimu rradni instilovaného roztoku n§ pacienti by nili byt poueni, aby
12 hodin ped instilaci nepili Zadnou tekutinu. Jednotlivé tilase lze opakovat
v intervalech od jednoho tydne do jednohésioe podle toho, zda se jedna o podavani
terapeutické nebo profylaktické. Celkova resorp&@XDpo intravezikalni instilaci je
velmi nizka [8].

Daunorubicin se aplikuje v davce 40-60 mmitroZilng po 3 dny s naslednou

téi- azctyitydenni pestavkou. V kombinacich je davkovani upraveno [9].

2.1.2.5 VedlejSi Winky

Antracykliny (zj. DOX) jsou dinné proti Sirokému spektru tumigrale nehled
na obecné vedlejStiinky cytostatik (nauzea, zvraceni, alopecie, myghosse) je jejich
kKlinicky uzitek limitovan kardiotoxicitou (na kumativni davce zavislou), kteraibe

vyustit az v mistnavé srdéni selhani. To rize byt fatalni (az 60%padi) [5].
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Kardiélni 0 ¢inky. U pacient uZivajicich doxorubicin¢i daunorubicin se
mohou objevit nasledujici typy kardiotoxicity:

Akutni kardiotoxicita ktera nebyvécasta, je pechodna (reverzibilni) event.
Klinicky zvladnutelna antidysrytmiky. Objevuje seeZprostedrg po prvni davce
(béhem 24 hodin) nebo jako nasledek prvrieliné kary. Projevuje se abnormalnim
nalezem na EKG (zémy v Useku ST-T, prodlouzeni QT intervalu) a argmi. Po
skorteni arytmii niize terapie pokkmvat, obec# se akutni toxicita nepovaZzuje za
indikaci k ukorgeni l&by antracyklinovymi antibiotiky [2].

Dlouhodoljsi podavéani antracyklin zpisobuje chronicky typ kardiotoxicity
piedstavovany kardiomyopatii, kteraibe vést ke vzniku #stnavé srdni slabosti.
Souvisi s kumulativni davkodada studii doSla k z&ru, Ze riziko vzniku rastnavé
srde&ni slabosti prudce vista @i negitomnosti ostatnich kardialnich rizikovych
faktorn v okamziku, kdy celkova konc. doxorubicinu dosahmehové hodnoty
550 mg/m. Kardiomyopatie je projevem kumulativni toxicitynteacyklini, které
limituje davku. Zavaznému kardialnimu poskozenigiéedejit pravidelnym sledovanim
v prabéhu I&by [8]. Klinicky se manifestuje nahle dhem prvniho roku by,
negasgji béhem 1-2 misiai po posledni davce) a rychle progreduje. Je gooén
rezistentni na tbu, miZze ohrozit Zivot nemocného, jeji prognéza byva ea¥hjejim
znamkam pdt tachykardie, tachypnoe, dilatace srdce, plicnvem6zni kongesce,
pleuralni vypotky. Ecinou je poSkozeni a progresivni ztrata myacytera je zprvu
funkéné kompenzovana zbylymi myocyty, tudi&asto unikd pozornosti. Sstem
kumulativni davky se vSak prohlubuje pokles stadiv myokardu a klesa ej&ki
frakce. Nasledkem ftize byt akutni srd@i dekompenzace.

Pozdni kardiotoxicitase niize manifestovat po vice letech az desetiletich
(4-20 let) od ukoteni l&by. Projevuje se poruchami vodivosti a tachyarytmie
PoSkozeni myocyta dysfunkce komor miva za nasledek pozdni dekorgmérsrdce.
Tento typ byl popsan i uétl [2].

Mnoho usili uz bylo vynaloZzeno na objasnh mechanismu tohoto vazného
toxického @inku antracykliri, presto pesny mechanismus kardiotoxicity neni doposud
znam. Dosavadni poznatky naZuj existenci jednak mechanismu zavislého na torb
volnych radikah (hraje s&Zejni roli v patogenezi antracykliny vyvolané katdixicity)

a jednak mechanisima volnych radikalech nezavislych.
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* Jsou d¥ hlavni cesty tvorby volnych radikal
1) Redoxni cyklickydj

Chinonova struktura v jejich molekuletugobi jako elektronovy akceptor,

redukuje se na semichinoni¢pos elektronu katalyzovan flavoproteinovymi enzymy
ktery reaguje s kyslikem za vzniku superoxidovedmtikalu Q, piicemzZ se regeneruje
chinon. Q° radikal se mZe vyskytovat samovoin nebo je pemeénén
superoxiddismutasou (SOD) na®. Molekula HO; je relativré stabilni, tvorba OH
z H,0, je zavisla na katalytické roli zeleza:

O +Fe* - O, + F€"

H,O, + Fé* — OH + OH + F&* (Fentonova reakce)
souhrng: O," + H,O, —» O, + OH + OH (Haber-Weissova reakce)
Vysoce reaktivni hydroxylovy radikal iie gimo poSkodit DNA a mize vést

k lipidové peroxidaci. To ma za nasledek produkealkého mnozstvi relativn
stabilnich aldehyil (nag. malondialdehydl, 4-hydroxyalkenadl, alkanaii). Tyto
cytotoxické aldehydy jsou extrémameaktivni, mohou difundovat uvhibuiky nebo
dokonce skrz plazmatické membrany a napadaji makekularni cilové struktury

vzdalené od mista jejich vzniku. Mohotisobit jako ,druzi cytotoxiti posli* [5].

2) Tvorba antracyklin-zelezitého komplexu [ANT:Fe

Tento komplex je stabilni, t¥b se mezi antracykliny a ionty Zeleza
z myoglobinu a hemoglobinu [2]. d%e byt redukovan na ANT-Eekomplex bd’
enzymaticky #iznymi flavoproteiny nebo pomoci redinich agens o malé molekulove
hmotnosti (nap GSH, cystein). V ngftomnosti reduéniho systému iive byt Zelezo
v komplexu ANT-F& redukovano § intramolekularni oxidaci antracyklinové
molekuly za vzniku ANT,-Fe*. Komplex ANT-FE'¢i ANTqFe* reaguje s @ a
H,0, za vzniku Q™ a OH radika.

Kardiomyocyty jsou hodh citlivé na oxid&ni stres vyvolany podavanim
antracykliri ve srovnani s jinymi tk&mi. Davodem je vysoka akumulace antracyklin
v kardiomyocytech, bohatost kardiomyaityta mitochondrie (ty jsoudatezitym cilem
molekularniho psobeni antracyklif) a relativie chudy antioxidani obranny systém
v kardialni tk&ni oproti ostatnim tkanim (nizka iek& klicovych antioxidanich
enzymovych systéin— SOD, katalasy, GSH-peroxidasy) [5].
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* Na volnych radikalech nezavislé mechanismy

Studie na laboratornich zatech ukazaly, Ze chronicka kardiomyopatie neni

vzdy doprovazena biochemickymi ukazateli oxiido poSkozeni myokardu [10].
Existenci jinych mechanisim nezavislych na tvotbvolnych radikl, podporuje fakt,
Ze antioxidanty finesly uzitek v prevenci¢i oddaleni chronické kardiotoxicity
u hlodava [11], ale ne u ps[12] ani uc¢lovéka [13,14]. Nkteré studie fedpokladaiji,
Ze chronicka kardiomyopatie se rozviji az po komv&OX a DAU na odpovidajici
sekundarni alkoholy (13-hydroxyantracykliny) — doxaicinol a daunorubicinol. Tuto
hypotézu podporuje fakt, Ze doxorubicinol (ale @X) se akumuluje v srdai tkani
po dlouhodobém podavani cytostatika potikan Navic doxorubicinol je sikjsi
inhibitor vymgny N&/C&* v sarkolend nez DOX [10,15,16].In vitro je akutni
kardiotoxicky &inek doxorubicinolu a daunorubicinolu podstatrvySsSi nez
u matdéskych latek [17]. Dale se v rozvoji kardiotoxicifiplatiuje i uvolréni histaminu
po podani ANT [18,19], porucha homeostazy vapnillkandialnich bikach [20,21],
interference s autonomni kontrolou srdce (s parpsyickym i sympatickym
systémem) [22-24].

Multifaktorialni a nekompleth objasgna patogeneze ANT-vyvolané
kardiotoxicity ¢ast&né vyswtluje mnoho testovanych sléenin a jinych pistupi ve
snaze snizit tento toxickycimek. Prevence fite byt ¢ast&né¢ dosazeno uZzitim
kardioprotektivnich agens, modifikaci davkovacite¥imu nebo podanim anatog
antracyklimi mérgé toxickych nez DOX a DAU. Mezi kardioprotektivniosteniny
ovliviujici mechanismus kardiotoxicity zavisly na volnyeldikalech pat dexrazoxan.
Tato bisdioxopiperazinova sléenina fivodre vyvinutd jako cytostatikum je jedinou
schvalenou latkou pro Klinické pouZiti k profylaANT-kardiotoxicity. Protektivni
acinek dexrazoxanu (ICRF-187) je nejspiSeisqgben chelataci Zeleza z ANT-Fe
komplexi ¢i vyvazanim volného Zeleza a naslednou redukcibiveolnych radikat.
Terapeuticka odpad” a nekardialni toxicita ANT Ustava po jejich podani spolu
s dexrazoxanem nezmena [5]. Mozna role doxorubicinolu a daunorubicineltozvoiji
chronické kardiomyopatie vede kgalpokladu, Ze klinické uziti antracyklirboy mohlo
byt vylepSeno minimalizaci jejichi@meny na tyto metabolity. Bkteré studie ukazuiji,
Ze snizena exprese enzypodilejicich se na redukci karbonylové skupinyaeyklini
chrani ped ANT-indukovanou kardiotoxicitou [25], st&jmak i uZiti inhibitofi téchto
reduktas [26].
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Hematologické &inky. Hlavnim projevem hematologické toxicity je
reverzibilni leukopenie. Tato leukopenie je zavisdddavce aigdstavuje akutni projev
toxicity antracyklini, jeZ limituje davku Iéku. L&bou jsou nejvice postizeny neutrofily,
muze se vSak rowZ objevit trombocytopenie a anemiezH@m terapie doxorubicinem
je nezbytg nutné prova&t hematologické sledovani pacienta. Poklestypdrevnich
element dosahuje svého maxima obvykle za 10-14 do podani l&va. U pacieni
s normalni regenetai kapacitou kostnir@né se pdéty krevnich elemeiitupravu;ji zgt
na hodnoty ped I&bou do konce fetiho tydne. B rezimech vysokodavkové
chemoterapie, které zahrnuji podavani antracgklim kombinaci s dalSimi
myelosupresivnimi latkami, I1ze pouZit prigstky na podporu kostniehe.

U paciend, ktei byli sowasr® Iéeni antracykliny v kombinaci
s antineoplastickymi latkami poSkozujicimi DNA, byizac pozorovan vyskyt
sekundarni akutni myeloidni leukémie, s nebo betepkemické faze. Tytoripady
mohou mit kratké obdobi latence (1-3 roky).

Gastrointestinalni G¢inky. U paciend, ktei jsou I&eni antracykliny, se fze
objevit mukositida (pedevSim stomatitida, mé&ntasto esofagitida). Stomatitida se
objevuje zahy po podani |éktasEji u nemocnych l&enych vicedenni aplikaci) a je-li
zavazrjSiho charakteru, fite kEhem rekolika dni progredovat do sliztinich ulceraci.
Tento stav se vSak @&téiny pacieni upravi doitetiho tydne terapie. V den podani léku
se niZe roviez objevit nauzea a zvracenifigp bolesti Bicha a péjmy. Vyskytu
zavazrjSi nauzey a zvraceni lze zabranit nebo je zmimasazenim vhodné
antiemetické terapie.

Dermatologické ¥inky. Casto se objevuje alopeciesetns zastaveni trstu
voudi (asi 85% léenych osob). Tento vedlejstinek ¢asto vyvolava u pacieintvelké
obavy, obvykle je vSak reverzibilni &hlem dvou azit mésial od ukorgeni terapie se
rast vSech vlas opét obnovi. MiZe se vyskytnout hyperpigmentaci&&, Zervenani,
urtikarie a hypersenzitivita na dei.

Ueinky v misté aplikace injekce. Negili$ vzacné jsou erytematdzni prouzky
podél zily, do které se lék infunduje. Tyto prouikphou pedchazet lokalni flebitidu
¢i tromboflebitidu. Riziko Ize minimalizovat dodrzéamim doportieného postupu pro
podavani Iéku. Rowi se niize vyvinout fleboskler6za, zj. pokud s&il® opakovi
podava infuzi do malé Zily. Viipadt perivendzni extravazace léku se objevi lokalni

bolestivost, celulitida zavazného stdmnnekroza tkan
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Mezi ostatni méreé ¢asté nefiznivé &inky pati hor&ka a pocity mrazeni,
konjunktivitida, slzeni a anafylaxe. U Zen sézm objevit amenorrhoea a u niuz
azoospermie v ejakulatu. Stejgjako i jiné protinadorové Iéky, vyvolava podavani
antracyklimi hyperurikémii, jez se objevuje vusledku extenzivniho katabolismu
purind, jez doprovazi rychlou bétnou destrukci vyvolanou ¢é&em. Hydratace,
alkalizace moéi a podavani alopurinolu pomohou zabranit nebo mmétizovat

negiznivé &inky hyperurikémie [8].

2.1.2.6 Farmakokinetické vlastnosti
* Resorpce

Antracykliny nejsou po p.o. podani resorbovany a.@rotoZe jde o léva
S mimddadre irita¢nim (€inkem na tk&®, musi byt podavany intravendzrilako vhodné
se ukazalo u DOX také intravezikalni podani, poawvezikalni aplikaci je minik 1éku

do systémoveho ¢hu minimalni.

» Distribuce

Doxorubicin se rychle a ve velké iai distribuuje do extravaskularnich
kompartment, jak je Zejmé z rychlého pteiniho plazmatického potasu (5-10
min) a podle distribéniho objemu v ustadleném stavu (20-30 I/kg). Doxamiubse
piiblizné ze 75% vaze na bilkoviny krevni plazmy. Tato vambaavisi na koncentraci
plazmy az do 2 uM [8]. Distribuce do tkani je u DAWZSIi nez u DOX [2].
Antracykliny v detekovatelném mnoZstvi nepronikagmatoencefalickou bariérou,

avSak prostupuji placentarni bariérou [8].

* Metabolismus

ANT jsou metabolizovany ve ztaem rozsahu, a to hlagnjatry [8].
Biotransformace antracyklinse ubira primagh cestou redukce karbonylové fuimk
skupiny. C13-ketoantracykliny jsou konvertovany@&3-hydroxymetabolityn vitro i
in vivo. Tim dochazi ke zvySeni polarity molekuly (C13-foppd/metabolity jsou ve
vodé rozpustné), kterd @xe byt nasledh konjugovana s glukuronovou kyselingu
glutathionem a vylotena zé&la ven [27-31]. Podrok#i je redukce ANT na
odpovidajici alkoholy rozebrana v kapitole 2.1 BiGtransformace antracyklkin
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Krom¢ hlavnich metabolit ANT doxorubicinolu a daunorubicinolu, které jsou
ve vod rozpustné, jsou v menSi iai tvareny i jiné metabolity. Roz&benim
glykosidické vazby v molekule ANT vznikaji ve WbdslalE rozpustné aglykony
(doxorubicinu/daunorubicinu ¢i alkoholi  doxorubicinolu/daunorubicinolu) a
deoxyformy aglykon. K odSt&peni aminocukru dochazi v mikrosomechsgbenim
NADPH-dependentni cytochrom P450 reduktasy [32].

* Vylucovani

Po i.v. podani prochazeji plazmatické hladiny DOXltifazovym poklesem
s terminalnim poleasem TY2 =20-48 hod. Terminalni p&s doxorubicinolu je
podobny poldasu doxorubicinu. Plazmaticka clearance probiha hlogti
8-20 ml/min/kg a je zaloZena zj. na metabolismuaavglutovani Iéku ZIgi. Tato
pomala eliminace z plazmyirbe byt jeSt prodlouzena u paciense zhorSenou funkci
jater, odbouravani doxorubicinu probiha veca@amie metabolickou konverzi rradu
mért aktivnich ¢i neaktivnich produki 40-50% podané davkyrgchazi do Zlki a
stolice Bhem 7 dii. Vylu¢ovani ledvinami se &le v menSi nie a fedstavuje pouze
5-10% podané davkyhem 5 di.

U daunorubicinu je to obdobné, vylye se pevazmr jatry, cast€né ledvinami.

Mizeni z plazmy jeiffazové s poldasy 11 min, 3 hod a 25 hod [2].

2.1.2.7 Biotransformace antracyklina

Obecnym principem biotransformace je&ra struktury l&iva s cilem usnadnit
jeho eliminaci z organismu. V I. fazi biotransforerase mateska latka mni na
polarrgjSi metabolity pipojenim¢i odhalenim hydrofilnich fundnich skupin. Této faze
biotransformace se ¢astni enzymy hydrolytické, redéhi ¢i oxidacni. Polargjsi
produkt je schopen reagovat s konjmiani enzymy (enzymy Il. faze biotransformace),
piicemzZ vznikly konjugét je velmi polarni a je snadngu¢ovan z organismu. Kazdé
xenobiotikum nemusi prochazetsoia fazemi [33].

Chinonovy skelet antracyklin miZze podstupovat konverzi na reaktivni
semichinon popsanou Vv kapitole zabyvajici se jeffatdiotoxicitou. Jednoelektronova
redukce probiha zaipomnosti flavinovych enzyim[5].

Doxorubicinol a daunorubicinol vznikaji po dvoueisiové redukci C13
karbonylové skupiny postrannihtetzce, ktera je zprostdkovana cytosolickymi

i mikrosomalnimi reduktasami [34]Rada studii se snaZi identifikovat reduktasy
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zapojené v biotransformaci ANT a ziskat vice pozinat funkci a substratové speaifit
téchto reduktas. Redukce karbonylu endo- a xenobigtik/Seobech katalyzovana
¢leny dvou proteinovych nadrodin: AKR (aldo-ketorkthsy) a SDR
(dehydrogenasy/reduktasy s kratkynetzcem) [35,36]. V lidskych jatrech byly
identifikovany 3 cytosolické enzymy schopné katelyat u DAU redukci karbonylu:
aldehydreduktasa (ALR 1; AKR1Al; EC 1.1.1.2), dilpdioldehydrogenasa 2 (DD2;
AKR1C2; 2-HSD; EC 1.3.1.20) a karbonylreduktasa (CR; ECI111B4). ALR 1 a
DD2 pati do nadrodiny AKR enzyil) CR do SDR nadrodiny. Prott¢h enzymové
redukce ANT je nutnéaitomnost NADPH jako donoru elektrdanCR ma pH optimum
v rozmezi 6,3-6,5; pro DD2 leZzi pH optimum v rozinéz0-6,3 a optimélni pH pro
¢innost ALR 1 je 8,0-8,3. CR se od ALR 1 liSi ve gphosti redukovat aromatické
ketony a v jeji citlivosti uc¢i specifickym inhibitofim. Katalyticka dinnost DD2 pro
redukci DAU je nizSi nez katalytickdc¢ianost CR a ALR 1, DD2 je minoritni
reduktasou ANT [37]. Krom toho v ovaridlnich hikach ¢inského kecka byla
objevena vysoce exprimovana neznama AKR, kteralyzate redukci karbonylu
u DAU. Tato reduktasa vykazuje 70% sekd@nidentitu s aldosareduktasou (ALR 2;
AKR1B1; EC1.1.1.21) [38]. Ukézalo se, Ze i¢které mikrosomalni
hydroxysteroiddehydrogenasy (HSD) maji keoravé aktivity wici fyziologickym
steroidnim substréin schopnost katalyzovat redukci xenobiotik typu tesdnich
karbonylovych slotenin [39,40]. Mikrosomalni ANT-karbonyl redukce gjgt tak

i cytosolickd) je inducibilni, fispiva k cytosolické tvorh doxorubicinolu a
daunorubicinolu [41].

DAUNORUBICIN DAUNORUBICINOL
f. NADP 0 OH gu
+)
NADPH + H

Obrazek 22. Schéma redukce karbonylu v molekule daunorubiciiz].[ Obdobg

probih& i redukce karbonylu doxorubicinu.
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2.1.2.8 Enzymové indukce

Indukce biotransform@mich enzynd je adaptivni odpaosdi organismu na
piitomnost rkterych xenobiotik, kterou se snazi braniteg jejich akumulaci a
toxicitou [33]. Enzymovou indukci lze definovat mknafgst aktivity specifického
enzymu, kterd je ihledkem zvySeni expreserigiusného genu (tzv. transkid
mechanismus indukce), snizeni degradace proteinbo netabilizace mMRNA
(netranskrigni mechanismy indukce) [43,44]. Proces indukce tedg vzdy ukitou
dobu. Vzestup aktivity biotransforf@ho enzymu diky chemické indukci tge
odrazet divejsi, tedy nesatasnou, pitomnost induktoru. Velikost indukce zavisi na
davce (koncentraci) induktoru a trvani expozicelukéni (inek xenobiotika je velmi
druhow specificky [45-47]. Nkteré induktory zvySuji aktivitu pouze jediného wmu
(isoformy), W¥tSina vSak fisobi sodasné zvysSeni aktivitydkolika biotransforménich
enzymi eventuald i transportnich systéim Mechanismus indwkiho pisobeni je
u rekolika nejznamgjSich induktofi detailr® prozkouman, u jinych je zatim pouze
nazngen [48].

Rada studii se zabyva moznou indukci enzyradukujicich karbonylovou
skupinu antracykli, protoze doxorubicinol a daunorubicinol jsouvitro podstats
mére U¢inné v inhibici fistu nadorovych buk nez matiska I€iva [49-51]. Redukce
karbonylu je tedy vyznamnym biochemickym mechanismedetoxikaci ANT. Proto
zvySené hladiny enzyin redukujicich ANT-karbonyl iedstavuji dopikovy
mechanismus v rozvoji ziskané resistence nadorobwyckk vici ANT, které pro syj
farmakologicky @inek potebuji keto-skupinu. Bylo zji8ho, Ze pidavani postuphse
zvysujici subletalni koncentrace DO DAU do Zivného média lidskych bgk
karcinomu pankreatu (senzitivnich a rezistentnichi)l vede k indukci reduktas
ANT-karbonylu ve vSech subcelularnich frakcich. Bearacykliny navozené indukce
nebyla redukce v mikrosomalni frakcibec detekovatelna. Ze srovnani koncemia
zavislé enzymové indukce mezi liniemi senzitivnécrezistentnich buk vyplynulo, Ze
senzitivni buiky jsou az do koncentrace Qu@/ml ANT vnimawjSi vici ANT-indukci.
Vysvétlenim mize byt fakt, Ze rezistentni fiky vyuZivaji i jiné mechanismy
k eliminaci intracelularnich ANT (P-gp...), zatimsenzitivni biiky jsou zavislé na
inaktivaci prostednictvim redukce karbonylu. #iP koncentraci Jug/ml ANT uzZ
senzitivni buky vykazovaly morfologickeé alterace a sniZzenou tagohopnost, zatimco

v rezistentnich hikach dosahovala inaktivace ANT maxima [42,52].
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2.1.2.9 Enzymova inhibice

Inhibice metabolismu xenobiotik jinym xenobiotikemiZze probihat destrukci
jiz vytvoreného enzymu, inhibici syntézy enzyntu inaktivaci enzymu tvorbou
komplexu [53].

Specifickad inhibice redukce ANT na odpovidajici adkly by mohla byt
dvojndsoby prosgSna v piibéhu cytostatické Kby antracykliny. Jednak vede
k zachovani antineoplastické aktivity miateych I€iv a jednak chraniied rozvojem
kardiomyopatie zfisobené alkoholovymi metabolity [52]. Proto felda hledat vhodné
a bezpéné specifické inhibitory enzyfiiredukujicich ANT-karbonyl.

Kvercitrin (i jiné flavonoidy) specificky inhibuj&arbonylreduktasu, barbituraty
a fenytoin specificky inhibuji aldehydreduktasu B4]. Tyto specifické inhibitory se
vyuZivaji k uteni a identifikaci cytosolickych enzymodpowdnych za redukci
ANT-karbonylu. Slodeniny jako nitrazepam, chlorpromaziti reserpin vykazuji
inhibici systému aldo-keto reduktas tznych tkanich [55]. SikjSim inhibitorem
aldosareduktasy je ethyl 1-benzyl-3-hydroxy-2(5Kpoyrrol-4-karboxylat (EBPC)
[56]. Uginnymi inhibitory aktivity 1B-HSD se ukéazaly byt glycyrrhetinova kyselina a
jeji derivat karbenoxolon (viz 2.2.4.9 Ovl&mi aktivity 113-HSD 1).

2.1.2.10Rezistence na antracykliny

Hlavnim problémem chemoterapie malignich tuinge rozvoj rezistence
nadorovych bu¥k vici cytostatikim. Doposud byla objeverfada mechanistnziskané
rezistence na ANT a jina antineoplastika.

MDR je ¢asto disledkem zvySené exprese P-gp (P-glykoproteinu; ®-H-gp
je glykoprotein v plazmatické membganktery zprostdkovava ATP-dependentni
eflux nezmnéného I€iva z buky a tim ji chrani ped intracelularni akumulacidea
[57]. DalSi dva proteiny, kteréapobi také jako transmembranoveé (na energii zavisle)
pumpy, jsou MRP (multidrug resistance-associatestepr) a LRP (lung resistance
related protein) [58,59]. Kompetitivnim inhibitoref-gp a MRP aktivity a jejich
m-RNA exprese je verapamil [60]. Také flavonoid toetin silreé inhibuje P-gp
zprostedkovany eflux 1&v z buiky [61]. Podavani flavonoid béhem chemoterapie
antracykliny pedstavuje zfisob obejiti |€ékové rezistence jednak inhibici détage
ANT (redukce karbonylu) a jednak inhibici P-gp.

Rozvoj MDR miZze byt spojen se zZmami hladiny afi aktivity

topoisomerasy Il. Jinym moznym mechanismem podilejise na MDR je zvySeni
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hladin inaktiv&nich enzymi — 1.ill. faze biotransformace (UDP-glukuronosyl-
transferasy, glutathion-S-transferasy, glutathioopeasy, AKR, CR, cytosolickych
aldehyddehydrogenatidy 3) [62-69]. Konverze ANT na jejich 13-hydroxydety je
vyznamnym krokem v detoxikaci, protoZze maji o padmaensi cytotoxicky &inek nez
matdska |&€iva. ANT-karbonyl redukce je indukovatelnd samotnysubstratem,
zvySena redukce pragpodobré prispiva k rozvoji rezistence proti antracykim (viz
2.1.2.8 Enzymova indukce).

2.1.3 Oracin

2.1.3.1 Obecné vlastnosti a chemick& struktura

Oracin je nadginé potencialni cytostatické deo, které je pra¥ ve Il. fazi
klinického zkouSeni. Byl syntetizovan ve Vyzkumnéstavu pro farmacii a biochemii
v Praze. Chemicky je to 6-[2-(2-hydroxyethyl)amitigd]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-
-11H-indeno[1,2¢] isochinolin [70]. VyuZiva se ve forérhydrochloridu.
Sumarni vzorec oracin-hydrochloriduzgH;9CIN2O3

Molekulova hmotnost oracin-hydrochloridu: Mr 370,85

D e
O N\/\N/\/OH

|
0 H Obrazek 33.Chemicka struktura

oracinu.

)

2.1.3.2 Mechanismus &inku

Planarni struktura oracinu je typickd pro interkalaprotinadorova &va
(antracyklinova antibiotika - DOX, DAU; antracendio - mitoxantron). Struktugni
farmakologicky je pibuzny klinicky uZzivanému cytostatiku mitoxantro@ podobném
mechanismu &inku swdcéi i fakt, Ze byla objevena&ast&na zKiZzena rezistence
s mitoxantronem v pokusu s mySimi leukemickyminkami L1210 provedenénm
vitro.

Na antineoplastickéméinku oracinu se krominterkalace, ktera vede k inhibici
DNA a RNA syntézy a nasledrke sniZzeni obsahu protéirv naddorovych bikach

[71], podileji také &které dalSi mechanismy. Experimentéloyla zjiS€na inhibice
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topoisomerasy Il (EC 5.99.1.3), kter& byla izolewvarjader EAC butk (Ehrlich ascites
carcinoma). Topoisomerasa Il je molekularnim citanhy cytostatik. Stugeinhibice je
zavisly na dob expozice a koncentraci oracinyud oracin inhiboval topoisomerasu Il
piiblizné z 50%, 5-1pM ténei 100%) [72]. Studie s bwtinou linii Burkittova
lymfomu nas¥déuje tomu, Ze oracin gsobi jako inhibitor mitézy, prawgodobr
zadsahem do G2-faze httmého cyklu [73]. Navic oracin stimuluje aerobni tsebu
glukézy, v menSi nié i tvorbu laktatu v nadorovych tkach a indukuje apoptozu

(programovanou smrt lilgy) [71].

2.1.3.3 Potencialni indikace

Oracin (OR) vykazujeifmou cytotoxicitu proti Sirokému spektru nadorovyaech
leukemickych bugk in vitro ain vivo. Protinadorovy &inek oracinu byl studovan na
mySich a potkanech uzitim deseti madefiznych nadar. Oracin byl podavan
perorald a parenterath Jeho podavani prodlouZilo tpnérnou dobu peziti mysSi
s ascitickou formou sarkomu S37, se solidni form&hrlichova karcinomu,
Gardnerovym lymfosarkomem, leukémii L1210 a P38&jns tak i potkar
s Yoshidovym retikulosarkomem. \fipadt Gardnerova lymfosarkomuétina zvfat
piezila (s trvalou remisi a beze znamky nadorovéhlmmmerEni) uz po jedné peroralni
davce oracinuln vitro experimenty ukazaly ifmou cytotoxicitu oracinu Wi péti
zvirecim tumoém [71].

Hlavnimi prednostmi tohoto nového chemoterapeutika jsou majrersralniho
podavani, vySe zména kombinace tznych protinAdorovych mechanig@mabsence
kardiotoxicity [74] (ktera je zakladnim davku omgeim faktorem chemoterapie
antracykliny), negativni vysledky Amesova testu agénicity [75], velmi nizka
hepatotoxicita a vyhodna farmakokinetika (rychl&apce z GIT, rychla eliminace).
Oc¢ekava se vysSicinnost na hematologické malignity nez u ANT a acgraliorii (pro
hematologické malignity by &o byt ugednosiiovano intravendzni podavani oracinu).

2.1.3.4 Biotransformace oracinu

Biotransformace oracinu je intenziystudovana. Hlavnim metabolitem oracinu
je  1ll-dihydrooracin (DHO), ktery nema vlastni pnatlorovy dinek.
DHO je chemicky  6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]eio-11-hydroxy-5,6-dihydro-
11H-indeno[1,2¢€] isochinolin. Tento chirarni metabolit je #@m redukci pro-chirarni

C11 karbonylové skupiny v molekule oracinu.



25

Obrazek 44.Metabolicka konverze oracinu na (+)-DHO a (-)-DH&3].

Biotransformace oracinu byla sledovaimavitro a in vivo za vyuziti fiznych
Zivocisnych druli a lidské jaterni tk&h[76-79]. DHO je tvéen v mikrosomalni i
v cytosolické frakci ve vSech druhovych studii. r8tspecificita redukce se
u jednotlivych ziv@isnych druli vyzname liSi. Tvorba pravotéivého enantiomeru
(+)-DHO prevazuje u mysi, potkana, psa a mini-prasete, zatimwotaivy enantiomer
(-)-DHO je pednost tvoren u mokete a kralika. Stereospecificita je navic owiva
pohlavim laboratornich ztt [80]. U ¢loveéka je tvdeno zhruba stejné mnoZstvi obou
enantiomel [79]. Enzymova stereospecificita je definovanaojachopnost enzyin
preferené tvorit pouze jeden stereocisomer ) [81].

Na zaklad indukénich a inhibénich studii s celou mikrosomalni frakci bylo
zjisteno, Ze redukce OR-karbonylu v jatredtzmych laboratornich zkdt acloveéka se
Gcastni na mikrosomalni urovni f-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (iHSD 1)
[82-84]. 1B-HSD 1 se zda byt multifugkim enzymem, ktery se (kr@msvé
fyziologické role v reverzibilni oxidoredukci glukortikoidi) uplatiuje i v katalyze
redukce nesteroidnich karbonylovych <lenin, (&astni se detoxikacerady
xenobiotickych aldehyi a ketori [39,40]. Konverze oracinu na DHO &$gténou
118-HSD 1 je ve srovnani s celou mikrosomalni frakEreospecifitéjSi, protoze

redukci vyistenou 1B-HSD 1 vznikd vysSi podil jednoho sterecisomeruniybi se
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poner (+)-DHO/(-)-DHO lisil pi redukci oracinu izolovanou BIHSD 1 (93:7)
v porovnani s celou mikrosomalni frakci (70:30)][AT ¢lovéka byl grednost tvoren
enantiomer (-)-DHO v rozdilném pa&m (+)-DHO/(-)-DHO @i redukci izolovanou
118-HSD 1 (24:76) a mikrosomy (40:60) [84]. &hto vyznamnych rozdil ve
stereospecificit Ize usuzovat, Ze v mikrosomech existujeasinimalre jeden dalsi
enzym podilejici se na konverzi oracinu na DHOasténd je vznik DHO
v mikrosomech zprostdkovan cytochromem P4501A. V cytosolu byla jakavhi
enzym redukujici oracin identifikovana karbonylrkthsa [82]. K redukci je zap@tbi
NADPH jako donoru elektran DHO byl detekovan v mi i v trusu laboratornich
zvitat.

V mikrosomech je oracin konvertovan krérdHO také na 3-hydroxyoracin.

Vneseni hydroxylové skupiny do molekuly oracinuakgtuje cytochrom P4501A [85].

2.2 REDUKCE KARBONYLOVE SKUPINY

2.2.1 Obecna charakteristika reduktas karbonylu

Lidé a zvfata jsou vystaveni Sirokému spektru potengialtoxickych
karbonylovych slotenin (aldehyd, ketori a chinori) endogennihaii exogenniho
puvodu. Tyto slodeniny maji schopnost tvid Schiffovy base s proteiny, reagovat
s thiolovymi skupinami buftnych makromolekul nebo mohou byt mutagenni. Kfom
toho chinony mohou podstupovat tzv. redoxni cyKliekj a vytvaet tak reaktivni
kyslikové radikaly vedouci k oxidaimu stresu butk [86]. Buika potebuje ochranu
pied karbonylovymi sloteninami kvili jejich reaktivite.

Redukce karbonylové skupiny na odpovidajici alkphpiedstavuje &ny
zpasob zvySeni polarity molekukimz je podpeéena jejich eliminace. Navic tyto
tvorené hydroxyderivaty mohou byt néaslédnkonjugovany enzymy Il faze
biotransformace, coz vede k dalSimu usiadifejich exkrece. Redukce karbonylu je
tedy dilezitym krokem v biotransformaci vedouci k eliminaendogennich a
exogennich aldehyid ketoni a chinori [39].

AKR1Al1l; E.C.1.1.1.2)), aldosoreduktasa (ALR2; AKR,; E.C.1.1.1.21),
karbonylreduktasa (CR, E.C.1.1.1.184) &které dihydrodioldehydrogenasy (DD,
AKR1C) a hydroxysteroiddehydrogenasy (HSD).
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AZ na vyjimky jsou enzymy zodpéuné za redukci karbonylu vysoce
exprimovany v jatrech. Jsatleny dvou proteinovych nadrodin AKR ¢i SDR [39].
Ackoliv AKR a SDR nejsou homologni a maji zcela aubi§ trojroznérnou strukturu,

katalytické mechanismy¢hto dvou nadrodin jsou analogické [87].

Tabulka 55. Zatazeni reduktas karbonylu do proteinovych nadrodiR/A SDR.

Nadrodina | Enzym

aldehydreduktasy
aldosoreduktasy
AKR _ _
dihydrodioldehydrogenasy

hydroxysteroiddehydrogenasy (8a88a-HSD, 2@-HSD)

karbonylreduktasy
hydroxysteroiddehydrogenasy (sat13-HSD, 1 B-HSD, 3/203-HSD)

SDR

2.2.2 Aldo-ketoreduktasy

Aldo-ketoreduktasy (AKR) reprezentuji rostouci mdi oxidoreduktas.
Nachazeji se u obratlofrcbezobratlych, rostlin, protozoi, hub a bakteriz dokazuje,
Ze se jedna o prastarou nadrodinu enky@ienové nadrodiny AKR jsou monomerni
proteiny o délce ffiblizn¢ 320 aminokyselin. Vazi NAD(P)(H) &astni se metabolismu
Sirokého spektra substéat— alifatickych aldehy@, monosacharitl steroidi,
prostaglandifi a xenobiotik [35].

Sirok&4 substratova specifita éztije gesné pojmenovaniéthto proteir.
Napiklad enzym nyni ozravany jako AKR1C3 je znam téz jako lidska jaterni
30-HSD typu I (E.C.1.1.1.213), PBHSD typu V (E.C.1.1.1.62),
dihydrodioldehydrogenasa typu X (E.C.1.3.1.20) aosfaglandin F-syntasa
(E.C. 1.1.1.188). Diky mnokietnosti nazut pro jednotlivécleny AKR navrhli Jez a
Penning [35] rozgovatelny nomenklaturni systém pro jednotlivé enzypafici do
nadrodiny AKR. Nomenklaturni systém je zaloZenyidentitt sekvence aminokyselin.
Na hladirg 40% aminokyselinové identity byla nadrodina AKRdenéna do dvanacti
rodin zn&enych arabskymgtislicemi. Na hladita 60% aminokyselinové identity se

rozliSuji jednotlivé podrodiny, které se ozog velkymi pismeny [35].
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Nap. rodina AKR1 ma ¢ podrodin:

« AKR1A saxi aldehydreduktasy

« AKR1B aldosoreduktasy

« AKR1C hydroxysteroiddehydrogenasy
« AKR1D A*3-ketosteroid-p-reduktasy

« AKR1E rostlinné aldehydreduktasy [88].

AKR zahrnuji aldehydreduktasy, aldosoreduktasyydifibdioldehydrogenasy a
n¢které hydroxysteroiddehydrogenasye$toze karbonylreduktasy jsou dle struktury
fazeny do nadrodiny SDR, diky jejich fyzik&lohemickym vlastnostem a spektru
substral je Jez se spolupracovniky ve své nomenktatnazyva rodinou AKR3.
V souwasné dob pocet charakterizovanych AKR dadpke 105 proteiim. Pomoci
molekuldrniho klonovani a projekt genomovych sekvenci bylo identifikovano
125 potencialnich génAKR, mnoho z nich vSak bez jasné funkce [89].

2.2.3 Karbonylreduktasy

V nadvaznosti na Felsteda a Bachura [90] uvadi Te$#d], Ze
karbonylreduktasami jsou souhgnmazyvanyaldehydreduktasy a ketoreduktasy.
Tyto enzymy tvei skupinu kolektivdk znamou jako karbonylreduktasa (CR;
EC 1.1.1.184; sekundarni alkohol:NAD&xidoreduktasa).

Karbonylreduktasy byly detekovany a ziskanyiznych ZivaiSnych tkani pod
raiznymi ozngenimi. U ¢lovéka se nachazeji ubikviénve vSech tkanich, nejvyssi
aktivitu vykazuji v jatrech, mozku a ledvindch, imato u potkana je jejich aktivita
nejvyssi v gonadach, figdatnych organech a adrenalnich Zzlazach. Subceiular
lokalizace aldehydreduktas i ketoreduktas je pnaytosolicka, ale existuji i vyjimky
mitochondrialni. Jejich molekulova hmotnost se fmlg v rozmezi 29 000 - 44 000
v nativni i denaturované foRncoz ukazuje na monomerni strukturu enétym

Aldehydreduktasy katalyzuji NADP(H)-dependentniulete Sirokého spektra
aldehydi na gislusné alkoholy. K jejich fyziologickym rolim nale metabolismus
aldehydickych neurotransmitgrdetoxikace reaktivnich aldehydickych intermeiiat
osmoregulace.

Ketoreduktasy jsou jen malo charakterizovany. Regdukromatické ketony

mnohem vice nez alifatické ketony, ale vhodnymissidtty jsou také aldehydy [89].
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2.2.4 Hydroxysteroiddehydrogenasy

2.2.4.1 Obecna charakteristika

Enzymy jako karbonylreduktasa, aldehydreduktasadosaireduktasa a
dihydrodioldehydrogenasy fgm¢ nejsou v organismu tveny jen proto, aby
katalyzovaly redukci karbonylu farmakologicky a italogicky vyznamnych
slowenin, ale dastni se i metabolismu fyziologicky nepostradateiniatek — steroiil
prostaglandifi a biogennich amin To stejné plati i o hydroxysteroiddehydrogenasach
(HSD), které paf mezi zastupce obou proteinovych nadrodin. Tytaripbtentni
hydroxysteroiddehydrogenasy jsou na jedné stkeysoce specifické pro fyziologické
steroidni substraty, u nichz atakuji jertité funkéni skupiny, na druhé stranvSak
katalyzuji redukci karbonylu Siroké Skaly nestervath substrdit [39].

Tabulka 66. Hydroxysteroiddehydrogenasy z AKR a SDR nadrodirgpojené
v redukci nesteroidnich karbonylovych stenin [39].

Nadrodina Enzym Zdroj

3a-HSD savi

AKR 200-HSD Tetrahymena pyriformis
200-HSD savi
30-HSD Comamonas testosteroni
118-HSD savi

SDR 17B-HSD savi
30/203-HSD Streptomyces hydrogenans
30/20B-HSD savi

Hydroxysteroiddehydrogenasy jsou NAD(P)(H)-depetwlieroxidoreduktasy,
které zprostdkovavaji pemenu sekundéarnich alkohioha ketony na steroidnim jéda
postrannimietzci. Tyto enzymy prawbodobré hraji zakladni dlohu v regulaci
pusobeni steroidnich hormén HSD jsou lokalizovany jak v mikrosomech, tak
v cytosolu. Zatimco n&p30-HSD a 1B-HSD jsou enzymy mikrosomalni i cytosolické,
118-HSD a 2@-HSD jsou pouze mikrosomalni [39].
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Zejména v posledni délzaznamenaly vistajici pozornostddecké spolénosti
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (113-HSD; EC 1.1.1.146). Tyto enzymy jsou
Siroce distribuovany v tkanich a maji spoustu (Pgtoologickych funkci. Jejich
enzymova aktivita hraje Klovou roli v metabolismu fyziologickych glukokortikdih
(11B-oxidoredukce kortisolu/kortisonu a kortikosteraeltydrokortikosteronu) [92].
Vzajemna interkonverze inaktivnich  glukokortikbid v aktivni  pedstavuje
pre-receptorovy regutai mechanismus gsobeni glukokortikoidnich hormén[93].
Doposud byly popsany dwizné isoformy, 1g-HSD 1 a 1B-HSD 2, které se odliSuji
svymi biologickymi vlastnostmi, tkéovou distribuci, kofaktorovou zavislosti a
oxidoredukni rovnovahou [94,95]. V roce 1993 bylo objevern® 143-HSD typu 1 ma
schopnost katalyzovat také redukci karbonylu negtafch xenobiotik (aldehyd
ketoni, chinoni) [39,40,96].

2.2.4.2 Struktura 11g-HSD

118-HSD typu 1 a 2 spojuji spaleé strukturni motivy, které je faruji do
proteinové nadrodiny SDR [97]. Charakteristika i@rd struktury 1B-HSD mize byt
odvozena ze struktury blizcéilpuzné 8,203-HSD (zeStreptomyces hydrogenans
Tropinon reduktasy 1 (Datura stramoniurjy které pati také do SRD nadrodiny.
30,208-HSD byla prvnim SDR enzymem, jehoz struktura bgtgasena [98]. Na
zaklad tohoto srovnani lze usuzovat, Zed1SD ma jednodoménovou strukturu. Je to
glykosylovany enzym s monomerni molekulovou hmatind4 kDa, ta se fiZe nenit
v zavislosti na stupni glykosylace [99]. Pro vSechileny SDR nadrodiny jsou typické
n¢které obecné strukturni rysyigstoze shoda aminokyselinové sekvence je jen nizka
(15-30%) [100]. Jednim 2Z¢hto znak je oblast se #dajicimi se Useky-helixu a
B-struktury (tzv. Rossmaiin zahyb), dale katalyticky aktivni triada aminokiyise
sestavajici ze Ser, Tyr a Lys zhytk N-terminalni kosubstrat-vazajici misto se shadno
sekvenci bohatou na glycin (Gly-X-X-X-Gly-X-Gly) 79. Navzdory tomu, Ze jsou
118-HSD typu 1 a Zleny stejné proteinové nadrodiny a Ze maiji stejokakortikoidni
substrat (kortisol), vykazuji pouze 14% shodu ravaraminokyselin [101].

Kvartérni struktura 13-HSD dosud nebyla p# objasgna. Nekteré studie
predpokladaji, Zze 1BHSD 1 je aktivni jako dimer, jehoZ jednotlivé maomerni
podjednotky (stejné polypeptidovieizce) vykazuji kooperaciip 11-oxidoredukci
glukokortikoidi ¢i redukci karbonylovych slaienin. Molekulova hmotnost aktivni

lidské 1B-HSD je 67,4 kDa, coz podporuje hypotézu o dimpovaze enzymu [102].
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2.2.4.3 Intracelularni lokalizace 11$-HSD

Jednim z nejcharakterigtéjSich rysi karbonyl redukujicich enzyimje jejich
intracelularni distribuce v cytosolu. Existuji aleeduktasy mikrosomalni, jako nap
118-HSD. Ta je lokalizovana v membraendoplazmatického retikula (ER). Zde plni
113-HSD 1 dileZitou roli v protekci intracelularnich membranie@ toxickymi
karbonylovymi slodeninami, zj. chinony [92]. BtHSD 1 je v membraER ukotvena
svou N-terminalni hydrofobni doménou tak, Ze aktinristo vystupuje do lumen ER
[103], zatimco 1f-HSD 2 je orientovana na cytoplazmatickou stranu re&nbrany
[104].

NH 2

CYTOSOL

Obrazek 55.
Ukotveni 1B-HSD 1 v membrahER.

2.2.4.4 Tkanova distribuce 13-HSD

Distribuce obou typ 113-HSD souvisi s jejich funkci v tkanich. @-HSD 2 se
nachazi pedevsim v cilovych tk&nichtpobeni mineralokortikoid (nag. ledviny,
tracnik, slinné a potni Zlazy, srdce, hipokampus), kieani mineralokortikoidni
receptory ped nadbytkem glukokortikotdprostednictvim jejich inaktivace [105,106].
Byla nalezena také v placeéntkde misobi protektivé na vyvoj plodu, ochrauje ho
pied Einky matéskych glukokortikoid [107]. 113-HSD typu 1 je roz$éna ubikvitr
ve vSech tkanich. Jeji enzymové aktivita je z¢lailezita v jatrech, tukové tkani a
v mozku, kde udrzuje vysoké intracelularni hladiykokortikoidi. NejvysSi exprese a
aktivity dosahuje 13-HSD 1 v jatrech [108].
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2.2.4.5 Funk¢ni charakteristika 118-HSD

Jak uz bylo zmiéno, 1B-HSD hraje dlezitou fyziologickou roli v udrzovani
glukokortikoidni homeostazy v organismu. Katalyzujgzdjemnou interkonverzi
aktivnich glukokortikoid (kortisol, kortikosteron) a jejich neaktivnich bkederivat
(kortison, 11-dehydrokortikosteron) [108]. Na téteakci se podileji dv isoformy
118-HSD ozn&ované jako 18-HSD typu 1 a 2.

113-HSD 1 je nizkoafinitni NADP(H)-dependentni dehygkoasa/reduktasa
s Km (Michaelisova konstanta) lezici v mikromolarnimzmezi. Enzymova reakce
katalyzovana 13-HSD 1 probihain vitro obousmrné, zatimco in vivo pasobi
113-HSD 1 pevazr jako reduktasa, ktera reaktivuje inertni 11-oxoddy
glukokortikoidi jejich premenou na 1B-hydroxyformy.

118-HSD 2 je vysokoafinitni NAD-dependentni dehydrogenasa .$ Kro
kortisol v nanomolarnim rozmezi. Reakce probihangsderné, 113-HSD 2 pisobi
vyhradré jako dehydrogenasa. Jeji enzymova aktivita vettaktivaci fyziologickych
glukokortikoidi [92].

Ok isoformy 1B-HSD se vyznamnou &nou (Eastni komplexni, tk#ove
specifické regulacefggobeni glukokortikoid. Rovnovaha mezi aktivitami $1HSD 1 a
118-HSD 2 ovliviiuje pongr kortisol/kortison. Vzroste-li viksledku dlouhodobého
naruseni této rovnovahy hladina kortisolujz@ to vést k rozvoji obezity, hypertenze,

inzulinové rezistence, diabetes mellitus Il a knoelegenerativnim porucham [108].

2.2.4.6 11p-Hydroxysteroiddehydrogenasa 2

Steroidy jsou vysoce lipofilni sléeniny, vstupuji do buik a vazi se na
intracelularni receptory, coz vede k ovkwim burééné transkripce. RozliSuji se dva
hlavni typy kortikosteroidnich receptor mineralokortikoidni (MR) a glukokortikoidni
receptory (GR) [109]in vitro a v rekterych tkanich in vivo (nag. srdce a hipokampus)
se vazi kortikosteron, kortisol a aldosteron na 8&=stejnou afinitou, zatimco v jinych
tkanichin vivo (nag. ledviny, slinné a potni Zlazy, tmaik) se na struktugnidentické
MR vaZze selektivé aldosteron. V roce 1988 bylo zjigb, Ze specificita ledvinnych
MR pro aldosteron neni dana samotnym receptoreenpiaobenim 1f-HSD (dnes
znamo, Ze typu 2) [105,106]. A-HSD 2 v cilovych tkanichdinku mineralokortikoid
rychle inaktivuje kortisol/kortikosteron na inertiil-oxoderivaty, které se nemohou
vazat na MR. Aldosteron jergd jeji aktivitou chragn svym poloacetalovym astkem

v molekule.
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Hlavnim mistem konverze kortisolu na kortison jsedviny. Defekt v genu pro
118-HSD 2 zmisobuje, Ze nedochazi k oxidaci kortisolu na korntjsmrtisol se hromadi
a stimuluje renalni MR. @sledkem je retence sodiku a vody a hypokalémieyijicze
hypertenze. Tato pa¥fmé vzacna porucha je ozfavana jako AME (Apparent
Mineralocorticoid Excess), ipdstavuje ufitou formu pseudohyperaldosteronismu
[110]. Stejny efekt maji i inhibitory BEHSD 2 (Iékdice a jeji derivaty), které vedou
k obsazeni renalnich MR endogennimi glukokortikpidgoZz se projevi take
»-mineralokortikoidnim nadbytkem® a hypertenzi [111]

118-HSD 2 je v péibéhu €hotenstvi vysoce exprimovana v placeat viad
fetalnich tkani. Neni vSak zcela jasné, jakou zbé funkci. Pravdpodobr je jeji
acinek kEhem vyvoje ploducaso¢ a tkaové specificky, omezuje vystaveni tkani

potencionald Skodlivému dinku glukokortikoidh matéského i fetalniho jvodu [112].

2.2.4.7 11p-Hydroxysteroiddehydrogenasa 1

Zatimco biologicka funkce BtHSD 2 je v cilovych tkanichdinku aldosteronu
ponerné dokfe znama, role Siroce distribuovanépdiSD 1 je objastna mes.
V jatrech, tukové tkani a mozkuugobi 1B-HSD 1 preferetné jako reduktasa.
Regeneruje aktivni glukokortikoidy, amplifikuje i) &inek v danych bikdch a
udrzuje tak zakladni metabolické funkce shbm denniho minima glukokortikoidni
sekrece. Zarovese jeji enzymova aktivita uptatje pi adaptivni odpogdi na stres
[108,113].

113-HSD 1 hraje dlezitou roli v I. fazi biotransformace farmakolokyc
dulezitych karbonylovych slaienin. Chrani organismusigm toxickymi aldehydy a
ketony katalyzou jejich konverze na ndipofilni a ve vod rozpustwjSi metabolity,
které jsou snadiji konjugovany a eliminovany. &tSina karbonylovych slaenin se
vyzn&uje lipofilitou a Ize tudiz pedpokladat jejich distribuci v membranach bohatych
na lipidy. Proto niZze mit mikrosomalni BHSD 1 spiSe neZ cytoplazmatické

reduktasy vyznamnou ulohtfi pedukci €chto latek [92].

2.2.4.8 Exogenni substraty 1B-HSD 1
Z chemickych struktur exogennich substriepatélni 18-HSD 1 je patrné, Ze
karbonyl je vzdy v blizkosti aromatického systéniato strukturni konfigurace se zda

byt nezbytna proijstup k aktivnimu mistu enzymu [92].
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Obrazek 66.Nesteroidni substraty jaterniftHSD 1 [92].

Metyrapon (2-methyl-1,2-di-3-pyridyl-1-propanon) gatmezi nejvyznanéjsi
inhibitory CYP450-dependentni steroidhydroxylasy1#B-hydroxylaniho systému
gluko- a mineralokortikoid v kife nadledvinek savc Sam metyrapon je primarn
metabolizovan redukci své karbonylové skupiny ndréwyderivat metyrapol. Bylo
zjisttno, Ze na této redukci se krémcytosolické karbonylreduktasy podili i
mikrosomalni 1B-HSD 1. Studium Kkinetiky redukce karbonylu s mepymaem a
dalSimi modelovymi substraty (4-nitroacetofenon,befizaldehyd) odhalilo, Ze
glukokortikoidy a xenobiotika s karbonylem se vaaistejné katalyticky aktivni misto
118-HSD 1 [40].

Pt vyvoji novych insekticid se hledaji takové latky, které oviiwji pro hmyz¢i
bezobratlé specificky hormondlni systém, aby seziynenozné vedlejsi &inky téchto
latek na obratlovce. Jednim ze specifickych hmyziolmoni je 20-hydroxyekdyson
(dalezity pro reprodukci, embryogenezi a metamorfozmyiu), ktery vznika
20-hydroxylaci ekdysonu. Tuto reakci zprestkovava CYP450-dependentni
monooxygenasovy systém, kde v aktivaci ekdysonu jehraistedni roli

ekdyson-20-monooxygenasa (E-20-M). Metyraponinjevitro Ginnym inhibitorem
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E-20-M, alein vivo je jeho @&inek nevyznamny. Byly syntetizovanykieré azolové
analogy metyraponu, které jsou pro hmyz toxickétgare inhibici E-20-M naruSuji
aktivaci ekdysonu [114]. Tyto analogy jsou v lidskéorganismu metabolizovany
(stejre jako metyrapon) redukci karbonylu katalyzovanof-HED 1 v mikrosomech a
karbonylreduktasou v cytosolu jaternich BkinvVysledné hydroxymetabolity jsou m&n
toxické nez jejich matské slodeniny, proto redukce karbonyluqustavuje dlezity
krok v detoxikaci &hto biologicky aktivnich insekticid u lidi i ostatnich savc
118-HSD 1 tedy zajifuje selektivitu toxického dinku insekticidi vaci hmyzu a
bezpeénost jejich pouziti pro lidi a jiné savce [115].

NejvyznamijSim karcinogenem obsaZzenym v cigaretovémiikfeunitrosamin
NNK [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon] vgsokou specificitou &i
plicni tkani [116]. Genotoxicita NNK zavisi na pém mezi jeho metabolickou aktivaci
CYP450 enzymy a jeho detoxikaci, kterd se ubirdouesedukce karbonylu a vede
k NNK alkoholu [4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-butanol], ktery je néasledn
konjugovan s kyselinou glukuronovou. Enzym odfmbw za redukci karbonylu NNK
byl hledan od roku 1980 [117] a nakonec byla jak@rasomalni enzym katalyzujici
tuto reakci identifikovana pr&v13-HSD 1 [118]. Na zakladtohoto zjiSéni Izeftici, Ze
118-HSD 1 (spolén¢ s glukuronosyltransferasou) ma \itych tkanich vliv na
karcinogenni potenci NNK.

Chinony jsou v fFirock velice rozSieny, v hojném mnozstvi jsou obsazeny
v rostlinach, houbach a bakteriicBlovék chinony gijima s potravou, je vystaven
pasobeni chinof z ovzdus$i (kde jsouifitomny jako polutanty), chinony v8ak mohou
vznikat i kEhem oxid@niho metabolismu endogennich aromatickych prekirzor
(katecholamin, estrogefi...). Takéiada klinicky vyznamnych protinadorovychciké
obsahuje ve své strukw chinonové jadro (n@p antracykliny). V mechanismu
cytotoxického dinku chinorii hraje roli redoxni cyklicky ¢ a oxid&ni stres biiky:
chinon podstupuje jednoelektronovou redukci a kanye se tak na semichinon, ktery
redukuje kyslik na superoxidovy radikal a sam dgenpnuje z@t na chinon.
Alternativie miaze byt chinon redukovanignosem dvou elektrdn ¢imz vznika
hydrochinon. Ten riize podstoupit autooxidaci nebo je fitpmnosti konjugénich
enzymi rychle konvertovan na glukuronid§i sulfatové konjugaty, coz brani jeho
reoxidaci na chinon. Z toho plyne, Zze enzymy katajigi dvouelektronovou redukci
chinonmi na hydrochinony mohou chréanit iiku pfed oxid&nim stresem tim, Ze

kompetuji s cestou jednoelektronové redukce [1Z8]detoxikaci chinoin v cytosolu
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jsou odpo¥dné NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa a karbonylreds&td120,121].
Mikrosomalni 1B-HSD 1 je také schopna katalyzovat dvouelektronovedukci

chinoni, coz bylo prokdzano pouzitim menadionu (2-methghiaftochinon) jako
substratu [96]. Z kinetickych paramietredukce fyziologickych glukokortikoidnich
substrai a redukce menadionu bylo z{igb, Ze vnitni clearance (Ma/Km) menadionu
byla 75x vySSi nez u 11-dehydrokortikosteronu [1Z2fid&ni stres vyvolany chinony
muze veést Kk lipoperoxidaci a tim k poskozeni fosfiolgvé membrany. IBtHSD 1 je

ukotvena v mikrosomalni membggra proto nejspiSe plniatkzit¢jSi funkci v ochras

proti lipoperoxidaci a naslednému poSkozeni mempranez cytosolicka
NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa a karbonylreduktaSavic je UDP-glukuronosyl-
transferasa (konjugai enzym dlezity v detoxikaci chinof) lokalizovana
v endoplazmatickém  retikulu, coz naZog  spolupraci 13-HSD1 a

UDP-glukuronosyltransferasyipletoxikaci chinoi [92].

Jak uz bylo zmitno dive, hepatalni 13HSD 1 se podili i na detoxikaci
protinadorovych latekdoxorubicinu, daunorubicinu a oracinu. Jejich redukci
vznikaji pislusné alkoholy (doxorubicinol, daunorubicinol,-dibhydrooracin), které
jsou lépe rozpustné ve v&d snadgji konjugovany a nasle@n eliminovany
z organismu. Hydroxyderivaty maji nizSi nebo Zadryotoxicky potencial oproti
matdskym I&ivam. Z toho Ize usuzovat, Ze je-lif-HSD 1 (i dalSi enzymy I. a Il. faze
biotransformace Iév) indukovana, a tak zvySena jeji enzymova aldivirychli se
inaktivace podavanych cytostatik, coz séZm uplatnit v rozvoji ziskané rezistence
k ttmto I&ivam. Existuji také hypotézy, kterérgupokladaji roli doxorubicinolu a
daunorubicinolu v rozvoji kardiomyopatigipécbé ANT. Inhibice redukce karbonylu
téchto cytostatik proto f¥e byt dvojnasobh prosgsna hem chemoterapie -
poskytuje ochranu antineoplastickéhonku matéskych |€iv a zarové ochranu ped

kardiomyopatii zpsobenou alkoholovymi metabolity antracykiin

2.2.4.9 Ovlivnéni aktivity 11p-HSD 1

Detoxikani aktivitu jaterni 1p-HSD 1 miZe ovliviiovatiada faktol. Mezi tyto
faktory pati individualni rozdily v expresi enzymu, které jsalény genetickym
polymorfismemc¢i vnéjSimi podminkami, patofyziologické zmy v enzymové aktivit

a interakce s end@ exogennimi substra@i inhibitory 113-HSD.
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Hepatalni 1B-HSD 1 podléha multifaktorialni regulaci. Kortisola
dexamethason zvySuji expresipiISD 1, zatimcoirstovy hormon, insulin, thyroidni
hormony a estrogeny jeji expresi omezuji [92].

Ukazalo se, Ze dktera eobiotika a xenobiotika inhibuji enzymovoutiaiu
118-HSD 1in vivo a in vitro. Tuto vlastnost maji Zztiové kyseliny, progestageny a
hydroxyprogesterony, glycyrrhetinova kyselina (mavobsahova latka I|€kioe),
karbenoxolon (hemisukcinat glycyrrhetinové kyseljinynaringenin (bioflavonoid
grapefruitu), dexamethason, furosemid a ethandl Byo take zjis¢éno, ze 18-HSD 1
je indukovatelna &kterymi svymi substraty. Jak uz bylo uvedenidve, schopnost
indukce 1B-HSD 1 byla nalezena u daunorubicinu, jehdi#opnost (ve varstajici
subletalni koncentraci) v Zivném meédiu Bkirkarcinomu pankreatu vedla ke zvySeni
redukce jeho karbonylu ve vSech subcelularnichcicik Bez pidavani DAU do média
nebyl v mikrosomech daunorubicinol detekovatelnpd@vani DAU do média vedlo
k silné, koncentren¢ zavislé indukci redutnich enzymd (i 118-HSD 1). Redukce
DAU-karbonylu byla po této indukci objevena i v makomalni frakci, kde byl zji&h

vysoky naiist vytvareného daunorubicinolu [52].
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3 CIiL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit wicytostatik doxorubicinu,
daunorubicinu a oracinu na mikrosomalni reduktastbdnylovych sloéenin 1B-HSD
typu 1. Pro posouzeni efektu uvedenych cytostafié tieba:

 stanovit aktivitu 18-HSD 1 v mikrosomalni frakci hepatoéytaboratornich potkan

kontrolnich i ovlivienych vybranymi cytostatiky,

» izolovat RNA z kontrolnich a ovlivimych hepatocyt a kvantifikovat m-RNA pro
118-HSD 1.
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4 EXPERIMENTALNi CAST

4.1 UZITY MATERIAL

4.1.1 Biologicky material

K provadni pokust in vitro byla primarni kultura hepatodyt sama

laboratornich potkan(Rattus norvegicus varietas alba)

4.1.2 Pomicky a pristroje

* Pomicky:

kadinky, Erlenmayerovy a oditné baiky, odmeérné vélce, sklefné pipety,
sklertna miska, Bichnerova nalevka, pinzeta, nylonové sitko, odsavaidy, hadcky,
nadoba na led, centrifuga kyvety, stojanek na kyvety,tBkerova konirka, Petriho
misky, Spachtle, mikrozkumavky, automatické pipetyltikanédlové pipety, pipetovaci
Spicky, mikrotitratni desttka, stopky, kyvety pro spektrofotometrické standyen

inserty, rukavice, vazenka, navazovaci kopist, adéd bunéina - étverecky

 Pristroje a z#Hzent
laboratorni magneticka miakia - IKA Color Squid Hyrtel HTR 8068

vodni lazé - Memmert

ultrazvukova laz - Bandelin Sonorex

analytické vahy - Scaltec SBC 22

digitalni pH-metr - Jenway LTD 3020

trepaka - IKA MS2 Minishaker

centrifuga Eppendorf 5810R

centrifuga Eppendorf 5415D

centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

ultracentrifuga Sorvall OTD Combi - rotor TST 60.4
ultrazvukovy homogenizéator - Sonopuls Bandelin HD @
freezer Heraeus - HeraFreeze

¢tecka absorbance - Biorad Microplate Reader 550
UV-VIS spektrofotometr - Unicam Helias

laminarni box - BioAir AURA 2000 M.A.C.
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mikroskop - Nikon Eclipse TS 100

CO; inkubator - HeraCell

inkubator - Eppendorf Thermomixer Comfort
koncentrator - Eppendorf Concentrator 5301
kapalinovy chromatograf - Agilent 1100 Series
PCR cykler - LightCycler ROCHE

4.1.3 Chemikalie

doxorubicin - Adriblastina® inj., Pharmacia & Upjoh
daunorubicin - Daunoblastina® inj., Pharmacia & &hj
oracin - VUFB Praha

EGTA - SigmaCR

albumin - Sigma{R

kolagenasa - Sevapharma &R,

pneumoxid v tlakové lahvi

trypanova motl- Sigma,CR

WILLIAMS E - Sigma,CR

HAM F12 - Sigma(R

MTT - Sigma,CR

metyrapon - AldrichCR

4-pyridinkarboxaldehyd - AldrictCR

NADPH - SigmaCR

set pro stanoveni bilkovin s BCA - Signé:R
acetonitril pro kapalinovou chromatografii - Signad
hexansulfonan sodny - SigmaR

amoniak 25% - Lachem&R

octan ethylnaty

glycerol 85% - Lachem&,R

ethanol 70%

B-merkaptoethanol - Sigm&R

RNeasy® Mini Kit - Qiagen, Bmecko

QuantiTect Probe PCR® Kit - Qiagen¢mecko
b&zné chemikaligistoty p.a. - Penta)R
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4.2 METODIKA PRACE

4.2.1 lzolace hepatocyid z jater potkana

Pro provedeni experimentun vitro bylo poteba nejprve ziskat hepatocyty
Z jater zdravych samiclaboratornich potkan lzolace hepatocit byla provedena
metodou modifikované dvoustiipvé kolagenasové perfuse, ktera byla zavedena na
katede biochemickych & FaF UK. lIzolované jaterni bly, které jsou uchyceny
v monovrst¢ ke dnu Petriho misek potazenych kolagenem a inkéuy v Zivném
meédiu, disponuji neporuSenou intracelularni stmddu a kompletni enzymovou
vybavou. Mohou tedy byt vyuZity pro biotransfoméastudie xenobiotik a pro detekci
indukcedi inhibice enzynd.

Vybér zivného média vyznansnovliviiuje piibéh celého pokusu. iné typy
burek vyzaduji specifické astové podminky, které se zji§i experimentala
Z&kladnimi sloZzkami média jsou anorganické solirfuf osmotickou rovnovéhu,
reguluji membranovy potencial, slouzi jako kofaktoenzymi), sacharidy (zdroj
energie), vitaminy (prekurzory kofakfgr dilezité pro buwcny rast a proliferaci),
stopoveé prvky, v médiu bez séra jsou nutné proteirpeptidy a mastné kyseliny. Do
média je moznoifdat sérum (nap 5% FBS, které napomaha adhezi Zivych hepatocyt
ke kolagenovému dnu Petriho misek), dale antibéotik fungicidni latky, Ppadre
hormony [123]. Pro kultivaci potkanich hepatacyg pouzivano médium ISOM sloZzené
ze dvou komeme dostupnych roztak[124].

Pred nanesenim bgk na Petriho misky je ptba zjistit koncentraci ziskanych
burék a jejich Zivotnost. K tomuto é@lu se vyuzZiva mikroskopické stanoveni
prostupnosti funénich membran pro trypanovou nfodletoda je zaloZzena na principu
aktivniho vylitovani barviva neporusenou cytoplazmatickou memluranoych burtk
pomoci funknich transportnich syst&émJe tedy moZzno pod mikroskopem rozliSit
buiky mrtvé (mode obarvené) a liky Zivé (neobarvené). K gaani bugk se pouziva
Birkerova konirka. Pod mikroskopem se sfi@ji zivé buiky lezici uvnit deseti
¢tverai komiarky vcéetré téch burgk, které se dotykaji horniho a levého rozhrani
jednotlivych ¢tverai. Buiky na dolnim a pravém rozhrani se n#fi. Poté se
stanovuje pimérny paet zivych bugk v jednométverci komirky a paet burgk v 1ml

suspenze.
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Obréazek 77.Ctverec Birkerovy komirky o délce strany 1mm. RBitaji se biiky uvnit
¢tverce a na hornim a levém mezihra@),(nepditaji se biiky na dolnim a pravém

mezihrani (D).

Koncentrace hepatodyv suspenzi se zjisti dle vzorce:

lC=x[2M16010"

Coeens paet Zivych hepatocyitv 1mi

X oo pameérny paiet Zivych bugk v 1 ¢tverci

16 ...... pdet malychétveral
10*..... pepatet na 1ml

Ziskana suspenze hepatacyt vhodné koncentraci Zivych btknse nanasi na
sterilni Petriho misky, jejichZz dno je potazenodg#nem. Po 3-4 hodinové inkubaci
v CO, inkubéatoru (37°C, atmosféra s 5% £@ 95% Q) adheruji Zivé biky ke
kolagenovému dnu misek a vytefi monovrstvu. Poté je mozno vgnit uchycenym
bunkam stavajici médium zserstve.

Pri studiu vlivu ugitych latek na buéné enzymy se tyto latkyfigavaji gimo
do zivného média, a to v koncentracich, které nejpoo buiky toxické. Tyto
koncentrace je mozno dit na zaklad provedeného MTT testu. Zluta tetrazoliovd s
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetratium bromid], ktera je ve vad
rozpustna, je redukovana enzymy dychacitezce zivych budk na fialovy

nerozpustny formazan, kteryitava uvnit burgk ve forme nerozpustnych granuli. Po
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piidani detergentu a okyseleni se barvivo uvolnirgb@ rozpusti, pcemz vznik&iry
roztok. Nasled& se zji§uji absorbance roztdkpti 595nm a z nagfenych hodnot se
uréuje cytotoxicita testovanych latek. Plati, Ze ®&&né hodnoty absorbance jsou
ameérné metabolické aktivit burek. MTT test tedy umaiuje porovnat metabolickou
aktivitu burek inkubovanych se vastajicimi koncentracemi sledovanych latek
s buikami inkubovanymi v médiu bezigavku sledovanych latek (100% aktivity).

Pro zjiSéni ovlivnéni enzymové aktivity witymi latkami je teba, aby byly

buiky s €mito latkami inkubovany minimaé24 hodin [123].

Postup prace:

Pro ugeni vlivu sledovanych cytostatik DOX, DAU a OR n#34HSD 1 bylo
nutné ziskat dostateé mnozstvi Zivotaschopnych potkanich hepatgcge kterych
byla po 40 hodin trvajicim kontaktu s cytostatikgolovdna kompletni RNA a
piipraveny subcelularni frakce. i@l vlastni izolaci hepatoaytbyly pripraveny

promyvaci roztoky a média:

» Roztok soli
- NaCl (80,0g/1000ml redestilované vody)
- KCI (4,0g9/1000ml redestilované vody)
- MgSQ, - 7 H,0 (2,09/1000ml redestilované vody)

Fosfatovy pufr
- NgHPQO, - 12 KO (2,49/200ml redestilované vody)

- KH,PO, (0,49/200ml redestilované vody)

Roztok NaHCQ:
- NaHCQ; (16,8g/200ml redestilované vody)

Roztok CaCl:
- CaCl (0,8g/10ml redestilované vody)

Zé&sobni roztok
- roztok soli (100ml)

- fosfatovy pufr (10ml)

- redestilovana voda (890ml)
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* Roztok A

zasobni roztok (487,5ml)

roztok NaHCQ (12,5ml)

po probublani pneumoxidem (7 min ve vodni 1azfi3y°C) bylo upraveno
pH na 7,4 (0,1M roztokem HEI 0,1M roztokem NaOH)

EGTA (75mg/500ml roztoku A)

* Roztok B
- zasobni roztok (487,5ml)
- roztok NaHCQ (12,5ml)
- po probublani pneumoxidem (7 min ve vodni 14zini3y°C) bylo upraveno
pH na 7,4 (0,1M roztokem HEI 0,1M roztokem NaOH)
- roztok CaCJ (1,0ml)

* Roztok B/ (2x):
- roztok B (150ml)
- albumin (1,59/150ml roztoku B)

* Roztok B (2x):
- roztok B (100ml)
- kolagenasa (30mg/100ml roztoku B)

* Roztok C
- zasobni roztok (500ml)
- pH bylo upraveno na 7,4 a poté byl zasobni rogiaerilizovan v autoklavu
- sterilni roztok CaGl(1ml)

+ Zivné médium ISOM
roztok WILIAMS E
- WILIAMS E (10,93g), NaHC®(2,29)
- roztok ATB (10ml) — penicilin 60mg, streptomyci@Omg/10 ml roztoku

- doplréno redestilovanou vodou do 1000mi

roztok HAM F12
- HAM F12 (10,649), NaHC¢X1,29)
- roztok ATB (10ml)

- doplréno redestilovanou vodou do 1000mi
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roztoky WILIAMS E a HAM F12 byly smichany v pamu 1:1
takto gipraveny ISOM byl 7 minut probubldvan pneumoxidetaminarnim

boxu

poté bylo upraveno pH na 7,2

ISOM byl Zzfiltrovan ges bakterialni filtr v laminarnim boxu a znovu
probublan pneumoxidem

- k ¢asti média byl idan insulin (29mg/1000ml ISOMu)

- k ¢asti média byl fdan 5% fetalni haszi sérum (5ml FBS/100ml ISOMu)

Potkani byli uvedeni do celkové etherové narkézylaBjim otewena HiSni
dutina, jatra byla promyta roztokemiA situ a poté byla pro&tena vena portae. Cela
nepoSkozena jatra bylargmesena do i®®hnerovy nélevky umi&hé nad odpadni
nadobou.

Nasledné promyvani jater bylo prowad postupnou kanylaci vSech cév
vstupujicich do jater. Jatra byla promyvana nejg@dusnim roztokem A, az do jejich
odkrveni (cca 5-10 min). Roztok A byl okyglvan pneumoxidem. Obsazené chelaita
ginidlo (EGTA) vyvazalo zjaterni tk&n C&* ionty, coZ vedlo k uvokni
meziburgénych spoj. Poté byla jatra promyvana roztokenyk B kolagenasou a
vapnikem (nezbytny pro jeji aktivitu), dokud nebjdgerni tkd kolagenasou dostaie
natravena (cca 5-7 min). Roztoky A a Byly uloZeny ve vodni lazni o tepto87°C.

Obrazek 88.Promyvani potkanich jater perfusnim roztokem.
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Po rozvolgni jaterni tkas byla jatra penesena do skléné misky umisiné
v ledové lazni. Do misky bylijdan roztok B s vapnikem a albuminem, ktery ukdn
pusobeni kolagenasy, aby nedoslo k naruSeni vlastrépatocyi. Pinzetou pak byly

Z jater do roztoku vyklepavany hepatocyty. Suspdregmtocyi se zbytky jaterni tké&n
byla prefiltrovana ges nylonové sitko.

Obrazek 99.Mechanické rozruSovani natravené jaterni &gkanvohovani hepatocyt

Obrazek 1010.Filtrace suspenze hepatotyfes nylonové sitko.
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Filtrat byl peelit do centrifugénich kyvet (4-8 kyvet po 50ml) a naslédn
odstedén v centrifuze (40g, 4°C, 5 min). Supernatant Byla peleta resuspendovana
zpstnym pipetovanim ve vychlazeném roztoku C s vapnik€'znikla suspenze pak
byla znovu odsedkna (40g, 4°C, 5 min). Tento krok byl zopakovan gefdnou,
tentokrate jiz za sterilnich podminek v laminarnboxu (pro resuspendaci pouZzit
sterilni roztok C). Po centrifugaci byl supernatasiit v laminarnim boxu, peleta
resuspendovana ve vychlazeném zivném médiu ISOM (bsulinu a bez FBS) a
suspenze naposledy &ma ve sterilnich vychlazenych kyvetach (40g, 48@nin).
Celkem tedy byly provedenytyii centrifugace (1x s roztokemyB- nesterilni, 2x
s roztokem C - nesterilni a sterilni, 1x s Zivnyradiem ISOM - sterilni). Supernatant
z posledni centrifugace byl slit vIlaminarnim boxu peleta resuspendovana ve
vychlazeném zivném médiu ISOM sgadou 5% FBS. 100ml suspenze hepatopgk
bylo preneseno z kyvet do kadinky.

Obrazek 1111.Hepatocyty na dhsterilnich kyvet po centrifugaci s médiem ISOM.
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Z kéadinky byl do mikrozkumavky odebran vzorek 3Cguspenze a kému
pfidano 30upl 0,4% roztoku trypanové niods 0,15M NaCl a pufru o pH 7,4.
Po promichani repipetaci byla &manesena doiiBerovy koniirky a ta umisina pod
objektiv optického mikroskopu. P zvétSeni 10x20 byly p&tany Zivé hepatocyty
v desetictvercich kondrky. Z primérného pétu zivych hepatocyt v jednométverci
byla ugena koncentrace Zivych hepatacyw suspenzi. Podle zjité koncentrace
hepatocyi a s ohledem na jejich Zivotnost byla suspentskna na koncentraci
1-1¢° Zivych hepatocyifml pomoci Zivného média ISOM s FBS. Tato kowée
suspenze byla nanesena na Petriho misky potaZzdagekem (3ml na kaZzdou misku

0 praméru 6¢m).

Obréazek 1212.NanaSeni suspenze hepatdaya Petriho misky potazené kolagenem.

Misky byly preneseny do CQOinkubéatoru a byly v &m ponechény 4 hodinytip
teplot 37°C, aby doslo k uchyceni hepatdcie dnu misek. Po uplynuti této doby bylo
v laminarnim boxu vyrnéno meédium zaterstvé — fivodni médium bylo z misek
opatrré odsato a na kazdou misku s hepatocyty pak byl@modivné médium ISOM
s insulinem (3ml na kazdou misku), jizZ s obsahedngdlivych testovanych cytostatik
o koncentraci 0,2uM a 1,0uM. Pouzité koncentracdy byybrany na zéaklag
provedeného MTT testu tak, aby byly pro hepatoogtpxické. Ke kontrolnim miskam
byl dodargisty ISOM s insulinem bezifavku cytostatik.
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Tabulka 77. Koncentrace sledovanych cytostatik pouzité k owinirhepatocyt.

. , Konc. cytostatika v Zivném
Oznateni misky Cytostatikum médiu hepatocyti
K - -

DAU 0,2 0,2uM
daunorubicin

DAU 1,0 1,0uM

DOX 0,2 0,2uM
doxorubicin

DOX 1,0 1,0uM

OR 0,2 0,2uM

oracin
OR 1,0 1,0uM

Jednotliva pipravena Zivna meédia s obsahem cytostatika o dam&ektraci
byla pouzita vzdy pro Gadré ozna&enych misek s hepatocyty (DAU 0,2; DAU 1,0;
DOX 0,2; DOX 1,0; OR 0,2; OR 1,0). K 6 miskdm byifidano pouze samotné Zivné
médium bez cytostatika (K). Tyto misky slouzZily gakkontrolni, byly dlezité
pro vyhodnoceni vysledkjednotlivych experimerit

Po vynené média byly hepatocyty @p ulozeny do C@ inkubatoru a v &m
ponechany § teplot 37°C giblizné 40 hodin, po cel¢as na 8 pasobilo cytostatikum
(kromé¢ misek kontrolnich). Po inkubaci byly z hepatdcyiripraveny subcelularni
frakce (mikrosomy) a izolovana RNA, aby bylo mozztwdnotit ovlivieni enzymové
aktivity a exprese 13EHSD 1. Pro pipravu mikrosom byly vyuzity 4 misky a pro
izolaci RNA 2 misky s hepatocyty inkubovanymi sedslvanymi cytostatiky o konc.
0,2uM a 1,0pMei misky kontrolni.

Hepatocyty byly zjater potkan izolovany celkem ftkrat, ve ftech

samostatnych, na sbhezavislych pokusech (dale ozomany jako A, B, C).
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Obrazek 1313.Priméarni kultura hepatoayziskana z potkanich jater.

4.2.2 Piiprava mikrosomi z hepatocyfti

Pro zjiseni vlivu testovanych cytostatik na f-HSD 1 bylo teba ziskat
mikrosomalni frakci hepatoayt protoZze tato reduktasa je vitme lokalizovana
v mikrosomech. Principem fipravy subcelularnich frakci je rozruSeni &tmé
struktury a nasledné odéni mikrosonti od cytosolu fra&ni ultracentrifugaci.

Postup préace:

Z inkubatoru byly vyndany vzdy 4 misky s hepatocgtgfivnénymi prisluSnym
cytostatikem a z nich bylo odsato zivné médium.ethpo odséati média byly misky
polozeny na drceny led. Poté bylo na kazdou misipipetovano 0,5ml vychlazeného
0,1M fosfatového pufru o pH 7,4. Ze dna misek Bpachtli seSkrabnuty hepatocyty a
vznikla suspenze bylargnesena pipetou vzdy ze dvou misek do jedné mikirozakky
(tj. ze 4 misek s jednim cytostatikem o dané kdakto vznikly 2 mikrozkumavky).
Stejny postup byl proveden s kontrolnimi miskami.toj&ek s popsanymi
mikrozkumavkami byl po celou dobu v ledové lazni.
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Mikrozkumavky byly uzaieny, odstedény v centrifuze (40g, 4°C, 4 min) a poté
byl supernatant odséat pipetou. Stojanek s mikrodukami (stale v ledové lazni) byl
pienesen do chladiciho boxu, kde bylo k pefgtidano 0,5ml 0,1M fosfatového pufru
o pH 7,4. Obsah mikrozkumavek byl resuspendovanikaonh (do kazdé mikro-
zkumavky na 20s potien hrot ultrazvukového homogenizatoru Sonopuld ash pod
hladinu). Poté byly mikrozkumavky &p uzaweny a centrifugovany v centrifuze
Heraeus (20 000g, 4°C, 20 min). Po ¢stm byl supernatant v chladicim boxu
odpipetovan do figdem vychlazenych kyvet pro ultracentrifugu Sorveifidy ze dvou
mikrozkumavek se stejnym cytostatikem o dané kalucjedné kyvety. Kyvety pak
byly vlioZzeny do pouzder a uz@na pouzdra byla upe¥ma k rotoru ultracentrifugy
Sorvall. Po ultracentrifugaci (105 000g, 2°C, 6hmbyla pouzdra ignesena do
chladiciho boxu, byly z nich vyjmuty kyvety a supaant slit (cytosol). Sediment na
dre kyvety byl po gidani 0,5ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,4 s 2084 glycerolu
sonikovan. Resuspendovana ésm(mikrosomy) byla po 260ul rozpipetovana do
popsanych mikrozkumavek.

Takto pgipravené mikrosomalni frakce byly uchovavany v pay krabéce za
stavu hlubokého zmrazenfipeplot -80°C az do doby, kdy byly pouZzity procteni
aktivity enzymu 18-HSD 1 a pro stanoveni koncentrace bilkovin.

Mikrosomy pouZzité pro cile této prace bylgraveny z hepatocgtizolovanych
ve frech samostatnych, na sobezavislych pokusech A, B, C. Byly ziskany vzdy

dvé mikrozkumavky s mikrosomy pro kazdé cytostatikukoatrolu.

Tabulka 88. Ozna&eni mikrosond pripravenych z hepatoaytkontrolnich a hepatoayt

ovlivnénych cytostatiky.

Datum p¥ipravy mikrosomalnich frakci
18.05.2004 22.10.2004 12.11.2004
AK BK CK
A DAU 0,2 B DAU 0,2 C DAU 0,2
Oznateni
) A DAU 1,0 B DAU 1,0 CDAU 1,0
pripravenych
_ A DOX0,2 B DOX 0,2 C DOX0,2
mikrosomu
(MIK) ADOX 1,0 B DOX 1,0 CDOX 1,0
AORDO,2 B ORO,2 CORDO,2
AOR1,0 BOR1,0 COR1,0
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4.2.3 Stanoveni koncentrace bilkovin

Principem pouZité metody pro stanoveni koncenttzitlovin v pipravenych
mikrosomech je reakce protéis msd’natymi ionty (C3") v alkalickém prosedi. Med
prechazi na Cuionty, které vytvéeji v prostedi o pH kolem 10 stabilni modrofialovy
komplex s BCA (bicinchoninovou kyselinou). Intemeizbarveni je fimo ungrna
mnoZstvi bilkoviny. Absorbance komplexu se pétuye i vinové délce 562nm [125].

Pred n®fenim byl gipraven vcas poteby pracovni roztok C smichanim
komekné dodavanych roztakA a B v pongru 50:1.

* Roztok A NaHCGQ;, NgCOs;, BCA v 0,1M NaOH
* Roztok B 4% roztok CuS®- 6 H,0

Nejprve byla sestrojena kaliirs kiivka vyjadujici zavislost absorbance na
koncentraci bilkoviny. Tato zavislost byla z§i8a prongtenim absorbanci Sesti
piipravenych standardnich roztolo znamé koncentraci bilkoviny. Jako standardni
bilkovina byl pouzit ho¥zi sérovy albumin (BSA). Roztoky byly fipraveny
z vychoziho 0,1% roztoku BSA a destilované vody.

Tabulka 99. SloZeni roztok pro kalibr&ni kiivku.

Oznafeni Konc. BSA v roztoku | 0,1% roztok BSA | Destilovana voda
roztoku [Mg/ml] [ul] [ul]
1 0 0 500
2 200 100 400
3 400 200 300
4 600 300 200
5 800 400 100
6 1000 500 0

Kalibracni kiivka je piimka, byla provedena linearni regrese a na zéklad
zjisttnych paramefr rovnice gimky a namdfenych absorbanci byla vyfena

koncentrace bilkovin [ug/ml] v jednotlivych mikrasdlnich frakcich.
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Postup prace:

Mikrosomalni frakce byly 10x ffadény destilovanou vodou. Do kaZzdé z jamek
mikrotitracni desttky bylo naneseno 10ul vzorku bilkovin teeéné mikrosomygi
kalibratni roztoky) a 200ul pracovniho roztoku C. U slepélrmrku bylo misto
bilkovin naneseno 10ul destilované vody. Pro namiabgla pouzita multikanalova
pipeta, do kazdého jednoho slotke destéky (8 jamek) byl napipetovan vzdy stejny
vzorek. Po promichani sloZzek v jamkach byla dkatB0 minut inkubovanaip37°C.
Hodnoty absorbance byly zieny @i 562nm nactecce Biorad, Microplate Reader,
model 550 (pouzit filtr¢islo 3). Jako nulova absorbance byla diestpoji nastavena
hodnota absorbance destilované vody. Vysledna hadalesorbance kazdého vzorku
byla pfimérem z 8 narfenych hodnot, od nichZz byla aflena absorbance slepého

vzorku.

Rozdily mezi stanovenymi koncentracemi bilkovinontcolnich mikrosomech a
mikrosomech ovlivéinych jednotlivymi sledovanymi cytostatiky byly stdicky
zpracovany neparovym Studentovym t-testem se sipadsti 0,95.

4.2.4 Stanoveni aktivity mikrosomalnich reduktas spektrobtometricky

Stanoveni aktivity cytosolickych i mikrosomalnickduktas je zaloZzeno na
prometeni poklesu absorbancetsobeném femsnou NADPH na NADP ve vzorku
pii 340nm za laboratorni teploty (25°C). Pomociémnéeho poklesu absorbance a
molarniho  absokmiho  koeficientu NADPH/NADP (¢ = 6270 M'cm?)  Ize
kvantitativre vyjadit aktivitu reduktas. Jednotka enzymové aktivity] & definovana
jako oxidace 1pumol NADPH/minip25°C [126-129].

Koenzym NADPH je donorem vodiku v probihajicich dodeduknich
reakcich. Redukce molekuly substratu je vzdy s@ogoxidaci molekuly koenzymu.
Na rozdil od NADP absorbuje NADPH s¥lo o vinové délce 340nm¢ehoZ se
s vyhodou vyuzivaip sledovani reakci dehydrogenas s koenzymem. Rytploklesu
absorbanceip340nm je pimo unerna koncentraci dehydrogenasy katalyzujici oxidaci
NADPH, takZze mifeni rychlosti tohoto poklesu umaie odvodit mnozstvi enzymu

piitomné v biologickém materialu a vyjétdej v jednotkach aktivity [1].
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V  mikrosomélnich frakcich ffpravenych z hepatoayt ovlivnénych i
neovlivnenych sledovanymi cytostatiky byla spektrofotomddyictanovovana aktivita
118-HSD 1 za vyuZiti jejiho potencialniho substratutyreponu. Metyrapon je pevna
latka rozpustna ve veédo M, = 226g/mol. Je redukovan na alkoholicky metabolit
metyrapol cytosolickymi i mikrosomalnimi enzymy ezicimi do nadrodiny AKR
(dihydrodioldehydrogenasami a karbonylreduktasa®pP& (1B-HSD) [89].

Pro owfeni metodiky byla spektrofotometricky stanovovaalkét aktivita dalSi
mikrosomalni reduktasy -o3HSD. Jako jeji substrat byl pouzit 4-pyridinkarbox
aldehyd, kapalna latka o M 107g/mol. V cytosolické frakci je redukovan na
4-pyridylkarbinol aldehydreduktasou, roli mohou thr& DD1, DD2 a DD4,

v mikrosomalni frakci je redukovarm3diSD [89].

Q @\
B) |
F CHO = CH,OH

Obrazek 1414.Schéma probihajici redukce subsirdd) Redukce metyraponu na

metyrapol. B) Redukce 4-pyridinkarboxaldehydu nay#idylkarbinol.

Postup prace:

Pred vlastnim méfenim bylo feba pipravit vSechny pdebné pomcky a
jednotlivé slozky reakni snesi. Byl pripraven draselno-fosfatovy pufr (0,1M; pH 6,0),
z&sobni roztok substiat(0,1M vodny roztok metyraponu a 0,1M vodny roztok
4-pyridinkarboxaldehydu) a zasobni roztok NADPH i vodny roztok), ktery je
malo stabilni a cca po 7 hodinachijebia gipravit roztok novy. Jako katalyzator reakce
byla pouzita mikrosomalni frakce s enzymy, kterdaljyedem rozmraZzena. Zasobni
roztoky substrdit a NADPH a mikrosomy byly dhem n@feni uchovavany v ledové
lazni, pufr za laboratorni teploty.
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Tabulka 1010.SloZeni reaéni snesi v kyvet.

Substrat Jednotlivé slozky snési

930ul draselno-fosfatovy pufr (0,1M; pH 6,0)
10ul zésobni roztok metyraponu (0,1M)

metyrapon
10ul zasobni roztok NADPH (10mM)
50ul mikrosomy (enzymy)
970ul draselno-fosfatovy pufr (0,1M; pH 6,0)
4-pyridin- 10ul zasobni roztok 4-pyridinkarboxaldehydu (0,1M
karboxaldehyd 10ul zéasobni roztok NADPH (10mM)

10pl mikrosomy (enzymy)

Reakce probihala v kywepro spektrofotometr Helios celkovy objem realni
smesi v kyvet byl 1ml. Vychozi koncentrace subsfratreakini snési tedy byla 1mM,
vychozi koncentrace NADPH 0,1mM. Pro nastaveni wviloabsorbance na
spektrofotometru bylifpraven slepy vzorek, ktery byl tien jen pufrem, substratem a
NADPH.

Po gidani kazdé slozky do kyvety byl jeji obsdre promichan, kyveta byla
uzavena parafiimem a é&kolikrat pieklopena. Reakce byla odstartovanaddmim
enzymi do sn&si, v tu chvili byly zapnuty stopky. Hodnoty absamnice byly odéteny
v ¢ase 0 a 4 minuty.

Stanoveni aktivity reduktas pro oba substraty byjopovedeno se
vSemi mikrosomalnimi frakcemi A, B, C vzdy ve 4 glainich n¢tenich. Z ptmérného
nantieného rozdilu absorbancedase 0 a 4 minuty) byla égna znéna absorbance za
1 minutu AA/min). Ztéto zmny a molarniho absofpiho koeficientu
NADPH/NADP' byla vypatena koncentrace NADPH, ktera vipéhu reakce zoxiduje

na NADFP'. Vyposet byl proveden dle Lambert-Beerova zakona ze ezorc

AA=¢glcll

AA ..... pokles absorbance
€ v, molarni absotpi koeficient [6270 Mcm™]
Cuvnnnns moléarni koncentrace [M]

[P tlouska vrstvy (kyvety) [1 cm]
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Enzymové aktivita byla vyjaena v [mU], kde [U] je mezindrodni jednotka pro
aktivitu vyjadtujici mnoZstvi substratu v pmolrgrenéné za 1 minutu. Specificka
enzymova aktivita vyjadje aktivitu enzymu vztazenou na jednotku hmotnaestiasem
piipadt byla vyjadena v [mU/mg bilkoviny]. Pro vypet specifické enzymové aktivity
bylo treba stanovit koncentraci bilkovin.

Rozdily v hodnotdch enzymové aktivity a specifick@zymové aktivity
mikrosomi ovlivnénych jednotlivymi sledovanymi cytostatiky oproti krnbsonmim
kontrolnim byly statisticky zpracovany neparovym udntovym t-testem se

spolehlivosti 0,95.

4.2.5 Stanoveni aktivity 113-HSD 1 inkubaci mikrosomi s oracinem

Oracin je reduénimi enzymy konvertovan na 11-dihydrooracin (DHO).
Redukce se dastni na mikrosomalni drovni gHSD 1. Plati urra mezi aktivitou
redulkénich enzyni a mnozstvim oracinu, které je enzymatickgrpinéno na DHO. Po
inkubaci mikrosoni s oracinem a koenzymem NADPH bylo £ggano mnozstvi DHO
vzniklého hem oxidoredukni reakce v reali smési za vyuziti vysokoinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Principem jdedi latek mezi stacionarni fazi
naplrénou v kolork a mobilni fazi prochazejici kolonou za vysokéladuil Z mnozstvi
DHO (M, = 372,85g/mol) vytvieného za 1 minutu byla stanovena enzymova aktvita

specificka enzymova aktivita mikrosomalnich redskta

Postup prace:

Nejprve byly gipraveny zasobni roztoky oracinu (ImM vodny roztak)
NADPH (6mM vodny roztok). Zasobni roztoky a mikrasp byly bEéhem ngieni
uchovavany v ledové lazni. Sodno-fosfatovy pufrté p,4 byl gipraven z vodnych
0,1M roztoki N&;HPO, a NabBPO,.

Tabulka 1111.Slozeni inkubani snesi.

Jednotlivé slozky snési

100ul zéasobni roztok oracinu (1mM)

50ul zasobni roztok NADPH (6mM)
100l mikrosomy (enzymy)

50ul sodno-fosfatovy pufr (0,1M; pH 7,4)
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Reakce probihala v ozéenych mikrozkumavkéch. Celkovy objem inktdba
smesi byl 300ul. Vychozi koncentrace oracinu v inkétdasngsi tedy byla 0,33mM,
vychozi koncentrace NADPH 1mM.

Do ozn&enych mikrozkumavek bylo nejprve napipetovano uwédmnozstvi
zasobniho roztoku oracinu a NADPH. Poté byl&smpreinkubovanaipteplo& 37°C
cca 5 minut. Vlastni enzymova reakce byla odstariavgidanim 50ul mikrosomalni
frakce a do swsi byl nakonec dodan j&Stpufr. VSechny mikrozkumavky byly
uzaweny, promichany nadpace a poté inkubovany 60 minuiti 37°C. Inkubace byla
ukorgena ochlazenim inkubai snesi na 0°C v ledové lazni afiganim 30ul konc.
amoniaku. Srés byla po pidani amoniaku promichana.

Nasledujicim krokem byla extrakce lipofilnich latede sndsi do octanu
ethylnatého. Ke kazdému vzorku byléidano 0,9ml octanu ethylnatého a poté byly
mikrozkumavky 2 minuty intenzivnprottepavany naiepace. Pro oddeni vodné a
octanové faze byly vzorky centrifugovany (5 000¢etdmin, 3 min). Horni octanova
vrstva (0,8ml) byla pipetouipnesena do ozdenych mikrozkumavek. Extrakty pak
byly odpaeny v koncentratoru do suchaii(@g5°C asi 20 min). Suché vzaiey byly
uchovavany az do HPLC analyzy v chladu a temnu.

Pred vlastnim provedenim HPLC byly odparky rozpogtve 250ul mobilni
faze a poté iepipetovany do insart Mobilni fazi tvaila sms 10mM
hexansulfonanového pufru a acetonitrilu v gom 3:1 v/v. Pufr byl Hfpraven
z hexansulfonanu sodného, obsahoval 0,1M roztok aEpX bylo upraveno kyselinou
fosforenou na pH 3,27.

Pro kapalinovou chromatografii n&igtroji Agilent 1100 byla pouzita kolona
BDS Hypersil C18 (250x4mm). #@ok mobilni faze kolonou byl nastaven na
1,5 ml/min. Analyza probihala za tlaku 19,5-20 M&axi teplog 25°C. Jednotlivé
sloZzky vzorku separované v kolonbyly detekovany fluorescénim detektorem
(Ex 340nm, Em 418nm).

S kazdou mikrosomalni frakci A, B, C byla provedehgaralelni msreni
(inkubace s oracinem i HPLC analyza). Ni&ksta kolonu byl 100ul vzorku z celkového
pripraveného mnoZzstvi 250ul.

Z mnozstvi DHO vytvéeného za 1 minutu byla stanovena enzymova aktivita,
ktera byla vyjatena v U], a specifickd enzymova aktivita u/mg bilkoviny]. Pro

vypocet specifické enzymové aktivity byléeba stanovit koncentraci bilkovin.
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Rozdily v hodnotdch enzymové aktivity a specifick@zymové aktivity
mikrosomi ovlivnénych jednotlivymi sledovanymi cytostatiky oproti kmbsomim
kontrolnim byly statisticky zpracovany neparovym udntovym t-testem se

spolehlivosti 0,95.

4.2.6 lzolace RNA z hepatocyé

Ve vSech satich buikach existujiit hlavni fidy RNA: mediatorova m-RNA,
transferova t-RNA a ribosomalni r-RNAfidla m-RNA je velikost&é velmi heterogenni
(1-5% z celkové burgné RNA). Hraje dleZitou roli v expresi genetické informace, jeji
funkci je zprogtedkovani penosu informace uloZzené v genu do procesu prot&&myn
Molekula m-RNA vznika Bhem transkripce, kdy dochazi Kepisu nukleotidovych
sekvenci DNA do sekvenci RNA na zaklaBomplementarity bazi, a slouzi jako
templat, podle kterého s@di kddované aminokyseliny do polypeptidovéietzce
[130].

Pfi manipulaci s RNA je teba pracovat opattna rychle, aby nebyla RNA
kontaminovana a nasletlnnaktivovana ribonukleasami. Ribonukleasy (RNaspu
velmi stabilni a vysoce aktivni enzymy nevyZzadulofaktory, které &pi molekulu
RNA. Proto je pi praci s RNA dlezité, aby byly vSechny vodné roztoky a material,
které gijdou do styku se zpracovavanym vzorkem, zbaveny®fNe ieba pouZzivat
sklo sterilni nebo omyté v 0,1% vodném roztoku ldigtyrokarbonatu, RNase-free
pipetovaci Sgiky, RNase-free vodu. Ruce a prach@éstice jsou népstjSimi zdroji
kontaminace, proto je nutné&ipmanipulaci se vzorkem pouZivat rukavic&asto je
vyménovat [131].

Pro izolaci kompletni RNA z hepatodytbyl pouzit RNeasy® Mini Kit
(QIAGEN), postupovalo se dle fipZzeného manudlu. Princip izolace &pa
v rozruSeni bu&nych membran pomoci detergéntguanidiniové soli), selektivnim
navazani RNA na silikagelovou membranu kolony dewim postupném promyvani
kolony specifickymi pufry. RCiSttna RNA je nakonec eluovana RNase-free vodou.
Tato izol&ni metoda je zaloZena na faktu, Ze RNAr¥qmnosti tzv. chaotropnich soli
adheruje na silikdtovy povrch, zatimco ostatni &woiny Zistavaji v roztoku a je
mozno je odstranit odgtEnim. RNA je pak snadno eluovana z membratiggmim

vody ¢i vhodného pufru bez chaotropnich soli [123].
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Pouzité kolony rdly vazebnou kapacitu 100ug RNA a zachytily molekdé}Si
nez 200 bazi. VeSkeré operace byly préngdza laboratorni teploty.

Postup prace:

RNA byla izolovana vzdy ze 2 misek s hepatocytyuldvanymi 40 hodin se
sledovanymi cytostatiky a ze 2 misek kontrolnichmigek bylo odsato zivné médium.
Poté bylo do misek napipetovano 600ul RLT pufraidgmym B-merkaptoethanolem
(10ul/2Aml pufru), tim z&aly buiky lyzovat. Miskami bylo kyvano tak, aby se pufr
rozprostel po celém d& Po zgelovani byly rozruSené hepatocyty seSkrabnuty
Spachtli ze dna misek a pipetodepeseny do ozianych mikrozkumavek (vzdy
Z jedné misky do jedné mikrozkumavky). Do mikrozlawek bylo gidano 600l
70% ethanolu a poté byl obsah promichanepdce.

Izolaéni kolonky byly umisiny do 2ml giloZenych skrnych zkumavek a poté
bylo z kazdého vzorku na zvlastni kolonku nanes&aul. Zkumavky byly uzaeny a
staceny v centrifuze (11 000 aték/min, 15s). Tekutina protekla kolonkou do
zkumavky byla vylita do odpadu. Poté byla tato eperopakovana j@s8x (na stejnou
kolonku bylo naneseno dalSich 700ul vzorku a premadcentrifugace). Pro kazdy
vzorek (K; DAU 0,2; DAU 1,0; DOX 0,2; DOX 1,0; OR,Z) OR 1,0 pipravené
v pokusech A, B, C) ze dvou mikrozkumavek bylajita jedna kolonka.

Poté byly kolonky postugnpromyvany. Nejprve bylo na kolonku naneseno
700ul pufru RW1 a provedena centrifugace (11 0@etimin, 15s), eluat byl vylit.
Kolonky byly preneseny dciistych skirnych zkumavek, poté nagrbylo naneseno
500ul pufru RPE, byly odstdiny (11 000 otéek/min, 15s) a protekla tekutina odlita.
500ul pufru RPE bylo naneseno fefd@dnou, nasledovalo odeténi o odliti tekutiny.

Kolonky pak byly peneseny do 1,5ml s8imych mikrozkumavek, bylo na¢n
naneseno 30ul RNase-free vody a poté bylyestp v centrifuze (11 000 aték/min,
60s), aby se RNA vymyla. Naneseni 30ul RNase-fagy\a odged’ovani bylo je&t
jednou zopakovano.

Timto postupem bylo tedy ziskano 60ul roztoku RNA lk@zdého vzorku a

kontroly. Izolovana RNA byla zmraZené feplot -80°C az do dalSiho zpracovani.
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Kompletni RNA pouZitd v této praci pro kvantifikasiedované m-RNA byla

izolovana hepatocgtovlivnénych i neovlivienych cytostatiky, které bylyipraveny

ve trech samostatnych experimentech A, B, C.

Tabulka 1212.0zn&eni RNA z hepatocytkontrolnich a ovlivinych cytostatiky.

Datum izolace RNA z hepatocyi
18.05.2004 22.10.2004 12.11.2004
AK B K CK
A DAU 0,2 B DAU 0,2 C DAU 0,2
A DAU 1,0 B DAU 1,0 CDAU 1,0
Oznateni
A DOX0,2 B DOX 0,2 C DOX0,2
ziskané RNA
ADOX 1,0 B DOX 1,0 CDOX 1,0
AORDO,2 B ORO0,2 CORDO,2
AOR1,0 BOR1,0 COR1,0

4.2.7 Kvantifikace izolované m-RNA metodou QRT-PCR

Pro kvantifikaci m-RNA, ktera byla izolovana z h&meyti ovlivnénych
cytostatiky a hepatocytkontrolnich, byla vyuZzita polymerasoigtézova reakce (PCR).
Vyhodami této molekulagabiologické metody jsou moznost rychlé a mnohonéaéob
amplifikace zvoleného fragmentu nukleové kyselinyyaoka citlivost detekce. PCR je
mozZno pouZzit pro zji8hi a namnozeni velmi malého mnoZstvi nukleové kygele
vzorku, teoreticky by ila dost&ovat i jedna jedind molekula DNA.

V naSem pipact polymerasovéetézove reakci pedchazela reverzni transkripce.
Termostabilni polymerasy vyuzivané v PCR totiz nemp jako templat vyuZzivat
vlakno RNA. Ri reverzni transkripci je podle m-RNA izolovanéunbk syntetizovana
komplementarni DNA pomoci virové reverzni transtagy. Takto ziskana DNA je
oznaovana jako c-DNA (copy-DNA) [132]. Oproti molekulBNA obsahuje molekula
c-DNA sekvence bez intrén[130]. Molekula c-DNA slouZi jako templat pro PCR
[133].

V reakéni snesi pro PCR musi byt kroércilovych amplifikovanych nukleovych
kyselin také jednietzcové oligonukleotidy o délce 20-25 fpidvazi (primery, préby),
jednotlivé deoxynukleotidtrifosfaty (dATP, dTTP, @8, dCTP), vhodny re&hi pufr a

termostabilni enzym Taq polymerasa (z termofilrkitbae Thermobacillus aquatic)s
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PCR probih& veréch reaknich krocich — denaturace, annealing a extenze:

» Denaturace V prvni fazi PCR dochazi tp teplo€ nad 92°C k denaturaci
dvouvlaknové DNA, kdy dochazi ke¢peni relative slabych vazeb mezi bazemi a
vznikaji dw jednotliva vlakna DNA.

* Annealing Ve druhém kroku je teplota snizena a primery @yprv reakni snesi
mohou vyhledat komplementarni Useky cilové DNAfghytit se k nim. Primery
jsou specifické a jejich ffomnost je nezbytna préinnost DNA polymerasy.
Optimalni teplotu annealingu je nutné hledat experitél, pohybuje se v rozmezi
40-60°C.

» Extenze Tieti krok probihd obvykle ip teplo& 72°C, kdy je schopna Taq
polymerasa pracovat. Nasedne na konec primeru ntiigovava komplementarni
vlakno dvousroubovice. @em extenze dochazi k elongaci novéttdzce.

PCR probih& v termocykleru ve 20-50 opakujicichyddech [133].

V naSem pipact byla provedena QRT-PCR (kvantitativni PCR v redigé@se),
kterd umo#uje zaznamenat produkty reakce bezpgeakt po jejich vzniku v kazdém
jednotlivém cyklu. Pro provedeni byl pouzit Quaettt Probe PCR® Kit (QIAGEN) a
bylo postupovano podlefifpZzené pirucky. Byly vyuzity dvojit znaené préby, na
jejichz 5°konci je navazan ndasifluorescence (fluorofor) a na 3’konci zh&Se
fluorescence (quencher). Dokud je rosidosahu fisobeni zha%e, neni nariena
Zzadna fluorescence (viz obr. 9A)¢&HEem elongace n@vsyntetizovanéhdetzce je
proba roz&pena 5~ 3" exonukleasovou aktivitou HotStarTag DNA polyassyr, nosi
fluorescence se dostava mimo dosébobeni zhase a to vede k detekci fluorescence
(viz obr. 9B). Intenzita fluorescéniho zd&eni roste s pfiem cykii, je UnErna patu

namnozené c-DNA [134].

excifation
37 15'

B | l Obrazek 1515. Schématické
excim”;\o A‘mion znazorgni principu dvojig znasené
Primer *5e SO préby v QRT-PCR. (F) fluorofor; (Q)

i * | zhage
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Pro zjiseni ovlivnéni exprese cilového genu jelba vyhodnotit také expresi tzv.
housekeepingového genu. Housekeepingové geny jgoimmvany ve vSech likach,
koduji proteiny nezbytné pro udrZzovanii@sti vSech typ burgk (vétSinu strukturnich
proteini, ribosomalni  proteiny, enzymy metabolickych  drah)Exprese
housekeepingovych gérv buice je konstantni, a to i zdifpmnosti latek ovliviujicich
genovou expresi (induktbra inhibitort) [123].

QRT-PCR byla provedena v cykleru LightCycler (ROQHHento gistroj
zaznamenava zmy intenzity fluorescence v zavislosti nacpoprokEhlych cykli a je
spojen s péitatem, jehoz software zobrazuje n&end data v grafickém formatu a
umo#ziuje jejich analyzu. Vystupem d&eni jsou hodnoty € Pro vyhodnoceni
ziskanych dat byla uzita metoda relativni kvansfi& popisujici zgmy v expresi
sledovanych geh v hepatocytech ovlivinych cytostatiky v porovnani s kontrolou.
Vhodnou metodou pro analyzu relativnich &mv genové expresi je 2% metoda
[135]. Nejprve jeiteba zjistit hodnothACr dle vzorce:

AACT = (CT,HSD - CT,PBGD)vzorek - (CT,HSD - CT,PBGD)kontroIa

(O U vystup z QRT-PCR
HSD .............. sledovany gen proBiiydroxysteroiddehydrogenasu 1
PBGD............. housekeepingovy gen pro porfabilendeaminasu

Takto ziskan& hodnot®ACr se dosadi do vzorce [135]:

X = 2—AACT

Hodnota x u kontrol je vZzdy 1,00. U vzdrlby méla byt hodnota x alespio
dvakrat vysSi, aby bylo moZno povaZovat rozdil vprezi sledovaného genu
v ovlivnénych hepatocytech za statisticky vyznamny [136].

Z hodnot 2**°; byla vyjadena procentuath exprese sledovaného genu pro
118-HSD 1 v hepatocytech ovlignych antracykliny a oracinem o koncentraci 0,2 a
1,0uM. Exprese genu pro BIHSD 1 v hepatocytech kontrolnich je povaZzovana za
100%.
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Postup prace:

QRT-PCR byla zrealizovana na pracovisti Vyzkumnéistavu veterinarniho
lekarstvi v Brrg, kde je tato metoda jiz dtd zavedena a optimalizovana. Pro vlastni
QRT-PCR byl pouzit QuantiTect Probe PCR® Kit (QIAE Nejprve byl
z jednotlivych slozZek ifjpraven Master Mix podle tabulky 13. Do PCR kapitido
napipetovano vzdy 18ul Master Mixu a pot&dany 2ul vzorku izolované RNA.
Celkovy objem v PCR kapitécinil 20ul.

Tabulka 1313.0bjemy jednotlivych slozZek t¥icich Master Mix.

Jednotlivé slozky Master Mixu Poznamka

150Ul QuantiTect Probe zaji¥uje koncentraci 4mM MgGl (Mg*
H PCR Master Mix jsou nutné pro aktivitu DNA polymerasy)

=

optimalni koncentrace jednotlivych prinie
je 0,5uM, préby 0,1-0,2M
3ul | RT Mix zaji¥’uje piibéh reverzni transkripce

30ul| roztok primed A, B a préby

87ul| RNase-free voda

Bylo pripraveno po 2 kapilarach pro kazdy vzorek izolov&ié¢A — v jedné
kapilae byly primery a préba specifické pro housekeepisiggen PBGD a ve druhé
primery a préba specifické pro gen enzym@-HSD 1.

QRT-PCR probhla v LightCycleru (ROCHE), ktery vyuZivd pro exait
vinovou délkui = 470nm. Chlazeni probiha rychlosti 20°C/min. \&®rku nejprve
probéhla reverzni transkripce (20 min, 50°C),#i pkteré byla dle m-RNA
nasyntetizovana c-DNA. PCR byla zahjenagpg&nim inkub&nim krokem k aktivaci
HotStarTag DNA polymerasy (15 min, 95°C). Poté dé&idaly faze denaturace
(0,5, 95°C) a kombinovany krok annealing/exteri@e s @i 60°C). c-DNA byla

amplifikovana v 45 cyklech.

Tabulka 1414.Reakni podminky v jednotlivych fazich provedené PCR.

Faze reakce Teplota [°C] Cas [min]
reverzni transkripce 50 20
pocateeni inkubace 95 15
denaturace 95 0
annealing/extenze 60 1
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5 VYSLEDKY

5.1 STANOVENi KONCENTRACE BILKOVIN

Pri zjiStovani koncentrace bilkovin v mikrosomeckippavenych z cytostatiky
ovlivnénych a kontrolnich hepatod@ybylo postupovano vySe popsanymigpbem (viz
kapitola 4.2.3). Bylo pdeba nejprve sestrojit kalibmi kiivku vyjadiujici zavislost
absorbance na koncentraci bilkoviny. Byly pgsavany absorbancefipravenych
roztoki BSA o zndmé koncentraci. Hodnoty absorbance p&upito sestrojeni
jednotlivych bod kiivky jsou pfimérem z 8 narfenych hodnot. VeSkeré vysledky
jsou vyjadeny ve fornd x £ S.D. (snérodatna odchylka).

Tabulka 1515.Praimérné hodnoty absorbance (A) kalibréch roztok.

Oznaéeni Konc. BSA [ug/ml] A+S.D.
1 0 0,106+ 0,00¢
2 200 0,277 £ 0,018
3 400 0,491 + 0,051
4 600 0,530 + 0,071
5 800 0,746 + 0,015
6 1000 0,884 + 0,039
1,000
0,900
0,800 1
0,700

absorbance
o
(&)
o
o

0,300- y = 0,0008x + 0,1246
0,200 R’ = 0,9832
0,100-
0,000
0 200 400 600 800 1000 1200

koncentrace bilkoviny [ug/ml]

Obrazek 1616.Kalibragni kiivka.
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Rovnice ziskané ifmky je y = 0,0008x + 0,1246s hladinou spolehlivosti
R?=0,9832. Zpimérnych hodnot absorbance jednotlivych vzork (vzdy

z 8 paralelnich ®feni) a z paramatrrovnice gimky byly vypcitany koncentrace
bilkoviny v pripravenych mikrosomech.

Tabulka 1616. Nametené hodnoty absorbance (A) a vyfiané mnozstvi bilkoviny

[mg] v Iml mikrosomalni frakce jednotlivych vzdrk

Vzorky A+ S.D. Konc. bilkoviny”+ S.D. [mg/ml]
AK 0,538 £ 0,023 5,17 £0,28
A DAU 0,2 0,602 £+ 0,028 5,96 + 0,34
A DAU 1,0 0,620 £+ 0,028 6,19 + 0,35
A DOX 0,2 0,624 = 0,029 6,25 + 0,36
ADOX 1,0 0,607 = 0,025 6,03 £0,31
AORDO,2 0,856 = 0,017 9,14 +£0,21
AOR1,0 0,689 = 0,021 7,06 £ 0,27
B K 0,564 = 0,010 550+0,13
B DAU 0,2 0,556 = 0,024 5,39 £ 0,30
B DAU 1,0 0,494 + 0,039 4,62 +0,49
B DOX 0,2 0,529 + 0,035 5,06 + 0,44
B DOX 1,0 0,557 + 0,068 5,41 +0,85
B OR 0,2 0,535 + 0,009 514 +0,11
BOR 1,0 0,514 £ 0,014 4,87 +0,17
CK 0,570 £ 0,020 557 +0,25
C DAU 0,2 0,545 £ 0,024 5,26 £ 0,30
CDAU1,0 0,564 £ 0,028 5,49 £0,35
C DOX0,2 0,563 = 0,023 5,48 £ 0,29
CDOX 1,0 0,540 = 0,015 519+0,19
CORO,2 0,572 £ 0,034 5,60 £0,42
COR1,0 0,592 £+ 0,026 5,84 £ 0,33

“Koncentrace bilkoviny v mikrosomalnich frakcichigmknych i neovlivienych hepatocyi byly ziskany
dosazenim do vzorce:

A _0’1246|:-I 10

konc.bilkoviny[mg/ml]: 0.0008_ 3000

10, wdni mikrosont
1000......... fevod z [ug/ml] na [mg/ml]
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Obrazek 1717. Grafické vyjadeni koncentrace bilkoviny [mg/ml] ipravenych

mikrosomech.

Koncentrace bilkoviny v jednotlivych mikrosomalnidhakcich ovlivienych
sledovanymi cytostatiky byly srovnavany s koncesgrai bilkoviny v mikrosomech
kontrolnich. Byly porovnavany vzdy mikrosomyigravené v jednom dni (zvIlas
mikrosomy A, B, C). ZvySené mnozstvi bilkoviny oprkontrolam bylo prokazano
neparovym Studentovym t-testem se spolehlivosth 28 u mikrosora A DAU 0,2;
A DAU 1,0; A DOX 0,2; A DOX 1,0; AOR 0,2; A OR 1,4 C OR 1,0. Ostatni
mikrosomy z ovlivienych hepatocyit obsahovaly pouze nepatrnyssi nebo dokonce
nizsi mnozstvi bilkoviny nez kontroly. Z narenych vysledi je zZejmeé, Ze nejvyssi
koncentrace bilkoviny byly nalezeny v mikrosomeckady hepatocyt ozna&ené A,
piicemz nejvyznamg)Si rozdil oproti kontrole byl nalezen u hepatdcwvlivnénych

oracinem.
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5.2 STANOVENi AKTIVITY MIKROSOMALNICH REDUKTAS
SPEKTROFOTOMETRICKY

Touto metodou byla stanovovana aktivita mikrosontlmeduktas vykazujicich
podobnou aktivitu &¢i uzitym substratm jako lidskeé jaterni HSD. Aktivita BtHSD 1
byla mefena vici metyraponu, aktivita@HSD wici 4-pyridinkarboxaldehydu.

Postupem popsanym v kapitole 4.2.4 byly 2ji$t rozdily absorbanceAf)
reakéni smeési v case 0 a 4 minuty vzdy ve 4 paralelnichiemich pro kazdy substrat a
mikrosomy. Z pimérnych hodnot AA vztazenych na 1 minutu byly vypibany
koncentrace NADPH #emenéného hem oxidoreduéni reakce v jednotlivych
vzorcich dle Lambert-Beerova zdkona. Nastebgla vyjadena enzymova aktivita a

specificka enzymova aktivita mikrosomalnich redsktgednotlivych mikrosomech.

Touto metodou nebyla detekovana zadna reédiulaktivita 1B-HSD 1 Vaci
metyraponu (prawpodobré z divodu nizSi citlivosti spektrofotometrické metody),
proto jsou dale uvata pouze data a vysledky pro redukci 4-pyridinkaabdehydu
mikrosomalnim enzymem o3HSD. Aktivita 113-HSD 1 byla zjifovana inkubaci

s oracinem a naslednou HPLC analyzou (viz kap&da.
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Tabulka 1717. Namsiené hodnoty AA/min a vypditané aktivity 8-HSD

v jednotlivych mikrosomalnich frakcich.

Vzorky AA{miln c” Enzymova Specificka enzymova
[min™] | [nmol/ml] | aktivita ™ [mU] aktivita ™ [mU/mg]

A K 0,0051 0,81 80,7 + 8,8 156+ 1,7
A DAU 0,2 0,0070 1,12 1116 £ 11,7 18,7+ 2,0
A DAU 1,0 0,0056 0,90 89,7124 145+2,0
A DOXO0,2 0,0078 1,24 123,6 + 25,2 19,8 +4,0
A DOX 1,0 0,0061 0,98 97,7 + 14,7 16,2+24
AORO,2 0,0056 0,89 88,7+19,6 9,8+22
AOR1,0 0,0048 0,77 76,8+9,4 11,2+14
B K 0,0025 0,40 39,9 +3,3 7,4+0,6

B DAU 0,2 0,0028 0,45 449 + 3,8 8,3+0,7
B DAU 1,0 0,0028 0,44 43,9+0,0 8,8+0,0
B DOX 0,2 0,0028 0,44 439 +4,6 8,7+0,9
B DOX 1,0 0,0023 0,37 37,2+2,3 6,9+04
BORO,2 0,0030 0,48 47,8 +5,6 93+1,1
BOR 1,0 0,0031 0,50 49,8+ 6,9 102+1,4
CK 0,0026 0,41 41,4+ 8,2 75+15

C DAU 0,2 0,0030 0,48 47,8+0,0 9,1+0,0

C DAU 1,0 0,0029 0,47 46,9 + 8,8 85+1,6

C DOX 0,2 0,0030 0,48 47,8 +0,0 8,7+0,0

C DOX 1,0 0,0021 0,33 32,9+8,2 6,5+1,6

CORO,2 0,0026 0,42 41,9+8,3 75+15
COR1,0 0,0030 0,48 47,8 +0,0 8,2+0,0

"oncentrace NADPH iemEnéného khem

z Lambert-Beerova zakona:

c[nmol/ml] =

AA/min
27001

o

10........ revod z [mol/l] na [nmol/ml]

D:Hodnoty enzymové aktivity byly ziskany dosazeninvdorce:

enzymovéaktivita[mu] = C[nmollml] 100

100....... pepaiet z 1Qul na 1ml mikroson

reakce byly ziskany dosazenim do vzorce pljhouc

"ho vztazeni vyptitané aktivity na koncentraci bilkoviny v mikrosoche byly ziskany hodnoty

specifické enzymové aktivity:

specifickéenzymovéaktivita[mU/mg] =

enzymaktivita|[muU|

konc.bilkoviny [mg/ml]
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Obrazek 1818.Grafické vyjadeni enzymové aktivity @HSD v 1ml mikrosom.

Aktivity 3a-HSD v mikrosomech inkubovanych 40 hodin s jedrgthi
cytostatiky byly porovnavany s aktivitou enzymueardnou v mikrosomech kontrolnich
(inkubovanych gistym meédiem), aby bylo moZno posoudit vliv cytdiktana aktivitu
mikrosomalni 8-HSD. Rozdily v aktivié enzymu byly statisticky zhodnoceny
neparovym Studentovym t-testem, kdy byla prokazavhgpotéza (se spolehlivosti
0,95), Ze aktivita v ovlivéenych mikrosomech je vyznamarvySsi nez v mikrosomech
kontrolnich ze stejnéady gipravenych mikrosotiin (A, B, C). Statisticky vyznamny
rozdil byl dok&dzan jen u mikros@mA DAU 0,2; A DOX 0,2; B OR 1,0. NejvysSi

aktivitu 3u0-HSD vykazovaly mikrosomy oziané jako A.

Protoze jednotlivé mikrosomalni frakce se vzajénisi koncentraci bilkoviny,
mohou byt nalezené enzymové aktivity zayéd. Proto byly aktivity &-HSD
vztazeny na koncentraci bilkoviny v danych mikrosgm Vysledné hodnoty

specifickych aktivit jsou uvedeny v tabulce 17.
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Obrazek 1919.Grafickeé vyjadeni specifické aktivity &HSD v mikrosomech.

Vyznamré zvySené hodnoty specifické aktivityn-B1ISD oproti kontrole byly
zaznamenany v ovliwmych mikrosomech A DAU 0,2; A DOX 0,2; B DAU 1,0;
B DOX 0,2; BOR 0,2 a B OR 1,0. V mikrosomech Cyiglmalezeny Zadné statisticky
vyznamné rozdily ve specifické akti&it3o0-HSD ovlivrénych mikrosond oproti

kontrole. NejvySSi specifické aktivity enzymu vykaaly mikrosomalni frakce A.

5.3 STANOVENI AKTIVITY 11 B-HSD 1 INKUBACI MIKROSOM U
S ORACINEM

Po inkubaci mikrosofin s oracinem a nasledné extrakci vyeeho DHO do
octanu ethylnatého byla provedena HPLC analyzatupgsrace f inkubaci a HPLC
byl popsan v kapitole 4.2.5. Vystupem z HPLC amalyednotlivych vzork bylo
mnoZzstvi DHO (m) detekované v objemu ti&stutém na kolonu. N&sk na kolonu
byl 100ul vzorku. Hodnoty uvedené v tabulce 18 jgpmérem ze 2 paralelnich
meieni. Mnozstvi veSkerého DHO vzniklého za 1 hodimabghajici oxidoredudni
reakce bylo fevedeno na latkové mnozZstvi (n). Z latkového mndz€dHO
vytvoieného za 1 minutu byla naslédrvyjadiena aktivita a specificka aktivita

118-HSD 1 v jednotlivych mikrosomech.
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Tabulka 1818. MnoZstvi DHO detekovanéiipHPLC analyze a hodnoty aktivy a

specifické aktivity 18-HSD 1 v jednotlivych mikrosomalnich frakcich.

vzorky m DHO n DHO" | Enzymova aktivita™ Spe_ci_ficl%enzymové
[ng/100ul] | [nmol] [pU] aktivita — [pU/mg]
AK 16,745 0,112 18,7+1,0 3,6+0,2
A DAU0,2| 22,199 0,149 24,8 +0,8 42 +0,1
ADAU1,0| 21,696 0,145 24,2 +0,7 3,9+0,1
A DOXO0,2| 22,587 0,151 25,2+0,4 40+0,1
A DOX1,0] 19,037 0,128 21,3+1,2 3,5+0,2
AORO,2 18,222 0,122 20,4+0,1 2,3+0,0
AOR 1,0 16,354 0,110 18,3+0,0 2,7+0,0
B K 24,845 0,167 27,8+19 5,1+0,3
B DAU 0,2| 22,352 0,150 25,0+0,3 4,6 +0,0
B DAU 1,0| 20,319 0,136 22,7+0,7 46+0,1
B DOX 0,2| 23,354 0,157 26,1+0,4 52+0,1
B DOX 1,0 17,912 0,120 20,0+ 0,5 3,7+0,1
B OR 0,2 23,285 0,156 26,0 £ 0,7 51+0,1
BOR 1,0 23,501 0,158 26,3+1,4 54+0,3
CK 33,485 0,225 37,4+1,3 6,8+0,2
C DAU 0,2 30,651 0,206 34,3+2,9 6,5+0,5
C DAU 1,0 28,590 0,192 31,9+2/4 58+0,4
C DOX 0,2 36,691 0,246 41,0+2,7 7,5+0,5
C DOX 1,0 10,182 0,068 11,4+0,5 22+0,1
CORO0,2 36,432 0,244 40,7 £ 0,3 7,3+0,1
COR1,0 31,448 0,211 35,1+1,3 6,0+0,2

“HpLC analyzou bylo zjisho mnozstvi DHO [ng] ve 1@0 nastiku (m). Toto mnozstvi bylo

piepaiitano na 250l jednotlivych vzorki. Celkové mnozstvi DHO vyt¥eného v jednotlivych
mikrosomech bylo fevedeno na latkové mnozstvi (n) a vygab v [nmol]. Hodnoty n byly ziskany

dosazenim do vzorce:

m[ng]EE,S

nlmol == &5

25........ pepaiet na 25Ql ptipravenych vzori
372,85..M DHO

%odnoty enzymoveé aktivity byly ziskany dosazeninmvdorce:

enzymovéaktivita [uU] = % (1001000

60......... pepaiet n DHO vytvdeného za 1 hod na n DHO vytemé za 1min
10......... pepaiet ze 10Ql na 1ml mikrosom
1000...... pevod z [mU] najU]

D]%pecifické\ enzymova aktivita byla ziskana vztazealktivity na koncentraci bilkoviny (viz 5.2).
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Obrazek 2020.Grafické vyjadeni aktivity 1B-HSD 1 v 1ml mikrosori.

V ramci stejnéfady mikrosoni (A, B, C) byly porovnavany aktivity enzymu
118-HSD 1 v jednotlivych ovlivéinych mikrosomech s aktivitou v mikrosomech
kontrolnich. Statisticky vyznamné rozdily v aktvitl13-HSD 1 byly prokazany
neparovym Studentovym t-testem se spolehlivosts Q9mikrosoni A DAU 0,2;

A DAU 1,0; ADOX 0,2; ADOX 1,0; C DOX 0,2; C OR2,

O mikrosomy AB mikrosomy BO mikrosomy C
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Obrazek 2121.Grafické vyjadeni specifické aktivity 13-HSD 1 v mikrosomech.
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Specifické aktivity 1épe ukazuji vzajemné rozdilyaktivitt enzymu, protoze
berou v Gvahu koncentraci bilkovin v mikrosomechatiSticky vyznamné zvySeni
specifické aktivity 18-HSD 1 oproti kontrole bylo prokazano se spolehdiv®,95 jen
u mikrosontét A DAU 0,2; A DAU 1,0; A DOX 0,2; C DOX 0,2 a C OBR,2. Nejnizsi
specifické aktivity byly nalezeny v mikrosomech AgjvysSi specifické aktivity
v mikrosomech C.

5.4 KVANTIFIKACE IZOLOVANE m-RNA METODOU QRT-PCR

Ke kvantifikaci m-RNA pro 1#-HSD 1 izolované z cytostatiky ovlignych a
kontrolnich hepatocyt byla pouzita QRT-PCR, jiZztpdchazela reverzni transkripce.
Princip, vlastni provedeni a postufi ppracovani vysledk QRT-PCR byly podrobn
popsany Vv kapitole 4.2.7. Jako housekeepingovy dmh sledovan gen pro
porfobilinogendeaminasu (PBGD). Pro analyzu ddtarigch z PCR byla uzita metoda
relativni kvantifikace - tzv. 2% metoda.

V dok& vzniku této diplomové prace byly k dispozici vya#g kvantifikace
m-RNA pro 1B-HSD 1 pouze u vzotkuvedenych v tabulce 19. Mediatorova RNA
izolovana z hepatocyt A a B ovlivnenych daunorubicinem a doxorubicinem
o koncentraci 0,2 a 1,0uM bylargdlana ke kvantifikaci, pro tuto praci vSak zatim
nebyly vysledky jejich PCR analyzy dostupné.

Tabulka 1919.Hodnoty G pro 1B-HSD a PBGD a % exprese genu pr@-HSD.

VZOfky CT(HSD) CT(PBGD) AACt 2-AACT % exprese
AK 21,18 22,30 0,00 1,00 100
AORDO,2 21,43 22,66 -0,11 1,08 108
AOR1,0 21,69 22,47 0,34 0,79 79
B K 21,80 22,02 0,00 1,00 100
B OR 0,2 21,69 22,50 -0,59 1,51 151
BOR 1,0 21,26 22,10 -0,62 1,54 154
CK 20,74 22,19 0,00 1,00 100
C DAU 0,2 21,48 22,27 0,66 0,63 63
CDAU 1,0 21,74 22,18 1,01 0,50 50
C DOX 0,2 21,30 22,37 0,38 0,77 77
CDOX1,0 25,11 25,92 0,64 0,64 64
CORO,2 21,03 22,24 0,24 0,85 85
COR1,0 21,62 22,11 0,96 0,51 51
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Hodnoty 2*%; u kontrol jsou vzdy 1,00. Aby bylo moZno povaZoeapresi
genu pro 1f-HSD 1 v hepatocytech ovli¢nych sledovanymi cytostatiky za vyznainn
zvySenou oproti expresi v hepatocytech neowch, néla by byt hodnota 2°;
alespa 2,00.

Exprese genu pro BIHSD 1 v hepatocytech ovlignych cytostatiky byla

vyjadiena procentuatn (100% pedstavuje expresi Vv hepatocytech cytostatiky
neovlivnénych).

O hepatocyty Al hepatocyty B hepatocyty C

180
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80
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K DAU 0,2 DAU 1,0 DOX0,2 DOX10 ORO02 OR10
hepatocyty

% exprese genu pro 1g-HSD

Obrazek 2222 .Grafické znazorni genové exprese gHSD 1.

Dostupné vysledky PCR byly z&r& nejednotné. Exprese genu prg3d4SD 1
v hepatocytech C inkubovanych se sledovanymi cgtibst byla v porovnani s expresi
stejného genu v kontrole ve vSedtipadech niZsi. Vyraziji zvySenou expresi genu pro

118-HSD 1 vykazovaly hepatocyty B ovligné oracinem o koncentraci 0,2uM (151%)
a 1,0uM (154%).
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6 DISKUSE

Cilem této diplomové prace je zjistit vliv antradiylovych antibiotik
doxorubicinu a daunorubicinu a nového potencialnibgtostatika oracinu na
mikrosomalni reduktasu karbonylové skupinyiydroxysteroiddehydrogenasu typu 1
(113-HSD 1). Téma prace vychazi z jiz znamych pozhatk biotransformaci
antracyklimi a oracinu. Vyznamnou cestou biotransformace jakraayklini, tak
oracinu je redukce karbonylové skupiny v jejich eknlle na hydroxyskupinu. Byla
prokdzana zasadni role 3#HSD 1 v detoxikaci oracinu, kdy je oracin konveda na
chirarni metabolit 11-dihydrooracin redukci karblmwg skupiny v poloze C11 [82-84].
Vzhledem k chemické strukie antracyklifi (pfitomnost karbonylu v postrannim
fetézci molekuly) se v jejich biotransformaci na mikoosalni arovni pedpoklada &ast
118-HSD 1 [39,40,137]. Indukce cytosolickych i mikrosélnich reduktas karbonylu
jiz byla predmétem zajmurady studii. Ukazalo se, Ze nejen cytosolické (CRRA,
DD2), ale i mikrosomalni reduktasy jsou indukovaéldaunorubicinem [42,52].
Vysledky studia induéniho vlivu daunorubicinu, doxorubicinu a oracinuIi-HSD 1
by mohly byt ginosem pro dopkmi poznatk o reduknim metabolismuéthto latek.

Pro posouzeni ovlivimi genové exprese BHSD 1 a jeji aktivity bylo zvoleno
n¢kolik metod blize popsanych v experimentaiasti (kapitola 4). Vliv cytostatik na
118-HSD 1 byl zji¥ovan ve tech na sob nezavislych experimentech (A, B, C), které
byly vyhodnoceny zvld8 Pokusy byly realizovanin vitro za vyuziti primarni kultury
hepatocyi izolovanych z jater zdravych satnlaboratorniho potkana. Hepatocyty byly
inkubovany 40 hodin (37°C, atmosféra s 5% O Zivnym médiem obsahujicim
daunorubicin (DAU), doxorubicin (DOX)i oracin (OR) o koncentracich 0,2 a d\0.
Nékteré hepatocyty byly inkubovany pouze€istym médiem. Ty nebyly cytostatiky
ovlivnény a slouzily jako kontrola, se kterou se poroviyednotlivé vysledky.

Dil¢im cilem bylo zjistit, zda vlivem ifftomnosti cytostatika v Zivném médiu
hepatocyli vzrostla aktivita 13-HSD 1. Pro tento d&el byly z hepatocyt pripraveny
mikrosomalni frakce. V kazdé ziskané mikrosoméhakdi (A, B, C ovlivrené i
neovlivnené) byla stanovena koncentrace bilkovin, jejiz lgnbylo vyuzito pro
vyjadieni specifické aktivity sledovaného enzymu. Aktvinikrosomalni reduktasy
karbonylové skupiny 13HSD 1 byla zjiovana jednak spektrofotometricky s vyuzitim
pravdépodobného substratu metyraponu a jednak byla pemaedPLC analyza po

inkubaci mikrosom s oracinem.
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Pri pouziti spektrofotometrické metody pro zist aktivity 113-HSD 1 nebyla
ani v kontrolnich ani v cytostatiky ovlignych mikrosomech detekovana Zzadné redukce
metyraponu. Spektrofotometricky se ptilastanovit v jednotlivych mikrosomech jen
aktivitu 30-HSD pro 4-pyridinkarboxaldehyd, ktera byla 2pg8ana za &elem owieni
pouzitelnosti spektrofotometrické metody pro stardv aktivit mikrosomalnich
reduktas. V naSemiipact se tedy spektrofotometrie dskila jen pro uéeni aktivity
30-HSD, zatimco pro stanoveni aktivity ffHSD 1 se ukazala byt nedostat&
citlivou. Ugast 3-HSD na redukci karbonylové skupiny antracyklia oracinu neni
prokdzadna, tudiz neni moZno zrgemych aktivit 3-HSD usuzovat na
daunorubicinem, doxorubicinem ¢i  oracinem  navozenou indukci  jejich
biotransformanich enzyn.

NejvysSi aktivity 3-HSD byly @i pH 6,0 nangfeny u mikrosom A. Aktivity
signifikantre vysSi oproti kontrole byly nalezeny jen v mikrosmh A ovlivrenych
doxorubicinem a daunorubicem o koncentracil®2x v mikrosomech C inkubovanych
v pfitomnosti oracinu o koncentraci 4)d. PrestoZze byly mikrosomalni frakce
piipravovany stale stejnym #pobem, koncentrace bilkovin (a tudiz i enzyrbyla
u jednotlivych vzork odliSna, a to i vramci stejngady (A, B, C). Pro fesrgjsi
porovnani byly jednotlivé aktivity enzymu vztazema 1mg bilkovin. Takto byly
ziskany udaje o specifické akt&iénzymu v mikrosomech. NejvysSi specifické aktivity
30-HSD vykazovaly mikrosomalni frakce A. VyznaiavySena specificka aktivita
30-HSD oproti kontrole byla zaznamenana v mikrosomegh ovlivnénych
doxorubicinem a daunorubicinem o koncentracuM2v mikrosomech B ovlivénych
doxorubicinem 1,0M, daunorubicinem O@EM a oracinem 0,2 i 1M.

V mikrosomech C nebyly nalezeny Zadné statistickgnamné rozdily ve specifické
aktivité¢ 30-HSD v ovlivnenych mikrosomech oproti kontrole.

ProtoZe se nepotib zjistit redukeni aktivitu 1B-HSD 1 vi¢i metyraponu
spektrofotometrickou metodou, byly mikrosomalnkfra inkubovany s oracinem, ktery
je vyznamnym substratem proftHSD 1. MnoZstvi oracinu, které byl@hem reakce
zredukovano na 11-dihydrooracin, bylo detekovanomiatograficky za vyuziti HPLC.
Tato metoda je vysoce citliva a poskytla ndm infacen o aktivié 113-HSD 1
v jednotlivych  mikrosomalnich  frakcich. NejvySSi tigky byly nalezeny
v mikrosomech C, vyjimku tiida mikrosomalni frakce ovliwina doxorubicinem
o koncentraci 1,0M, kde byla aktivita 1f-HSD 1 vyraz& niZSi v porovnani

s kontrolou. Statisticky vyznamné zvysSeni aktidtgdovaného enzymu oproti kontrole
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bylo prokdazano u mikrosaim A inkubovanych v fitomnosti daunorubicinu a
doxorubicinu o koncentraci 0,2 i 1,0uM a u mikroso@ovlivrénych doxorubicinem a
oracinem o koncentraci 0,2uM. V mikrosomech B awiwch cytostatiky se hodnoty
aktivit 113-HSD 1 podobaly aktivét zjiSttné v mikrosomech neovli¥nych.

Vztazenim aktivity enzymu v jednotlivych mikrosomih frakcich na
koncentraci bilkoviny byly ziskany specifické alityv NejvySSi specifické aktivity
118-HSD 1 vykazovaly mikrosomyfady C s vyjimkou mikrosofnh ovlivnénych
nantieny v mikrosomech A. V rdmci stejitéddy gipravenych mikrosotin (A, B, C)
byly srovnavany specifické aktivity $AHSD 1 detekované v jednotlivych ovligmych
mikrosomech se specifickou aktivitou enzymu v kolmich mikrosomech.
Signifikantre  vysSi  hodnoty specifické aktivity [RIHSD 1 byly zjiSény
u mikrosondt A ovlivnénych doxorubicinem o koncentraci M, daunorubicinem
o koncentraci 0,2 i 1M a u mikrosoni C ovlivnénych doxorubicinem a oracinem
o koncentraci 0,2uM.. Specifické aktivity@HSD 1 v ostatnich mikrosomech byly jen
nevyznamg vysSSi nebo dokonce nizSi nez v kontrolnich miknesoh. Porovnanim
pasobeni doxorubicinu, daunorubicinu a oracinu o kot@ci 0,2 a 1M na
specifickou aktivitu 1f-HSD 1 v mikrosomech A, B a C bylo zjigb, ze se jejich vliv
¢asto tiznil v kazdém z pokus Nag. v mikrosomech A daunorubicin v koncentraci
0,2uM specifickou aktivitu zvysil, v mikrosomech B a jCnhaopak snizil (i kdyzZ jen
nepatri).

K posouzeni vlivu antracyklin a oracinu na genovou expresiBIHISD 1
v potkanich hepatocytech byla na pracovisti Vyzkéahmuastavu veterinarniho lékévi
v Brné provedena kvantitativni PCR v realnémse. Tato metoda je velicéegna a
citliva, proto je v dnesni délsiroce vyuzivana. Vlastnimu provedeni PGRdghazela
izolace kompletni RNA z cytostatiky ovlignych i kontrolnich hepatodyta reverzni
transkripce, fi niz byla sledovand m-RNAfgpsana do c-DNA, ktera poté slouzila jako
templat v pabéhu QRT-PCR. Vysledky PCR analyzy nebyly v dobzniku této
diplomové prace kompletni, RNA izolovanad z hepatibcA a B ovlivrenych
daunorubicinem a doxorubicinem o koncentraci 0,21,eauM byla pedana ke
kvantifikaci, avSak jeji vysledky ndm zatim nebildispozici. Dostupné vysledky byly
nejednotné a nejednozme. V hepatocytech A ovlivmych oracinem o koncentraci
0,2uM byla exprese genu pro -HSD 1 jen nevyznan#hzvySena, fisobeni oracinu

o koncentraci iM na hepatocyty A zjsobilo dokonce pokles genové exprese oproti
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kontrole. Také v hepatocytech C ovlénych sledovanymi cytostatiky byla exprese
genu pro 1f-HSD 1 nizSi neZ u hepatodytcytostatiky neovlivéinych. Odlisné
vysledky byly ziskany u hepatodyB, které po ovliveni oracinem vykazovaly
vyrazrejSi vzestup exprese sledovaného genu (15#i%aomcentraci 0,2M a 154% pi
koncentraci 1,0M). Aby bylo mozno hoviit o signifikantni indukci, musela by byt
exprese sledovaného genu v ovéimyich hepatocytech alespadvojnasobna oproti
kontrole a musela by byt potvrzena i v opakavarovedenych pokusech. Nami
provedenymi experimenty nebyla indukcepdilydroxysteroiddehydrogenasy typu 1
na genové urovni potvrzena u Zzadného ze zkoumanytolstatik.

Je teba zminit, Ze u hepato@yC ovlivrénych doxorubicinem o koncentraci
1,0uM doslo s nejutSi pravépodobnosti v pibéhu jejich gipravy k chyl. Tato
domrénka vznikla na zakladjiz vySe zmigné skuténosti, Ze specificka aktivita
118-HSD 1 stanoven& v mikrosomech ziskanyckéchtb hepatocyt byla vyrazi nizsi
nez v ostatnich mikrosomech C, a podporuje ji fad, i hodnota € zjiSttna pi
QRT-PCR zd&chto hepatocyt izolované RNA byla naprosto odliSna od Godnot
RNA izolovanych z ostatnich hepatogy®.

Vzhledem ke zréné nejednotnym a nejednozireym vysledkm jak stanoveni
aktivity 11B3-hydroxysteroiddehydrogenasy typu 1, tak i kvakdifie exprese genu pro
tento enzym, se nepadda vtéto diplomové praci prokazatékterymi studiemi
vyslovenou hypotézu, Ze daunorubicin, doxorubicioracin maji indu&ni vliv na
mikrosomalni reduktasu karbonylu fEHSD 1. Ztohoto vysledku vSak nelze
vyvozovat kon&né zavry. Je nutné podotknout, Ze pouZzité metody (zj. P{SRBu
vysoce naréné na pesnost a rychlost, a tudiz i sebemensStemmst v provedeni prace
se projevi ve vysledcich experimentu. Pro ¢8gsg zvladnuti &kterych pouzitych

postum a metod je&asto zapdebi i ukité zkuSenosti a praxe.
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7 ZAVER

Na zaklad provedenych experimenta vyhodnoceni jejich vysledkjsme

dosgli k nasledujicim za&sram:

V mikrosomalnich frakcich potkanich hepatdgcybvlivnénych daunorubicinem,
doxorubicinem a oracinem o koncentraci 0,2 a 1,0pb v rekterych gipadech
zaznamenano statisticky vyznamné zvysSeni specifaiévity 113-HSD typu 1
oproti mikrosonim cytostatiky neovlivenych. ZvySeni aktivity 13-HSD 1
v disledku misobeni jednotlivych cytostatik vSak nebylo viech samostatn
provedenych pokusech jednotné, nelze tedy vyvozgeainozna&né zavry

o indulkenich schopnostech sledovanych cytostatik.

Po izolaci celkové RNA z hepatoéytovlivnénych sledovanymi cytostatiky
a z hepatocyt neovlivrenych byla kvantifikovana m-RNA pro BIHSD 1.
Vysledky nepotvrdily pedpoklad o indukci této mikrosomalni reduktasy

karbonylové skupiny vlivemisobeni daunorubicinu, doxorubicinu ani oracinu.

Vtéto diplomové praci nebyl prokazan jednaama a vyrazny vliv

daunorubicinu, doxorubicinu a oracinu na aktivituexpresi 1§-HSD 1 potkanich

hepatocyi.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

S5-HT
AKR
ALR
ANT
BCA
BSA
CR
CSF
CYP450
dATP
DAU
dCTP
DD
dGTP
DHO
DNA
DOX
dTTP
E-20-M
EGTA
ER
FBS
G-CSF
GIT
Gly
GM-CSF
GR
GSH
HPLC

HSD
IL

5-hydroxytryptamin (serotonin)
aldo-ketoreduktasy (Aldo-Keto Reductase supwifig
aldehydreduktasa

antracyklin(y)

bicinchoninov4 kyselina

howzi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)
karbonylreduktasa

faktor stimulujici kolonie (Colony-Stimulatif@ctor)
cytochrom P450

deoxyadenosintrifosfat

daunorubicin

deoxycitidintrifosfat

dihydrodioldehydrogenasa
deoxyguanosintrifosfat

11-dihydrooracin

deoxyribonukleova kyselina

doxorubicin

deoxythymidintrifosfat
ekdyson-20-monooxygenasa
ethylenglykol-big§-aminoethylether)-N,N'-tetraoctova kyselina
endoplazmatické retikulum

fetalni howzi sérum (Fetal Bovine Serum)

faktor stimulujici granulocytové kolonie
gastrointestinalni

glycin

faktor stimulujici granulocytové-makrofagdu@onie
glukokortikoidni receptory

glutathion

vysokodinna kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)
hydroxysteroiddehydrogenasa

interleukin
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konc.
LRP
Lys
MDR
MIK
MR
m-RNA
MRP
MTT
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
NNK
OR
PBGD
PCR
P-gp
QRT-PCR
RNA
RNasy
SDR

Ser
SOD
TEA
Tyr
UDP

kontrola

koncentrace

Lung Resistance related Protein

lysin

mnoha@etna |ékova rezistence (MultiDrug Resistance)
mikrosomy

mineralokortikoidni receptory

mediatorova RNA (Messenger RNA)

protein sdruzeny s MDR (Multidrug Resistancseasated Protein)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetraiom bromid
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana fohma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovana fam
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukoaiorma)
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon

oracin

porfobilinogendeaminasa

polymerasovéetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
P-glykoprotein

kvantitativni PCR v realnérase (Quantitative Real-Time PCR)
ribonukleova kyselina

ribonukleasy

dehydrogenasy/reduktasy s kratkg®zcem

(Short-chain Dehydrogenase/Reductase superfamily)

serin

superoxiddismutasa
triethylamin
tyrosin

uridindifosfat
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