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ABSTRAKT

Diplomova préace uvadi prehled cytotoxickych latek biologického plvodu. Tyto latky jsou
izolovany predevsim z rostlin, ZivoCichll a mikroorganismU a ve vétsiné pripadl jsou pouZivany
k [é¢bé rakoviny. Hlavnim znakem rakoviny jsou nekontrolované se mnozici buriky a lécba je
zameérend proti témto bunkam. Nékteré z latek jsou dnes pouzivané v klinické praxi, nékteré jsou
v klinickém zkouSeni a nékteré ve fazi vyvoje. NejcastéjsSim zplsobem vzniku novych latek je
modifikace struktury jiz znamych [atek. Cilem této prace je shrnuti zdkladnich informaci o
nejznaméjsich cytotoxickych latkach biologického plivodu, predevsim se zamérenim na jejich

biologicky ucinek, strukturu a klinické pouziti.

KLICOVA SLOVA: kancerogeneze, nador, rakovina, cytotoxické latky, rostliny, tubulin,

topoisomeraza

ABSTRACT

This thesis shows summary of the cytotoxic substances of biological origin. These
substances are primarily isolated from plants, animals and microorganisms, and in most cases are
used for treating cancer. The main sign of cancer is uncontrolled proliferating cells and treatment
is directed against these cells. Some of the substances are used today in clinical practice, some are
in clinical testing and in some stage of development. The most frequent way to form new
substances is a modification of the structure of a substance, that has already known. The aim of
this work is to summarize the basic information about the most famous cytotoxic substances of

biological origin, mainly focusing on their biological action, structure and clinical use.

KEY WORDS: cancerogenesis, tumor, cancer, cytotoxic compounds, plants, tubulin,

toposimerase
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1. UVOD

Cytotoxické latky jsou latky, které rliznymi mechanismy zpUsobuji zanik bunék, a to jak
nadorovych, tak normalnich. Zanik bunék je ve vétsiné pripadd neZadouci, ale existuji situace,
kdy je smrt bunky pfinosem. Takovou situaci miZe byt napriklad rakovina. Hlavnim znakem
rakoviny jsou nekontrolované rychle se délici buriky (nddorové), které ztratily schopnost zaniknout
pfirozenym naprogramovanym bunéénym zplsobem (apoptdzou). V tomto pripadé je zastava
déleni téchto bunék pfinosna.

Rakovina je druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti (u dospélych hned po chorobach srdce
a cév, u déti hned po drazech). V Ceské republice se nddorové onemocnéni objevi u 2 - 5 pacientd
z tisice. Se 75 novymi pripady na 100 tisic obyvatel za rok je Ceskad republika svétovym
rekordmanem v po¢tu nadorl tlustého stfeva. Nadory se podle biologického plvodu déli na
maligni a benigni. Benigni nador je nezhoubny, kdezto maligni je zhoubny a vyznacuje se
predevsim agresivnim rlstem, utlacovanim okolni tkané a zakladanim dcefinych loZisek
(metastaz). Rakovina nepredstavuje jen fyzickou zatéZz pro pacienta, ale také psychickou.
Psychicka zatéz se netyka jen samotného pacienta, ale celého jeho blizkého okoli.

Cilem prace je vytvorit prehled nejznaméjsich a klinicky nejpouzivanéjsich cytotoxickych
latek biologického plvodu. U dané latky se zaméfuji pfedevsim na jeji zdroj, strukturu, biologicky
ucinek, klinické poufziti a jeji strukturni derivaty. VSechny struktury uvedené v této préci jsou
nakresleny v programu Chemsket.

V prvni ¢asti diplomové prace je kratce rozebrana problematika nddorového onemocnéni
jako je molekuldrni podstata kancerogeneze, mechanismus vzniku nadord, klasifikace nadoru
a také rizikové faktory pro vznik nadord. Je zde zminéno par vnéjsich faktord, jako napf. koureni,
zareni, toxické latky v okoli. Geneticka predispozice ma na jedince velky vliv a patfi mezi vnitini
rizikové faktory. Geneticka predispozice se mize, ale taky nemusi za cely Zivot projevit. Pokud se
projevi, vétSinou se tak stavd v kombinaci s nékterymi vnéjsimi rizikovymi faktory. Ve stru€nosti
jsem uvedla i obecné principy onkologické IéCby.

V dalsi c¢asti se nachazi prehled cytotoxickych latek, které maji biologicky plvod. V této
praci vénuji veskerou pozornost rostlinam, ZivoCichlm a mikroorganismim stim, Ze nejvétsi
pozornost je vénovana rostlinnému plvodu. U konkrétni latky je zminény hlavné
farmakodynamicky ucinek a jeji struktura.

Cytotoxické latky z prirodnich produktl maji alespon v oblasti chemoterapie rakoviny
omezenou rozpustnost ve vodnych rozpoustédlech, malé terapeutické indexy a jsou to vétSinou
velmi silné latky. Tyto faktory maji za nasledek zanik rady Cistych ptirodnich produkt(. Nékteré

slouceniny izolované z rostlin, které nemohly slouZit jako 1ék, dnes poskytuji struktury pro vyvoj
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potencialnich novych latek. Pomoci novych technologii jsou tedy modifikaci latek, které nesplnily
drivéjsi klinické studie, vyvijeny nové ucinnéjsi slouceniny. Schopnost pfipojit latku na molekulu
nosice a nasmeérovat ji do konkrétniho nadoru, se ukazuje jako slibnd metoda pro zacileni vysoce
cytotoxické prirodni latky do nador(, pficemz se zabrani jejim toxickym vedlejsSim ucinkim na
normalni zdravou tkan.

V dnesni dobé se vterapii rakoviny preferuje predevsSim kombinovana lécba, kterd
zahrnuje kombinace nékterych z téchto terapii: chirurgickou Ié¢bu, radioterapii, chemoterapii,

farmakoterapii a tzv. podpuirnou (symptomatickou) IéCbu.



2. MOLEKULARNI PODSTATA KANCEROGENEZE

Nador (zndmy také pod pojmem tumor, neoplazma, novotvar) je abnormalni tkan
v mnohobunééném organismu, kterd v tomto organismu nema zadnou fyziologickou funkci a roste
neregulovanym zpUsobem.
Kancerogeneze je proces, jimz vznikd a vyviji se nador. Tento proces ma dva zakladni rysy,
které jsou duleZité k pochopeni jeji molekularni podstaty:
e Podstatou kancerogeneze jsou genetické a vzacnéji také epigenetické zmény
e Pouze jedind mutace nestaci k preméné normalni bunky v buiiku plné maligni,
protoZe proces onkogenni transformace je vicestupfiovy. K rozvoji pIné maligniho
fenotypu je nezbytnd kumulace nejspi§ 4 az 8 rGznych genetickych nebo

epigenetickych zmén v burice. *

2. 1. BUNKA

Burika (cellula) je nejmensi, standardni, jadro obsahujici jednotka organism(, vykazujici
zakladni vitalni funkce (tj. rdst, metabolismus, drazdivost, rozmnoZovani, a pohyb), jez je za
urcitych podminek schopna samostatné existence (napf. kultivace in vitro).

Tvar, velikost a Zivotnost bunék je velmi rozmanita. Tvar bunék neni staly, mlze se ménit.
Zavisi na prostiedi a funkénim stavu bunék.

Prlmérna velikost bunék lidského organismu se pohybuje mezi 10 - 30 um.
Zivotnost bunék kolisa fadové od hodin aZ po roky.

Burika se sklada z jadra a cytoplazmy. Integritu buriky a jeji kontakt s okolim zabezpeduje
bunécna membrana (plazmalema). Bunécné organely predstavuji konstantni soucast cytoplazmy
a vykonavaji vétsinou funkce vyZadujici pfisun energie.

Podle pfitomnosti nebo neptitomnosti ohraniujici membrany lze bunécné struktury
rozdélit:

e membranové (plazmalema, granuldrni endoplazmatické retikulum, hladké
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, lyzosomy, endosomy,
peroxisomy)

e bez membrany (ribosomy, mikrotubuly a centriol, filamenta).?



vakuola had. stfedni lamela

bunécna sténa

mitochondrie :
a {J'k‘ﬁ?

diktyozém A .

vakuola ’ plastidy

chromatin plazmodezmy

jadérko diktyozém

jadro en(_:loplazmatické
retikulum

Obr. 1: Stavba buriky *

2. 2. NADOROVA BUNKA

Nador je komplexni tkan, kterd kromé nadorovych bunék obsahuje také dalsi
komponenty, jako napf. podplrné burky, endotelové buriky, buriky imunitniho systému,

extracelularni matrix a fadu dalgich. *

A) B)

fibroblasty -

nadorové buriky - nadorové burky -

buriky imunitniho systému

Obr. 2: Nador jako komplexni tkan. (a) zjednodusené chdpdni nadorld jako soubor

nadorovych bunék, (b) komplexni chapani nadoru. *
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Nadorové bunky maji schopnost se neomezené délit, jsou rezistentni k apoptdze a maji

neomezeny replikacni potencidl. Jejich schopnost zvétSovat svou masu zavisi na pfistupu ke

krevnimu systému, jen tak mohou nadorové bunky ziskdvat kyslik a Ziviny a zbavovat se

metabolického odpadu. *

proces

b&hem nich? se odehravaji urcité déje charakteristické pro vyvoj nadorového onemocnéni. »*

Vyvoj nadoru je vicestuprniovy proces, je k nému potieba kumulace zmén a je to zpravidla

dlouhodoby. Kancerogeneze zahrnuje tfi zakladni faze: iniciaci, propagaci a progresi,

INICIACE (délka trvani: az 30 let)
poskozeni DNA

mutace v cilovych genech
aktivace protoonkogent
inaktivace supresorovych gent(

bunécna replikace a fixace mutaci

PROPAGACE (délka trvani: az 10 let)

klonalni expanze iniciovanych

i *

A
kmenovych bunék e

gl

zahajeni vyvoje benigniho nadoru

PROGRESE (délka trvani: az 5 let)
zmény v expresi enzymu
proteolyza

naruseni adheze

invaze

migrace

metastazy **

Obr. 3: Vicestupriovy proces kancerogeneze *
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2. 3. POSKOZENI GENOMU BEHEM KANCEROGENEZE

Genetickd informace je v lidskych bunkach zakédovana v primarni struktufe DNA.
Za zakladni jednotky genetické informace jsou povaZovany geny. Kazdy gen kdduje specificky
produkt, RNA nebo protein zastavajici v burice unikatni funkci. VSechny buriky v téle (véetné napfr.
vysoce specializovanych neuron( a hepatocytt) obsahuji stejnou genetickou informaci, ale odlisuji
se expresnimi profily, coZ znamena konfiguraci gend, jez dana burnka ,pouZivd” (vyjimku tvofi

T- a B- lymfocyty, u nich? dochazi k prestavbam gen(i pro antigenné specifické receptory).*

2. 4. STRUKTURA LIDSKEHO GENU

Na rozdil od genl prokaryotickych organism, které tvori nepferusovany sled nukleotid(
s kédujici funkci, jsou sekvence eukaryotickych organism kédujici (véetné lidskych), pferusované
sekvencemi nekddujicimi. Nekdduijici se nazyvaji introny a kddujici sekvence jsou exony. Introny se
spolecné s exony prepisuji do tzv. primdrniho transkriptu RNA, ale jesté v jadre jsou introny
vystfizeny a exony jsou spojeny dohromady procesem, ktery se nazyva sestfih RNA. Tahle zrala
MRNA je potom podrobena translaci. Jestlize vlastni syntéza RNA zacdind na tzv. startovacim
nukleotidu (+1), potom se v oblasti proti sméru transkripce nachazi promotor. Promotor se sklada
ze sekvenci nukleotidd, které odpovidaji za vazbu bazalnich transkripénich faktord, navadi RNA
polymerdzu na promotor a ke startovacimu nukleotidu, a tim umoznuji zacatek transkripce.
Transkripcni aktivita jednoho genu (tzn. rychlost syntézy jednoho transkriptu) muize byt urcena
nékolika rdznymi transkripénimi faktory najednou a musime vzit v potaz také jejich vzajemné
interakce. Dalsi regulacni sekvence, jez se mohou podilet na zvyseni transkripéni genové aktivité,
jsou zesilovace (=enhancery). Tyhle nukleotidové sekvence mlizeme najit ve velké vzdalenosti od

startovaciho nukleotidu, a to jak ve sméru transkripce, tak v protisméru transkripce. *
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2. 5. MUTACE BEHEM KANCEROGENEZE

Pro spravnou funkci protein( v burice je nezbytné presné zachovani jejich struktury
a zachovani spravného mnoiZstvi. BEhem kancerogeneze jsou uplatfiovany jak mutace ménici
strukturu postizenych proteind (kvalitu), tak i mutace ménici miru jejich exprese (kvantitu).
Mutace (genetické zmény), jeZ jsou soucasti kancerogeneze rozdélujeme do nékolika kategorii:

e Chromozomalni translokace

Jsou to fuze rGznych chromozém( nebo jejich casti. Na molekularni Grovni mohou tyto
translokace zpUsobit fuzi dvou nesouvisejicich gend, a tim vznik chimérického proteinu, ktery ma
transformujici vlastnosti. Prikladem je Philadelphia chromozdm vyskytujici se u nékterych pripad
chronické myeloidni leukémie. Na chromozomalni Urovni se jedna o fuzi chromozém( 9 a 22 a na
molekuldrni drovni vznika chiméricky protein, ktery je tvofen C-koncem proteinu c-Abl (kddovan

genem na chromozdmu 9) a N-koncem proteinu BCR (kédovan genem na chromozému 22). %>

zménény chromozom 9

normalni
chromozom 9 zlom chromozomu
zZménény
normalni chromozom 22
chromozom 22 (chromozom
Philadelphia)
- | ber - abl

Obr. 4: Znazornéni pribéhu translokace chromozému 9 a 22. Translokace Philadelphia
chromosomu probihd mezi ABL-1 onkogenem (na dlouhém rameni chromozému 9) a zlomem
klastrové oblasti- BCR (na dlouhém rameni chromozédmu 22), coZ ma za nasledek vznik fuzniho

genu BCR-ABL. BCR-ABL kdduje onkogenni protein s tyrosin kindzovou aktivitou. ®
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e Malé zmény v sekvenci nukleotidt

Mezi tyto zmény patfi bodové mutace, aberace, delece nebo inzerce. Mohou byt vysledkem
neopraveného poskozeni DNA zarenim nebo nékterymi chemickymi Ccinidly. Nejcastéji
poskozenymi geny jsou napf. geny K-ras (mutace az uz 80 % nadord pankreatu) a p53 (u rliznych
nadord). !

e Zmény v poctu chromozému

Tyto zmény predstavuji bud’ ztratu, nebo ziskani celych chromozém( — aneuploidie. Tyto
zmény jsou bézné témér u vSech nadort a mimo jiné mohou usilovat o inaktivaci (deleci) nebo
naopak o zmnoZeni konkrétniho genu lokalizovaného na daném chromozému. Pfikladem mize
byt ztrata chromozému 10 u oligoblastomd, jeZ zpusobuje inaktivaci nadorového supresoru PTEN
nebo zisk chromozédmu 7 u karcinomu papily ledviny souvisejici s duplikaci mutantniho genu MET.
1

e Amplifikace genii

Timto procesem nastdva aberantni vytvoreni vice kopii téhoZ genu, ktery jinak nenese zadné
dalsi mutace. IdedInim prikladem genu, jenZ je u nékterych nadorG amplifikovan, a tim pfrispiva

k procesu kancerogeneze je N-myc (pfiblizné u 30 % pokrocilych neuroblastom).*

Dalsimi mechanismy, jeZz ovliviiuji genom, jsou epigenetické mechanismy, které ale
nepusobi pfimou zménu nukleotidové sekvence. V kancerogenezi se z téchto mechanism{ nejvice
uplatriuje aberantni metylace na sekvencich CpG. Kdy metylace DNA se uplatnuje hlavné ve formé
aberantni hypermetylace a nasledné inaktivace nékterych nadorovych supresort. Pfikladem je
forma inaktivace genu RB u retinoblastom, nebo také inaktivace genu VHL (von Hippel-Lindau) u
nadord ledvin. !

Mutace souvisejici s kancerogenezi nastavaji zejména ve dvou typech gen(, a to v tzv.
protoonkogenech a antionkogenech (nadorovych supresorech). Podili se predevsim na bunécné
proliferaci, ale v SirSim smyslu jsou povaZovany za geny, jejichZ mutace se podili na preméné
normalni bunky v bufiku nadorovou. Jejich Ucinky jsou protikladné:

e Protoonkogeny koduji proteiny zpUsobujici aktivaci bunécného cyklu a stimulaci
proliferace. Jejich mutace jsou dominantni (aktivujici) a nachazi se vyhradné

v somatickych nadorovych burikach (az na par vyjimek).

e Antionkogeny tlumi proliferaci a udrZuji buniky v klidové fazi. Jejich mutace jsou recesivni

(inaktivujici) a vyskytuji se v burikach somatickych, ale midzeme je najit i v heterozygotnim

stavu v bunkach zarodecénych. Je dlleZité, aby probéhla inaktivace obou alel daného genu.
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To znamena3, Ze po mutaci prvni alely a navozeni heterozygotniho stavu musi probé&hnout

je$té mutace nebo ztrata druhé alely, tzv. ztrata heterozygotnosti.

Bylo nalezeno velké mnoiZstvi gen(, které mohou byt u nadorl mutovany a mohou tak
prispivat k procesu kancerogeneze. Dokonce i nadory, které maji stejny nebo velmi podobny
histologicky typ, mohou byt podminény mutacemi riznych gen(l. Proces kancerogeneze je tedy
velmi individualni. Pfece jenom mlzZeme pro mutace souvisejici s kancerogenezi najit spole¢ného
jmenovatele. Obecné plati, Ze v burice musi probéhnout pfiblizné Sest zakladnich zmén, které se
potom spole¢né podileji na vytvoreni maligniho fenotypu:

1. sobéstacnost v produkci rlistovych faktor(

2. poskozenad apoptdza

3. necitlivost k signaliim zastavujicim bunécény cyklus
4. posilend angiogeneze

5. neomezeny replikacni potencial

6. tvorba metastaz

7. nestabilita genomu. *

Pravdépodobnost, Zze budou ve skute¢nosti pozménény vsechny vySe uvedené funkce
v naddorové burnce, je vyrazné vyssi tehdy, ma-li burika snizenou schopnost udrzovat stabilitu
genomu. Zvyseni genetické nestability tak mUZeme povaZovat za sedmy charakteristicky znak

nadorovych bunék. *
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2. 6. PORUCHY BUNECNEHO CYKLU

Bunécny cyklus lze definovat jako sled déja v burice, jejichz vysledkem je zdvojeni
genetického materidlu a segregace téchto dvou kopii genomu do dcefinych bunék. Cyklus
zahrnuje Ctyri faze, jez nasleduji v poradi G1-faze (prestavka), S-faze (syntéza DNA), G2-faze
(pfestdvka) a M-faze neboli mitdza. Tyto faze se v délicich bufikdch neustdle opakuji. Burky se
vSak mohou nachazet také v dlouhodobém obdobi klidu, kdy se nedéli. Néktefi autofi tento stav
povazuji za dlouhodobou fazi G1, ale vice zastdvany je nazor, ze buriky v tomto klidovém obdobi
jsou biochemicky odlisné nez buriky ve fazi G1, a proto tento stav oznacujeme jako GO. Buriky

mohou ve stavu klidu zlstat a nikdy se nerozdélit, tento stav potom oznaCujeme jako

\

postmitoticky. ~*

/@)

r

postmitoticka
faze

,J\

Obr. 5: Faze bunééného cyklu *

e S-faze (synteticka faze) je charakterizovdna replikaci DNA v jadfe, po jejim skonceni
kazdy chromozdém sestdva ze dvou geneticky identickych chromatid. V zavéru S-faze
se uskutecni replikace centriol(.

e G2-faze (premitoticka faze, post DNA duplikace) - v této fazi bunka dale roste,
syntetizuje tubulin potfebny pro vystavbu déliciho vieténka a pfipravuje se na mitdzu.

o M-faze Ci mitéza je ze vSech fazi nejkratsi a zahrnuje dva procesy: rozdéleni jadra
(karyokinézi) a rozdéleni cytoplazmy (cytokinézi). Oba déje na sebe navazuji
a Castecné se ¢asové prekryvaji.’

V dcefiné bunce probihd intenzivni proteosyntéza, zvétSuje se pocet organel a burika

kontinudalné roste, az dosdhne rozmérl bunky materské. 2
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Klicovymi molekulami bunécného cyklu jsou cyklin-dependentni kinazy (Cdk) a cykliny.
Kindzy jsou enzymy katalyzujici fosforylaci svych substratl (prenasi fosfatovou skupinu z ATP).
Cykliny jsou proteiny aktivujici ve spravny okamizZik danou kindzu a nasméruji ji k urcitym
substratim. Hladina Cdk je v bunikach viceméné konstantni, ale hladina cyklin( kolisa v zavislosti
na fazi bunécného cyklu. Spojeni Cdk scykliny a nasledna modifikace danych substrat
predstavuje zakladni mechanismus bunééného cyklu.*

Bunéény cyklus ma slozitou sit mitogennich a antimitogennich signalnich drah. Bod
restrikce je klicovym kontrolnim bodem bunééného cyklu — bufka bud' vstoupi do bunécného
cyklu, nebo se vrati do klidového stadia GO. Dalsi kontrolni bod je na prelomu fazi G2/M —
kontrola poskozeni molekul DNA. Béhem celého bunécného cyklu existuje mnoho dalSich
kontrolnich bodd. *

Spinacem bunécéného cyklu je protein RB. Ten blokuje prichod bodem restrikce a to jak
v nefosforylovaném, tak i v malo forforylovaném stavu. Diky fosforylaci ztraci RB schopnost
inhibice a umozZnuje prichod do pozdni faze G1 a do dalSich fazi bunééného cyklu. U nadorovych

bunék je kontrola priichodu bodem restrikce poskozena. *

LS / mitogenni
signaly
M GO *
oSy ‘
cyklin A E2F

G2 G1 @ < S/
<+ oD < CID
:):stirikce & &

< | 021 WAF1 o15INK4B
Cdk2 M|

p27K|P1 p1 6|NK4A

A A

antimitogenni
signaly

Obr. 6: Bod restrikce je klicovym kontrolnim bodem bunécného cyklu. Prichod bodem
restrikce je regulovan pomoci proteinu RB. Hypofosforylovany RB interaguje s transkripénimi
faktory E2F a blokuje tak prlichod bunécného cyklu bodem restrikce. Fosforylaci RB (=RB-P) se
pridchod bodem restrikce odblokuje. Za fosforylaci RB jsou zodpovédné predevsim komplexy

cyklind D s kindzami Cdk4 a Cdk6 a komplexy cyklinu E s Cdk2.*
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2. 7. ZANIK BUNKY

Smrt bunky je ireverzibilni zastava Zivotnich déjli, kterda muiZe nastat dvéma zpUsoby:
nekrézou a apoptézou. ’

Nekréza je vidy patologickd, vétsinou zplsobena exogennimi faktory. Témi jsou napftiklad:
mechanické nasili, jedy a Ziraviny, volné radikaly a poruchy vyzivy. DalSimi jsou faktory patologické
imunity jako alergie, anafylakticky $ok a autoimunni choroby a faktory genetické. ’

Apoptdza je bunécna smrt zplsobena intracelularnim regulacnim programem. Bunécna
membrana zlstava intaktni, proto nedochdzi k zanétlivé ,vitdlni“ reakci. Apoptdza je téz
oznadovana za ,programovanou smrt“ nebo ,sebevrazdu” bunky. MiZe byt zplsobena jak
fyziologickymi, tak patologickymi faktory. ’

Nadorova burika md proces apoptdzy poskozen. Spoustécim signalem apoptdzy byva
poskozeni DNA, degranulace nékterych onkogent, hypoxie, absence signall preZiti nebo naopak
pritomnost signal@ smrti. *

Kdyz je apoptdza zahdjena, probéhne podle stanoveného scénare az do konce:

o zmenseni a kondenzace buriky

o zaSkrcovani cytosolu

o fragmentace jadra

o rozpad bunéénych membran

o degradace cytoplasmy a cytoskeletu
o Uplné vymizeni buriky

Realizatory apoptdzy byvaji predevsim intraceluldrni proteazy, které tvofi proteolytickou
kaspazu. Signaly ke spousténi apoptdézy mohou prichazet z vnéjsiho (extracelularniho) i vnitiniho

(intraceluldrniho) prostiedi. *
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Obr. 7: Molekuldrni podstata apoptdzy. Vnéjsi draha (leva cast schématu) je zahdjena

aktivaci receptoru Fas (receptoru smrti) ligandem FasL, coZ vede k aktivaci iniciani prokaspazy-8.
Aktivni kaspaza-8 poté aktivuje efektorové kaspazy. Vnitini draha (prava ¢ast schématu) je zavisla
na intraceluldrnich signalech vedoucich k mitochondriim, na kterych dochdazi kintegraci
pro- a anti-apoptickych signdld. Pfevaha proapoptickych signdll vede k uvolnéni cytochromu C,
k vytvoreni funkéniho apoptozoému a k aktivaci iniciaéni prokaspazy-9. Aktivni kaspaza-9 poté

aktivuje efektorové kaspazy a ty zpUsobuji degradaci bunéénych struktur.*
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3. KLASIFIKACE NADORU

Nadory klasifikujeme podle histologické struktury na maligni (zkoubné) a benigni
(nezhoubné). Dale nadory délime podle jejich biologické aktivity a podle anatomické lokalizace.
Je stanoveny mezindrodni klasifikacni systém, ktery hodnoti rozsah zhoubného onemocnéni a je
pouzitelny téméF por véechny nadory, mimo krevni choroby. ®

Nejstarsi klasifikaci je Virchoviv koncept histologické klasifikace nadorl spocivajici v tom,
Ze nadorové bunky jsou vlastné modifikované fyziologické bunky. Nékteré vlastnosti maji tim
padem spolec¢né a nékterymi se naopak liSi. Tuhle klasifikaci dale rozvijel Borst. Ten vychazel
z principu pfifazeni vychozi zdravé tkané k tkani nddorové. Z této koncepce vychazi i soucasnd
prepracovana klasifikace nadorti WHO. *

Plvodni Virchovlv koncept klasifikace nadorl rozpozndval 5 zakladnich nadorovych
skupin, které jsou stdle uznavané:

e epitelové

e mezenchymové

e hematopoetické

e ndadory s vice-liniovou diferenciaci (teratomy, zarodec¢né nadory)
e neklasifikovatelné nadory a zvlastni formy *

Pokud se jednd o maligni nador epitelového typu, prifadi se k zakladu slovo karcinom.
Zaklad je tvoren ndzvem vychozi tkdné, napf. adenokarcinom. Hybridni nddory mohou mit
kombinovany ndazev, napf. adenoskvamadzni karcinom. Organové nadory maji ve svém ndzvu
obsazen zaklad vychoziho organu, napf. hepatoceluldrni karcinom.*

Pokud jde vsak o nador mezenchymového typu, nazev se tvofi pomoci nazvu tkané
s pridavkem sarkom, napf¥: fibrosarkom, liposarkom. Podle charakteru nadoru Ize pfipojit k nazvu,
zda je nador benigni nebo maligni. Za predpokladu, Ze neexistuje benigni forma, staci pouze
jednoslovny ndzev, napf: melanom. Spousta nemoci krve nemad benigni verzi, proto neni pfipona
maligni potfeba, napf. u leukémii. Lymfomy jsou vidy maligni, ale maji zakofenény skupinovy
nazev maligni lymfomy.

Diagnostika malignich chorob se neustdle vyviji a pocet diagnostickych kategorii malignich

nador( se od roku 1951 do roku 1976 zvysil sedmkrat. *

20



4. MALIGNI BUJENI

Nador je abnormalni tkarovad hmota rostouci rychleji nez okolni tkan. Rist nadoru
pokracuje i presto, Ze vyvolavaci pfi¢ina zmizela. Maligni nadory maji invazivni a destruktivni rlist
a mohou tvofit dcefiné nadory (metastazy). Nador se neskldadd pouze z nddorovych bunék,
ale obsahuje také podplrnou tkan (vazivova cast s vaskularizaci). Morfologicky obraz podplrné
tkané byva charakteristicky pro uréité nadory, proto byva pomocnikem pfi zafazovani nadord do
dané kategorie.

Existuji dva zakladni typy nadord, maligni a benigni. Maligni nador se od benigniho lisi:

a) rychlosti proliferace

b) bunécnou diferenciaci a anaplazii

¢) architekturou tkané

d) lokalné infiltrativnim a destruktivnim ristem

e) tvorbou metastaz *

A) RYCHLOST RUSTU

Zakladni vlastnosti nddoru je rychlost rlstu, kterd stanovuje progndzu pacienta. Maligni
nadory rostou podstatné rychleji nez benigni, ty rostou pomalu.

Nadory obsahuji bunky proliferujici, klidové a apoptické. Nepomér téchto trech
kompartmentid zpUsobuje zvySeny rist nador( oproti okolni tkani. ZvySeny rlst maligni hmoty
muzZe byt zplsoben jak zvySenou proliferaci, tak snizenou apoptézou na rozdil od normalni

fyziologické tkané. !

B) BUNECNA DEDIFERENCIACE A ANAPLAZIE

Diferenciace znamena fyziologicky vyvoj bunék z buriky kmenové smérem ke konecné
formé specializované buniky, kterd je nezbytnd pro normalni funkci téla. Tyto zmény se tykaji jadra
i cytoplazmy. Mira diferenciace, na niz vyvoj nadorovych bunék ustrnul, mluvi o biologické
agresivité nadoru. Ve spojeni s hodnocenim stupné diferenciace jsou pouzivany dva vyznamové
blizké pojmy:

Anaplazie — tento pojem zahrnuje zmény proti sméru vyvoje fyziologické diferenciace.
Proces diferenciace je tedy u malignich bunék pfedcasné zastaven, a tim vyvoj nadorové buriky

kon&i na nezralé vyvojové formé. *
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Dediferenciace — tento pojem je pouZivdn pro popis zmén malignich bunék nebo
histologické podoby nadoru béhem jiz diagnostikované nemoci. Maligni burky tedy ziskavaji na
agresivité a morfologicky se méni. Tento proces je typicky u chronické myeloidni leukémie. *

Podle stupné diferenciace délime nadory nejcastéji na dobre, stfedné a Spatné

diferencované, pricemz posledni jmenovana skupina obsahuje i anaplastické tumory. *

D) LOKALNE INFILTRATIVNI A DESTRUKTIVNi RUST
Infiltrativni a destruktivni rlst je spolu stvorbou metastaz nejdllezitéjSim kritériem
malignity. Byva dlikazem, Ze maligni bunka dostala schopnost preZivat v organismu a ignorovat
regulaéni signaly. Infiltrativni rist ma 4 faze:
1. ulpivani bunék
(vazba mezi maligni burikou a matrix bazalni membrany)
2. naruseni bazalni membrany
(nddorova burnka produkuje proteolytické enzymy, ty narusuji membranu)
3. aktivni migrace
(bunécna invaze do dalSich tkani)
4. invazivni fronta nadoru

(utlacujici nadory maji lep$i progndzu ne? proristajici nadory)*

E) METASTAZOVANI
Pod pojmem metastaza si predstavime dcefiny nador, ktery nejspiSe vznikl z jedné buriky,
ale vykazuje uz strukturu malého nadorového komplexu. Metastazy mizeme najit jak ve tkanich,
tak vorganech, télnich dutindch a lymfatickych uzlindch. Metastdzy jsou nejzhoubnéjsim
projevem rakoviny a naznacuji velmi nepfiznivou prognozu (asi 90 % umrti).
Diky invazivnimu charakteru je nadorovym burikdm umoZnéno uvolnit se z primarniho
nadoru a zacit kolonizovat nové oblasti, ve kterych ze za¢atku neni dostatek prostoru a Zivin.
Metastaticka kaskada se sklada z nékolika krokU (viz obr. 8):
1. uvolnéni nadorové burky z primarniho nadoru
2. prostup extracelularni matrix (ECM) a bazalni membranou do krevniho systému
3. migrace krevnim systémem, prostup bazalni membranou a ECM
4. zaloZeni ohniska sekundarniho nadoru
Pfesny pribéh metastatické kaskady z hlediska konkrétnich mechanism( neni jesté zcela

. v 1
objasnén.
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Obr. 8: Metastatickd kaskada: Nadorova burika se uvolfuje zprimarniho nadoru,
prostupuje ECM a bazalni membranou a dostava se do krevniho recisté. Krevnim recistém migruje

a poté opét prostupuje bazalni membranou a ECM a zaklada metastazu. *

Rezidualni chorobou je nazyvan stav, kdy jsou vorganech ¢i vkrvi nalezeny pouze
jednotlivé nadorové buriky, neni to metastaza. Z rezidudlni choroby se vSak m{ize metastatickym
procesem vytvofit metastaza. Nékteré maligni buriky na cesté z primarniho nddoru zahynou,

coZ znamena, Ze ne véechny uvolnéné buriky jsou schopny vytvofit metastazu. *
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5. RIZIKOVE FAKTORY VZNIKU NADORU

Rizikové faktory pro vznik nddord mizeme rozdélit na dvé zakladni skupiny:

e vnéjsi faktory

e vnit¥ni faktory (genetické)*

5. 1. VNEJSI FAKTORY

Nejvyznamnéjsi skupinou faktorll pro vznik rakovinnych onemocnéni jsou zevni vlivy.

Odhaduje se, Ze zpUsobuiji vznik priblizné 75 % vSech nadorovych onemocnéni.

Tabulka 1: Podil nddorové mortality pfisuzovany vlivu vnéjsich faktord podle rdiznych pramend.*

Faktor Podil jednotlivych vnéjsich pfi¢in na nadorové mortalité (%)
Montesano, 2001 Doll, 1981 Heath, 2001
Lékarské procedury 1 0,5-3 1(0,5-2)
Tabak 30 25-40 30 (25 - 40)
Strava, vyZiva a obezity 35 10-70 35 (20 - 60)
Alkohol 5 2-4 3(2-4)
Nizka pohybova aktivita 5 - -
Infekce 5 1-20 4(2-8)
Profesionalni expozice 3 2-8 -
Reprodukéni faktory 3 1-13 7(1-13)
lonizujici a UV zareni 2 - -
Znecisténi Zivotniho prostredi 2 1-5 2(1-5)
Geografické vlivy - 2-4 -
PFirodni fyzikalni vlivy - - 2(2-4)
Potravinarska aditiva - - 1(0,5-2)
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Tabak a koureni

Nejvyznamnéjsi jednotlivou pficinou je jednoznacné uzivani tabdku (zejména kourenim).
K Umrtnosti na nadorova onemocnéni pfispivd priblizné 30 %. | pasivni koufeni zvySuje riziko
rakoviny. Vice nez 4000 latek je obsaZzeno v cigaretovém koufi, kdy 60 z nich jsou prokdzané lidské
karcinogeny. Polovina téchto karcinogen( je vSak pfitomna jiz v zelenych listech tabdku a druha
polovina vznika hofenim. Tabakovy kouf patfi mezi karcinogeny skupiny | — tzn. je prokazanym

karcinogenem pro ¢lovéka. *

VyiZivové faktory
Tomuto vlivu je prisuzovano 35 % na celkovém umrti zpUsobeném nadorovymi

onemocnénimi. Jde tedy o vyssi etiologické pfispéni nez u tabaku, ale vyZivové faktory nelze
definovat jako jednotlivou pfi¢inu. Do vyZivovych faktord patfi i konzumace alkoholickych napoja.
Udaje o vlivu wyZivy na €etnost malignich chorob jsou zjisfovany retrospektivné, ne formou
prospektivnich klinickych studii. Hlavni specifika vyZivovych faktor(:

e univerzalni expozice (tyka se vSech, kdeZto napt. u tabaku se tyka jen kuraka)

e mimoradna mira expozice (denné nékolik kg potravy a litr(i napojt)

e variabilita a ovlivnitelnost (vyZivové zvyklosti rznych populacnich skupin)

e vysoky pocet plsobicich faktord (strava obsahuje tisice chemickych latek)

e soucasné pusobeni rizikovych i ochrannych faktord *

Alkohol

Alkohol patfi mezi karcinogeny |. skupiny — tzv. prokazané lidské karcinogeny. Konzumace
alkoholickych napojl predstavuje prokazatelné vyssi riziko nadorQ Ust, hrtanu, hltanu, jicnu, jater,
tlustého stfeva a prsu. Svlj nepriznivy efekt uplatiiuje uz pfi nizkych a béZnych expozicich.
Dodnes neni plné znamo, do jaké miry stimuluje karcinogenezi samotny ethanol a jak velky podil

na tom maji ostatnf latky, které se vyskytuiji v alkoholickych napojich. *

Energeticka bilance, fyzicka aktivita a obezita

Mezi energetickou bilanci se fadi nékolik faktord, které jsou spolu navzajem tak
propojeny, Ze se nedaji posuzovat samostatné. Energetickou bilanci urcuje energeticky pfijem
a vydej a mezi témito dvéma faktory by méla byt rovnovaha. *

Obezitu fadime mezi vyznamné rizikové faktory s prokdzanym rizikem pro nadory ledvin,

prsu, endometria, Zluéniku a pro kolorektalni karcinom. Zvysena nabidka energie burikdm muze

25



mit stimulacni vliv na karcinogenezi. Ke vzniku obezity pfispivd nizka pohybova aktivita, kterou ale
mUlZeme povaZovat i za samostatny rizikovy faktor.

Dostatecna pohybova aktivita pfispiva vyznamné k prevenci nadord. Zvysena pohybova
aktivita snizuje riziko karcinomu tlustého stfeva témér o 40 %. Za dostatecnou fyzickou aktivitu se

povazuje 30-60 minut cviceni denné. !

Infekce
Infekce hraji vyznamnou roli v etiologii lidskych nddorovych onemocnéni. V rozvojovych
zemich zplsobuje az 22 % z celkového poctu malignich onemocnéni, kdeZto v primyslovych
zemich je to okolo 5 - 7 %. Za nejvyznamnéjsi infekéni agens je povazovan HPV (lidsky
papilomavirus), Helicobacter pylori a virus hepatitidy B a C. Virus lidské imunodeficience (HIV)
nema onkogenni potencial, usnadfiuje ale vznik malignich onemocnéni pomoci imunosuprese.
Mechanismus virové onkogeneze obecné popisujeme, jako schopnost virll v napadenych

burikdch aktivovat bud onkogeny nebo antionkogeny, nebo interferovat s apoptickymi signaly. *

lonizujici zafeni a UV zareni

Ve srovnani s ostatnimi zevnimi faktory ma ionizujici zafeni maly vyznam. DuleZitym
faktorem je pouze u skupin s profesionalné zvySenou expozici.

Téhotné Zeny by se nemély vysetfovat rentgenem, nebot bylo prokazano, ze davka zareni
10 - 20 mGy zvySuje Cetnost détskych leukémii o 20 %.

UV zéreni je etiologicky spojeno s nadory kliZze. Zdrojem expozice je béZzné slunecni zareni,

proto jsou velmi dleZita preventivni opatieni a pouzivani ochrannych prostiedka. *

PROFESIONALNI FAKTORY

Profesionalni expozice jsou vysoce specifické. Jsou vazany na konkrétni latku pouzivanou
na pracovisti a na konkrétni relativné malou populacni skupinu exponovanych pracovnik(.
Dnes se do skupiny lidskych karcinogent radi 13 pramyslovych proces( a 23 karcinogen.

Pfiblizné 4 % (0,1 — 20 %) malignich nadord ma profesiondini etiologii. Nej¢astéji
postizenymi organy byvaiji plice, kiize a mocovy méchyfr.

Pro posuzovani profesiondlnich nadorll je podstatnd klasifikace kancerogen(i a velmi
pravdépodobnych kancerogent IARC (international agency for research on cancer).

Priklady profesiondlnich nox: ionizujici zareni, azbest, koksarenské plyny, aromatické
aminosloucenuny, benzen, antimon, chrom a jeho slouceniny, nikl a jeho slouceniny, ...

V CR je nejcastéjsim nadorem, vznikajicim v d@sledku profesionaini expozice, zhoubny

novotvar pridusek a plic (92 %). Vyskytuje se hlavné u hornikél pracujicich v uranovych dolech. *
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5. 2. VNITRNI FAKTORY

vrve

Tyto zmény mohou byt vyvolany zevnimi i vnitinimi faktory. Mezi vnitfni mutace patfi vrozené
mutace, které jsou pritomny ve vSech burikdch organismu a tvofi velkou predispozici ke vzniku
nador(. Dédi¢ny faktor zde hraje daleZitou roli. *

Mutace alely urcitého genu, jez je zdédéna z prfedchozi generace a je pfitomna ve vSech
bunkach daného jedince, je podstatou zvysené predispozice k nddorim. K zahajeni nadorové
pfemény je zapottebi vyfazeni i druhé alely stejného genu, toto vyfazeni se déje pomoci
somatické mutace. Diky témto zménam je gen kompletné vyloucen z funkce a dochazi k moznosti
kumulace dalSich somatickych mutaci a k postupnému prechodu do maligniho bujeni. Je velmi
dalezité ziskat podrobnou rodinnou anamnézu, nebot u familiarnich forem mohou byt pti¢inou
i jiné faktory nez dédi¢nost, napf:

e nahodna shoda (hlavné u ¢astych nadort)

e vliv podobného stylu Zzivota, vyzivy, expozice Skodlivindm, typ imunitniho
a metabolického systému

e geneticky podminéné zvySené riziko zplsobené mutaci vice gen( s nizkou
penetraci. *

Geny ovliviujici bunécny cyklus a opravy chyb v DNA jsou dileZité pro normaini funkci

a déleni bunky. Jedna se o tyto geny:
e protoonkogeny
e antionkogeny (tumor supresorové geny)
e DNA reparacni geny. '

Mutace vtéchto genech jsou dllezité pfi vzniku sporadickych i dédi¢nych forem
nadorovych onemocnéni. Vznik nadoru je vidy nékolikastupfiovy proces kumulace mutacnich
zmén genl. Tento fetézec se v bunce vétsinou spousti zcela ndhodné, v dusledku:

e starnuti organismu

e nedostatecné reparace spontanné vytvorenych chyb v DNA
e zvysené expozice karcinogeniim

e dalsich neznamych faktord. *

Béhem vyvoje maligniho onemocnéni se tvori dal$i mutace, coZ znamen3, Ze je nemoc ke
konci Zivota pacienta agresivnéjsi a hlre reaguje na terapii, nez na zacatku lécby. Obvykle maji

/ v v . I 1
nadory dédi¢nou i nedédi¢nou formu.
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6. OBECNE PRINCIPY LECBY RAKOVINY

v

Lécba malignich onemocnéni znamend pro Clovéka vyrazné vétsi zatéZz nez Iécba jinych
onemocnéni. Lécba infekci je zacilena proti mikroblm, tim padem nema pfimo na ¢lovéka Zadny
vyznamny negativni dopad. Lécba vysokého krevniho tlaku je regulativni |éCba, protoZe upravuje

pochody v téle ¢lovéka. Kdezto onkologickd |écba je zamérena pfimo proti ¢asti ¢lovéka, proti jeho

vlastnim bunkam (nadorovym), a proto jsou pfi této |écbé ¢astecné niceny nejen nadorové buriky,

ale i fyziologické. Dochazi tedy k zavaznéj$im vedlej$im Gc¢inkam. *

Uzdraveni znamena normalni prabéh dalsiho Zivota, az do jeho konce, nezdvislé na
prodélaném onemocnéni. *

Bezptiznakové preziti ukazuje, kolik % I|éCenych nemocnych Zije po urcitou dobu
(3,5, 10 let) od lé¢by. *

Celkové preziti ukazuje, kolik % pacient( Zije po urcité dobé od zahdjeni léceni at uz
s pfiznaky onemocnéni, nebo bez nich. *

Protinddorova lécba pouziva jednotlivé modality (chirurgii, radioterapii a medikamentdzni

[éCbu) k co nejvétSimu snizeni, pfipadné odstranéni viech nadorovych bunék. Smrt nadorovych

bunék je tedy hlavnim cilem protinadorové Iécby. Podle cile, o ktery ndm jde u protinadorové
lé¢by, mGzZeme tuto 1é¢bu rozdélit na dva typy, kurativni a nekurativni. *

o Kurativni 1écba ma nejvyssi cil, a to vylé¢eni nemocného, kompletni odstranéni
nemoci. Tento druh lécby se provadi, pokud charakter, rozsah nadoru a celkovy
stav pacienta davaji predpoklad pro uplné odstranéni nadoru z organismu.
Intenzivni Ié¢ebné postupy jsou mozné pouze se soucasnou intenzivni podplrnou
lé¢bou. 2

e Mezi adjuvantni postupy se nejcastéji fadi chemoterapie nebo
radioterapie a je pouzivdna u téch nador(, u kterych se prepoklada,
Ze jsou jiz pritomny metastazy. Adjuvantni lé¢ba ma kurativni cil, protoze
mUzZe teoreticky znicit i metastazy. Nezadoucim ucinkem adjuvantni Iécby
muze byt indukce sekundarnich malignit. Predpokladem adjuvantni
chemoterapie je chemosenzitivita onemocnéni. L8
e Predoperacni neoadjuvantni postupy maji za ukol zmensSit primarni nador

a metastazy. To mUlze zlepsit proveditelnost operace a vést k zachovani

funk&nosti organu nebo tkané. > ®
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o Nekurativni 1é€ba ma cil nizsi, nedéla si ambice na vyhubeni vSech nadorovych
bunék, ale ¢astecné je zabiji. Tahle |é¢ba se voli tam, kde sou¢asnymi dostupnymi
prostfedky nejsme schopni docilit Uplného vylééeni. Ddvody mohou byt rizné,
napt. charakter stupné pokrocilosti nadoru, rezistence na lécbu, celkovy stav
pacienta a jeho ostatni zdvaind onemocnéni. V soucasnosti mlizeme v okamziku
diagnézy nabidnout pouze kurativni 1é¢bu 30 - 40 % onkologickych pacientd.
Pravdépodobnost uzdraveni je v téchto situacich velmi nizka. 2

Podplirna lécba (symptomatickd) se snazi o maximalni zlepseni kvality Zivota pacientt
i jejich blizkych béhem celého onemocnéni, aniz by si za cil davala smrt nddorovych bunék.
Zaméruje se na mirnéni obtiZi, které jsou vyvolané pfimo nadorem (nap¥. bolest, dusnost) nebo
protinddorovou lécbou (mukozitida, infekéni komplikace). Soucasti podplirné péce je taky snaha
o zmirnéni psychosocidlnich a dusevnich obtiZi. Intenzivni podpuarna lécba je potreba k tomu,
aby pacienti prezili intenzivni protinadorovou lé¢bu. »®

v

V drivéjsi literature miZeme casto najit rozdéleni cilG protinddorové lécby na kurativni
a paliativni (terminy nekurativni a paliativni byly synonyma). V novéjsich ucebnicich se jiz dava
terminim odliSny vyznam. V poslednich letech se vyclenil novy podobor zvany ,paliativni
medicina”, a z tohoto divodu je vhodné prestat pouZivat termin , paliativni ve smyslu nekurativni
protinddorové 1écby, nebot potom by mezi oborem ,paliativhi medicina” a oborem ,onkologie”
bylo rovniko, coZe je nezadouci. Pod pojmem paliativni lécba si tedy predstavime komplexni
podplrnou lécbu, kterd je poskytovana zejména pacientim s pokrocilym nevylécitelnym

nadorovym onemocnénim v poslednich fazich jejich Zivota.

Podpurna lécba

chemoprevence

€ <= | chirurgicka Iécba | ‘ cilena légba ~

radioterapie
<~/ <O P &] — // inhibice angiogeneze | >\ >

<:| <:|| chemoterapie | é——l inhibice metastaz | N
<0 <:||hormoné|m’|ééba |2 &l indukce diferenciace | =

<A <:| imunoterapie /I\ inhibice mikroprostredi [:) p?

< ] <:| transplantace kostni diené genova terapie |:> —>

Multimodalni Iécba

Obr. 9: P¥ehled Ié¢bnych metod v onkologii °
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7. DELENI CYTOTOXICKYCH LATEK

Cytotoxické latky mizeme rozdélit do 3 hlavnich skupin podle jejich biologického ptivodu:
A) Rostliny
B) Zivocichové

C) Mikroorganismy

Déleni pouzivané v této diplomové préci je z hlediska cilové struktury:
7.1. Latky pusobici na tubulin
o Latky stabilizujici mikrotubuly
= Taxany a dalsi latky
o Latky inhibujici mikrotubuly
= Vinka alkaloidy a dalsi latky
o Kolchicin
7.2. Latky interagujici s DNA
7.2.1. Inhibitory topoizomerazy
o Inhibitory topoizomerazy |
=  Kamptoteciny a dalsi latky
o Inhibitory topoizomerazy Il
= Epipodofylotoxiny, antracykliny a dalsi latky
7.2.2. Interkalacni latky
7.3. Ostatni latky



A) ROSTLINY

Rostliny maji dlouhou historii pouZiti v |écbé rakoviny jako cytotoxické latky. Vice nez 3000
druh rostlin bylo Udajné pouZzito k Ié¢bé rakoviny. Rakovina je specifické onemocnéni a i presto,
Ze byva Spatné definovana z hlediska tradi¢ni mediciny, hraji rostliny dlleZitou roli jako zdroje
ucinnych protinadorovych lécivych pripravk(. V soucasnosti vice nez 60 % pouzivanych cytostatik
je odvozeno z p¥irodnich zdrojd, véetné rostlin, mo¥skych Zivocicht a mikroorganismda. *°

Hledani protinadorovych latek z rostlinnych zdroji zacalo v roce 1950 s objevem
a vyvojem vinka alkaloidd, vinblastinu a vinkristinu a izolaci cytotoxickych podophyllotoxind.
Vysledkem je, Ze v roce 1960 National Cancer Institute zahdjil program rozsahlého sbéru rostlin a
zaméril se predevsim na oblasti mirného pasma. To vedlo k objeveni mnoha novych latek
vykazujicich fadu cytotoxickych aktivit, véetné taxant a kamptotecin(, ale jejich vyvoj do klinicky
uéinnych latek byl rozloZzen do obdobi asi 30 rokd, od pocatku 1960 do 1990. Tento program byl
ukoncen v roce 1982, ale vyvoj novych screeningovych technologii vedl k oZiveni sbirek rostlin
a jinych organismi a to v roce 1986, a tentokrate se zamérenim na tropické a subtropické oblasti
svéta. *°

Rostliny pouzivané pro etnofarmakologické ucely se staly primdrnimi zdroji pro
vyhleddvani pfirodnich léciv v mediciné. Vyzkum |éciv z rostlin je dnes zaloZen hlavné na izolaci
a studiu bioaktivity na zakladé jejich plsobeni. Dalsim krokem je charakterizace spojend
s modifikacemi, Upravami léCiva s cilem zvysit jeho aktivitu a potlacit toxické ucinky. Dale zlepSeni
farmakologického profilu a syntéza analogtl. ™

Pfirodni zdroje je tfeba vyuZivat racionalné, aby dany zdroj nezanikl, ale zUstal zachovan.
Podle Svétové zdravotnické organizace, 25 % Iékd je vyrabéno z rostlin, které byly dfive pouzivany
v tradi¢ni mediciné. *?

V rozvojovych zemich, kde je dostupnost zdravotnickych zafizeni omezend a kde je
nedostatek zakladnich Iékd, hrajou rostlinné pipravky vyznamnou roli. **

Mezi klinicky pouzZivané cytotoxické latky rostlinného plvodu patfi predevsim paclitaxel

14, 15

z Taxus brevifolia (Taxaceae) pouzivany predévsim v 1éCbé rakoviny prsu. Vinka alkaloidy jsou

dllezitou skupinou v protinddorové |écbé. Dva hlavni vinka alkaloidy jsou vinblastin (VLB)
a vinkristin (VCR). Tyto latky jsou izolované z vytrvalé tropické drevnaté rostliny Catharanthus

roseus L. (Apocynaceae) ale maji ponékud odligné spektrum G&inku. ** *°

Dalsi dulezitou latkou je
kolchicin, ktery se nachazi v trvalé byliné Colchicium autumnale (Liliaceae). Kolchicin se pouziva
v mediciné predevsim pro své myorelaxani vlastnosti a jako antiuratikum. Pro své cytotoxické

17, 18

ucinky se pouziva velmi malo, diky uzkému terapeutickému oknu. Kamptotecin je dulezity

protirakovinny a antivirovy alkaloid produkovany cinskym stromem Camptotheca acuminate

31



(Nyssaceae) a dalSimi druhy, které patfi do celedi Apocynaceae, Olacaceae a Rubiaceae a je to

prvni izolovany inhibitor topoisomerazy 1. *°

Obr. 10: Taxus brevifolia (Taxaceae) *° Obr. 11: Colchicinum autumnale (Taxaceae) *

B) ZIVOCICHOVE

Dle mého nazoru nejsou cytotoxické latky ZivociSného plvodu zastoupeny ve velké mire.
Hlavnim ddvodem je nakladnost vyzkumu. Vypéstovani rostlinné kultury trva casové kratkou
dobu, proto je zkoumani latek rostlinného pdvodu snadnégjéi. Zivocich dospiva do stadia tvorby
daleZitych cytotoxickych latek podstatné delsi dobu. Z divodu casové narocnosti, sloZitosti
a financni nakladnosti vyzkumu se cytotoxickych latek Zivocisného plvodu vyskytuje velmi malo.
V neposledni fadé bychom neméli opomijet etické hledisko, predevsim ochrance zvirat. DalSimi
dlvody muze byt vysoka toxicita latek a nizky vytézek.

Jedind cytotoxickd latka ZivoliSného pulvodu, kterd je vtéto praci uvedena je
ecteinascidin. Ecteinascidin je tetrahydroisochinolinovy alkaloid izolovany z mofské sumky
Ecteinascidia turbinata, kterd Zije na mangrovovych kofenech v Karibském mofi. ** Ecteinascidin

se v praxi pouziva jako pfipravek Yondelis k 1é¢bé sarkomu mékkych tkani. >

Obr. 12: Ecteinascidia turbinata
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C) MIKROORGANISMY

Objevovani novych molekul prirodniho plvodu je vsoucasné dobé globalni trend pro
mensi toxicitu pfirodnich produktt. Houby obsahuji obrovsky a dosud z velké ¢asti nevyuzZity zdroj
novych uconnych farmaceutickych latek. Existuje pfiblizné 651 druh( vysSich Basidiomycetd,
u nichz byla zjiSténa protinddorova aktivita. 2

Protinddorové latky z hub lze obecné rozdélit do dvou skupin s vysokou a nizkou
molekulovou hmotnosti sloucenin. Vétsina sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti jsou
polysacharidy a polysacharidy vazané na bilkoviny. Druha skupina zahrnuje sekundarni slouéeniny
s nizkou molekulovou hmotnosti, které mohou snaze proniknout bunéénou membranou a plsobit
na specifické signalni drahy. Patii mezi né predevsim seskviterpeny, triterpeny, steroidy a steroly,
a nékolik polyketida. %

Vyznamnym zdrojem cytotoxickych latek jsou bakterie. VétSina znamych antibiotik jsou
sekundarni metabolity bakterii, predevsim aktinomycet a mikroskopickych hub a jsou schopny
v malych koncentracich inhibovat rist jinych organism( a bunéénych systému. Antibiotika nejsou
povaZovany pouze za inhibi¢ni latky na mikroorganismy, ale také za metabolity s cytotoxickym,
kancerostatickym, antinematodickym a insekticidnim ucinkem. Biologickou aktivitu antibiotik
podminuje jejich struktura. Antibiotika pouzivana k |é¢bé rakoviny jsou antracyklinova antibiotika.
Jsou to glykosidové derivaty, které svoji strukturou pripominaji tetracykliny. Maji nizky
protimikrobialni Gcinek, ale nékteré vsak pUlsobi cytotoxicky na normalni i rakovinné buriky.
Dulezitou latkou je daunomycin (daunorubucin) produkovany Streptomyces coeruleorubidus
a Streptomyces peuceticus. Pouzivd se klé¢bé leukémie a nadord miznich uzlin. ¥’
NejbéZnéji pouzivanym antracyklinem je doxorubicin, ktery vykazuje Siroké spektrum aktivity
a zUstava jednim z nejucinnéjsich Iékd proti rakoviné. Vyznamnym pokrokem je nova forma
doxorubicinu, PEGylovany lipozomalni doxorubicin, ktery vykazuje méné nezadoucich aéinka. 2

V této oblasti probihaji neustalé vyzkumy a miZzeme ocekavat dalsi nové ucinné latky.
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7. 1. LATKY VAZAJICi SE NA TUBULIN

Latky, které se zaméruji na tubulin, jsou dlleZitou soucasti IéCby rakoviny. Jsou to pFirodni
latky a nékteré z nich jsou vysoce ucinné pti lé€bé Ffady nadorovych onemocnéni. Maji schopnost

narusit dynamiku mikrotubulC indukei silné mitotické blokady, po niz nasleduje bunééna smrt. %

Rozdéleni antimitotickych latek:
7.1. 1. Taxany - vaZzou se na polymerizované mikrotubuly a inhibuji jejich depolymerizaci
7. 1. 2. Dalsi latky indukujici polymerizaci tubulinu
(epothilony, discodermolid, eleutherobiny, cerataminy)
7. 1. 3. Vinka alkaloidy - vdZou se na depolymerizované mikrotubuly a inhibuiji jejich shlukovani

7. 1. 4. Dalsi latky inhibujici polymerizaci tubulinu
(halichondrin B, indanocin, kryptofyciny, dolastiny, kuracin A)
7. 1. 5. Kolchicin

7.1. 6. Podophylotoxin

Tubulin je zakladni stavebni podjednotkou mikrotubulll. Mikrotubuly plni v burice nékolik
dalezitych funkci:
e tvofi mitotické vieténko
e udrZuji tvar buriky
e organizuji umisténi organel
e zprostfedkovdvaji intraceluldrni transport
e podileji se na extraceluldrni sekreci a neurotransmisi

e zprostiedkovavaji pohyb bunék

Tubulin je heterodimer slozeny z jedné molekuly a-tubulinu a z jedné molekuly B-tubulinu.
Pomoci polymerizace dojde ke spojeni jednotlivych molekul, které se formuji do protofilament.
Trinact takovychto protofilament tvofi duty valec a ten je kostrou mikrotubull. Mikrotubuly se
skladaji se z [-] konce, ktery slouZi jako misto nukleace v centrozomu a [+] konce, ktery sméruje
ven z jadra do plazmatické membréany. ** Tubulin se vyskytuje v rlznych izoformach. Existuje
6 izotypl a-tubulinu a 7 izotypld B-tubulinu. SloZeni tubulinového izotypu je dllezité pro
bunéénou odpovéd. ¥

Mechanismus ucinku latek vazajicich se na tubulin je takovy, Ze zpUsobuji naruseni
mikrotubuldrni dynamiky tim, Ze manipuluji s funkci mitotického vieténka a inhibuji bunécnou

proliferaci v pfechodu metafdze a anafdze mitdzy. Diky naruseni mikrotubuldrnich dynamickych
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procest dochazi k selhani upevnéni vieténka ke kinetochordm chromozémia v metafazi. Timto
selhanim se zabyvd kontrolni bod, ktery zabranuje pfechodu metafdze do anafaze. Bunky pak
podstoupi zastavu bunééného cyklu, po némz nasleduje apoptoticka bunéénd smrt.

Pro pohyb mikrotubul(l je potfeba navazani GTP (guanosin tri fosfat) na tubulin.
K depolymeraci mikrotubull dochazi, kdyZz se GTP hydrolyzuje rychleji, nez je pridano dalsi.
To vyvola oslabeni vazeb, které drzi molekuly tubulinu dohromady. *°

Mikrotubuly jsou v neustdlé dynamické rovnovdze s heterodimery tubulinu.
Tato rovnovaha zavisi na nékolika faktorech, jednim znich jsou tzv. proteiny MAPs
(proteiny asociované s mikrotubuly). Tyto proteiny reguluji polymerizaci mikrotubult
prostfednictvim jejich stabilizace nebo destabilizace (dezorganizace). MAPs stabilizuji mikrotubuly
vazbou na polymery a podporuji interakce s jinymi bunéénymi komponenty. *°

Nékolik novych sloucenin, které se vazou na mikrotubuly, je ve stadiu klinickych vyzkum.
Tyto slouceniny nevykazuji zktfizenou reaktivitu s paclitaxelem nebo vinka alkaloidy a nejsou to
substraty P-glykoproteinu (P-GP), coZ naznacuje, Ze jejich klinické aktivity mohou byt odlisné od

taxan® a vinka alkaloid@. **
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Obr. 13: Stabilita mikrotubull odrdzi stav dynamické rovnovahy mezi dimery tubulinu
a polymery mikrotubulll. Stabilizujici latky (taxany) posouvaji rovnovahu smérem
k polymerizovanému stavu, kdezto latky destabilizujici (vinka alkaloidy) posouvaji rovnovahu

v s v 2!
opacnym smerem. ?
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Buriky citlivé na léCivo
abnormalni mitéza — buné&tna smrt

Léciva zamérena na tubulin
vyvoldvajici zastavu mitozy
S=sa Bunécné == . /
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e, . N /,_./ \\_‘ J,//

Metafaze Anafaze \ .

Buniky rezistentni na léCivo

buriky prefivaji a mnoZi se

Obr. 14: Pisobeni latek interaguijicich s mikrotubuly na rakovinné buriky. *

Rezistence na latky vazajici se na tubulin je zprostfedkovana nékolika mechanismy, véetné
efluxu, zmén v distribuci latek a v jejich metabolismu, zmén ve struktufe tubulinu, poruch
bunééného cyklu, a neschopnosti vyvolat signal smrti.

a) eflux

P-glykoprotein je proteinovy produkt genu MDR-1. Jednd se o 170 kDa membranovy
fosfoglykoprotein, ktery je zodpovédny za mnohocetné rezistence. P-GP se podili na aktivnim
odlivu rdznych bunécénych latek. Vinka alkaloidy a taxany jsou aktivné transportovany pomoci
P-GP."

b) zména v distribuci a metabolismu latky

Zmény v metabolismu |éc¢iv mGzou zplsobovat jak latkovou rezistenci, tak toxicitu. Napriklad Yao
Zjistil, Ze zvy$ena exprese CYP3A4 vytvafi rezistenci vici vinka alkaloidam. *°

c) zména cile

K rezistenci na latky vazajici se na tubulin mlze dojit prostfednictvim zmén v cilové interakci
zpUsobené bud zménami v poméru tubulinovych izotypl pfitomnych v burice, nebo mutacemi

. . s . v s . . . .« Jo o 1
tubulinu. Tubulinové mutace jsou ¢astym mechanismem rezistence u vinka alkaloidd a taxan@. *°
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d) regulacni proteiny mikrotubuli

Jak tubulinovd modifikace, tak zména a regulace polymerizace tubulinu pomoci proteind
regulujicich mikrotubuly maji vyznamny vliv na plisobeni nebo neplsobeni antimikrotubularnich
latek. ©

e) odchylky bunécného cyklu

ZruSeni G2/M kontrolniho bodu u zmutovaného tubulinu muizZe vyvolat rezistenci vuci
antitibuldrnim latkdm. *°

f) neschopnost ziskat signal bunécné smrti

g) autofagie

Autofagie, proces "jist-sebe", byla oznadena jako druha forma programované bunécné smrti.
Proto, stejné jako apoptdza, mohou regulatory autofagie ovlivnit chemosenzitivitu. AKT kindza je

¢asto u rakovinnych bunék up-regulovana, a tim se inhibuje autofagie.

LéEivo Leciva zamerené na tubulin

;— Lécivo

Efflux

Kumulace
l&Civa

Tubulinové mutace Zmeny tubulinu/

g
mikrotubult
(stabilita mikrotubulu _I I_
(zména exprese

a/nebo vazba Iéciva) tubulinowich isotypé
zmény v MAPs) T
Naruseni « >- Cil

mikrotubulu

Zastava mitézy ™

B Antiapoptotické a
signalizacni faktory o Pozdni
uddlosti

Apoptoza

Obr. 15: Mechanismy resistence na antimikrotubuldrni latky zahrnuji eflux i anti-apoptézu se

v 2 s v 2
zménou v cilové struktute. *°
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7. 1. 1. TAXANY

Taxus baccata (Taxaceae) je pomalu rostouci, ¢asto vicekmenny, az 20m vysoky strom.
Borka je tenka, odlupujici se, zprvu nacervenald, pozdéji hnédoseda. Jehlice jsou carkovité,
na vrcholu zaspicatélé. Kvéty jednotlivé, samci jsou zluté, samici zelené. Semena jsou obklopena
c¢ervenym duznatym miskem. Kromé dreva a misku, ktery obaluje semena je celd rostlina prudce

jedovata. Tis se doZiva stafi okolo 300 let. *

Obr. 16: Taxus baccata (Taxaceae) Obr. 17: Taxus baccata (Taxaceae)

Taxany jsou esterové alkaloidy sestdvajici z osmiclenného taxanového kruhu spojeného
¢tyrélennym oxetanovym kruhem v polohach C4 a C5. Zakladni skelet taxanového typu obsahuje
rtizny pocet methylovych a acetatovych skupin. >3

Taxus brevifolia obsahuje kromé cytotoxicky dlleZitého paclitaxelu jesté dalsi latky, napr:
10-deacetyl-baccatin 1ll, 10-deacetyl-7-cephalomannin-xylosid, 10-deacetyl-7-paclitaxel-xylosid,
10- eacetyl-paclitaxel-C-7-xylosid, paclitaxel-7-xylosid, 10-deacetyl-paclitaxel a cephalomannin. **

Taxany patfi mezi takzvané jedy mitotického vieténka. Taxany plsobi stabilizaci
mikrotubuld. Vazba molekul taxanl na mikrotubuly zabrafiuje jejich dezorganizaci, coz vede
k zastaveni bunéc¢ného cyklu v metafazi/anafazi. Vyvojovy cyklus je zablokovan a buriky nakonec

odumiraji apoptézou. **
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Obr. 18: Mechanismus Uc¢inku taxan(. ZvySena exprese nebo zdédéné polymorfismy
v cytochromu P450 CYP3A4 a CYP2C8 spojené s vyssi bazdlni enzymatickou aktivitou vedou
ke snizeni plazmatickych koncentraci ucéinné Iatky. Eflux prostfednictvim transmembranovych
transportérq, jako je P-GP, mUzZe snizit intraceluldrni koncentraci taxanG. Tubulinové izoformy,
mutace tubulinovych proteind a ztrata tubulin stabilizujicich proteinG (Tau), pfispivaji
k destabilizaci mikrotubul(l. Dysfunkce v kli¢covém kontrolnim bodé bunécného cyklu a poskozeni
DNA reparacnich mediator(i pfispiva k chromozomalni nestabilité a zabranuje indukci apoptdzy
vyvolané taxany. ZvySend exprese antiapoptotickych protein(, jako je Bcl-2 nebo TSP1, nebo

ztraty negativniho regulatoru TXR1 mazou také zabranit taxany indukované bunééné smrti. **

Do prvni generace taxanl patfi docetaxel a paclitaxel, které jsou dalezitymi latkami
v |écbé metastatického karcinomu prsu i ¢asného karcinomu prsu. Mnoho pacientek vsak na IéCbu
témito latkami nereaguje. Navic jsou tyto taxany omezeny svymi rozpoustédly, které neumoznuji
zvySovani davek, zvysuji toxicitu a vyZaduji pouziti premedikace. Dalsi pouziti je u rakoviny plic
a Kaposiho sarkomu. Paclitaxel také pfitahuje pozornost v Iécbé roztrousené sklerézy, psoridzy
a revmatoidni artritidy. Dal$i nové formulace taxant jsou v klinickych studiich. ****

| kdyZz prvni generace taxanl ma vyznamny klinicky pfinos pro Zeny s metastazujicim
karcinomem prsu, jejich pouZiti neni bez omezeni. Kruty profil toxicity téchto latek, a kumulativni

toxicita pfi dlouhodobém uZivani, omezuiji jejich vhodnost pro mnoho pacientd. *°
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Lécba se projevila i vysokym vyskytem akutni hypersenzitivni reakce, coZz vedlo
k profylaktickému poddavani antihistaminik a kortikosteroidi a prodlouZeni doby infuze, aby se
omezily tyto nezadouci ucinky. Celkové vzato, tato zjisténi ukazuji potiebu zlepsit terapeuticky
index taxand, aby bylo mo?né maximalizovat vysledky. **

Vznik rezistence na taxany je velky problém. Rezistence se mlze vyvinout prostrednictvim
raznych mechanism(. Bud zvySenim transportu léciva z nadorovych bunék upregulaci
transportnich molekul v bunééné membrané, jako je P-GP, nebo nadmérnd exprese B-tubulinu lll,
coZ je prirozené se vyskytujici mutantni forma tubulinu, kterd zabranuje vazbé taxanll na
mikrotubuly. Taxan cabazitaxel byl vybran k feseni taxanové rezistence na zdkladé své odolnosti
proti P-GP. 3* 3¢

Docetaxel i paclitaxel sdileji na mikrotubulech stejné vazebné misto. Nicméné, afinita

docetaxelu pro vazebné misto je 1,9x vy$$i ne? u paclitaxelu. *

7.1.1. 1. PACLITAXEL

Paclitaxel byl izolovan védci Wani a Wallem v roce 1971 zTisu zapadoamerického,
Taxus brevifolius (Taxaceae). Vzhledem k tomu, Ze sklizen kdry zabije strom a stdle neposkytuje
dostatecné mnoiZstvi paclitaxelu pro desitky tisic pacientll s rakovinou, ktefi tuto |écbu potrebuji,
tak chemici pracovali na syntéze z jednodussich struktur a byli Uspésni. V roce 1990,
Robert A. Holton vyvinul chemickou syntézu paclitaxelu z 10- deacetyl- baccatinu Il
extrahovaného z jehlici kefe Taxus baccata, ktery je bézny v Evropé i ve Spojenych statech, ¢imz
by se zabrénilo ni¢eni Zivotniho prostfedi prostfednictvim sklizné tisG. Pozdéji stejna skupina
védcl zvefejnila prvni celkovou syntézu paclitaxelu. ***°

Kvali své Spatné rozpustnosti je paclitaxel je vyroben s pouZitim polyoxyethylovaného
ricinového oleje (Cremophor ® EL, CREL) a ethanolu. Nicméné, tyto vehikula nejsou inertni
a projevuji se celou fadu zavainych vedlejsich ucinkd, véetné alergické reakce, neurotoxicity
a nefrotoxicity. Pro prekonani téchto nezadoucich Gc¢ink( byly vytvoreny rlizné systémy podavani

1éka, jako jsou liposomy, nanoéastice, polymer-lék konjugaty a micely. ***

40



Podili se na definove
konformaci molekuly

Postranni fetézec
prispiva k
bioaktivité

Mdze byt nahrazen
terc-butyl-oxo

skupinou

Oxetanowvy kruh
vysuje
aktivitu

Nahrazeni alkylem
nebo alkenylem
vysuje aktivitu

pro hioaktivitu
Benzoylova skupina nutna

pro aktivitu

Obr. 19: Dulezita mista pro ucinek ve strukture paclitaxelu

Béhem poslednich deseti let se objevily rizné formy paclitaxelu. Napfiklad byla vyvinuta
nova forma a to patentovand nanocdstice paclitaxelu vazand na albumin, kterd vyuziva pfirozené
vlastnosti transportniho albuminu a dodava cilené davky paclitaxelu pfimo do nadoru.
Paclitaxel-albumin je prvni z nové generace taxan(. Sklada se z koloidniho albuminu, na néjz jsou
vazany nano&astice paclitaxelu se stfedni velikosti ¢astic pFiblizné 130 nm. Castice paclitaxelu
nejsou kovalentné spojeny s albuminem, ale jsou spojeny pomoci hydrofobnich interakci.
Paclitaxelové castice jsou v non-krystalickém, amorfnim a biodisponibilnim skupenstvi,
coz umoznuje jejich rychlé uvolnéni z nanocastic po intravendznim podani. Na rozdil od prvni
generace taxan( je paclitaxel-albumin bez pfidanych rozpoustédel. *

Paclitaxel se vaze na albumin a al-kysely glykoprotein, je eliminovan metabolismem
a vylucovan zludi. ¥

Po intravendznim podani je paclitaxel metabolizovan cytochromem P450 (CYP3A
a CYP2C). Méné neZ 10 % matefské latky se nachazi v modi. Clearance paclitaxelu se fidi kinetikou

v s 1
1. ¥adu.
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7.1.1.2. DOCETAXEL

Docetaxel (DTX) je polosyntetickd sloucenina ziskand prostfednictvim primé acylace
neaktivniho prekurzoru v C-13 pozici o-deacetylvinorelbinu baccatinu Il extrahovaného
z Taxus baccata L. (Taxaceae).

CH
HyC 73
HsC

Obr. 20: Struktura docetaxelu *®

DTX ma podobnou strukturu s paclitaxelem, ale lisi se v poloze-10 na baccatinovém kruhu
a v poloze-3 bocniho fetézce. Podobné jako jiné taxany, je DTX inhibitor depolymerizace
mikrotubull, ale vaze se horlivé k tubulinu, a proto sidli v burikdch déle nez paclitaxel. To muze
vysvétlovat, pro¢ DTX se zda byt 2 — 4x ucinné;jsi ne? paclitaxel. *

DTX je hydrofébni, a proto je vyroben za poufZiti polysorbatu 80 (Tween 80) a ethanolu
(Taxotere®). *

Hlavni neZzddouci ucinky zahrnuji neutropenii, zadrZovani tekutin, nevolnost, zvraceni,
prdjem a koini reakce (zarudnuti, olupovani neht(l). Na rozdil od konvenéniho paclitaxelu byly
zavazné alergické reakce u DTX méné &asté, a to i prestoze nebyly pouzity premedikace. *°

Odstranéni docetaxelu z organismu probiha predevsim prostfednictvim jater a ledvin.
V normalni, zdravé tkani je eliminace dvoufazova a terminalni polocas je v rozmezi 2,2 az 4,5 h.
Nicméné, eliminacni polocas docetaxelu z nadorovych lokalit je pfiblizné 22 h, coZ naznacuje
dlouhodobou stalost v nadoru. Vazba na plazmatické proteiny je mezi 76 a 89 %. Kromé toho
vychytavani docetaxelu tkanémi je rychlé, a to zejména v jatrech, Zludi, strevech a Zaludecnim
obsahu, jakoZ i v hematopoetickych tkanich, svalech, slinnych Zlazach a slinivce bfisni, bohuzel

véak docetaxel neproniké do centralniho nervového systému. **
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Primarni vylouceni docetaxelu je hepatobilidrni cestou. Vylu¢ovani stolici predstavuje vice
nez 80 % podané davky, a méné nez 10 % je vylou¢eno mocovymi cestami. Docetaxel je
metabolizovan predevsim postupnou oxidaci terc-butyl esterové skupiny na postrannim retézci.
Existuji &tyFi hlavni metabolity docetaxelu, které jsou 30 - 140x méné cytotoxické ne docetaxel. *

V nejnovéjsich studiich byl objeven uc¢inek konjugatu docetaxelu s heparinem a kyselinou
taurocholovou. Tato nova formulace by mohla byt dale zkoumana v klinickych studiich a mohla by
byt perspektivou pro peroralni antikancerogenni aplikaci 1€k prostfednictvim antiangiogennich
lé¢ebnych strategii. *°

Dalsi nova latka je tesetaxel, je to perordini polosynteticky derivat taxanu, ktery prokazal

vyssi cytotoxickou aktivitu v porovnani bud's konvencnim paclitaxelem nebo docetaxelem in vitro.

Tesetaxel je pravé v klinickém zkouseni faze Il v indikaci metastazujiciho karcinomu prsu. *
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7. 1. 2. DALSI LATKY INDUKUJICi POLYMERIZACI TUBULINU

Latky indukujici polymerizaci tubulinu mlzZeme také nazvat jako latky, které podporuji
shlukovani mikrotubul(l. Do této skupiny se kromé vyse zminénych taxan( radi také epothilony,
diskodermolid, eleutherobiny, cerataminy, ...

Tyto latky podporuji polymerizaci tubulinu, stabilizuji mikrotubuly, a tim méni normalni
dynamiku mikrotubull, coz vede ke vzniku abnormalniho mitotického vietena, k zastaveni mitdzy
a zahéjeni apoptdzy. !

Taxany, epothilony, eleuthesidy a diskodermolid se vdZzou na stejné misto na tubulinu,

zatimco makrolidy, laulimalid a pelorusid nesouté?i s paclitaxelem o vazbu na mikrotubulech. **

7.1.2.1. EPOTHILONY

Epothilony A a B jsou 16 ¢lenné makrolidy produkované themyxomyxobacterii Sorangium
cellulosum. Epothilon A a epothilon B se od sebe strukturdlné lisi pouze absenci (A) nebo

pritomnosti (B) methylové skupiny v trisubstituované epoxidové ¢&asti. > ***

F

.-___. I:I

Obr. 21: Struktura epothilont: epothilon A (R=H), epothilon B (R=CH;) *

Epothilony zpUsobuji po expozici v lidskych rakovinnych burikdch béhem mitdzy tvorbu
abnormalniho mitotického vieténka, coZz méa za nasledek zastaveni mitézy na hranici
metafaze/anafaze a nasleduje apoptickd smrt bunék. V této souvislosti je tfeba poznamenat,
Ze rozsahlé studie Jordana a jeho spolupracovnikll ohledné paclitaxelu ukazaly, Ze pti nizkych

koncentracich tyto Iatky potlacuji kinetické prepnuti mezi rostoucim a klesajicim poctem
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mikrotubuld. Jde o proces, ktery se dramaticky zvysuje v dobé, kdy burnky vstupuji do mitdzy,
a predpoklada se, 7e je dlleZity pro spravnou funkci vietena. **

Epothilony jsou kompetitivnimi inhibitory vazby paclitaxelu na tubulin a jejich vazebné
misto se pravdépodobné prekryva svazebnym mistem pro taxany. Epothilony jsou schopny
vytésnit [3H]-paclitaxel z mikrotubull s aktivitou podobnou nebo lepsi nez ma paclitaxel nebo
docetaxel. Neexistuji Zadné morfologické rozdily mezi tubuliovym vlaknem vznikajicim reakci bud
paclitaxelem nebo epothilony. Nicméné, na rozdil od paclitaxelu, epothilony jesté navic inhibuji
rast bunék s nadmérnou expresi P-GP, coZ ukazuje, Ze tyto slouceniny (nebo jejich derivaty)
mohou byt pfipadné vyuzZity pro lécbu multirezistentnich nadord. Epothilony vykazuji
v predklinickych zkougkach iroké spektrum protinadorové aktivity. *>**

Dalsi vyhodou je rozpustnost ve vodé, ktera je podstatné vyssi nez u paclitaxelu.
Tahle vyhoda by méla umoznit pouZiti vhodnéjsich rozpoustédel neZ u paclitaxelu, a tim by se
mohly snizit vedlejsi ucinky zptisobené nevhodnym rozpoustédlem. ****

Epothilon B (patupilon) vykazuje silnéjsi tubulinovou polymeracni aktivitu a cytotoxicitu
nez epothilonu A. Dal$i analoga epothilonu byla syntetizovana ve snaze zlepsit protinddorovou
aktivitu. Epothilon B je rychle inaktivovan v duasledku hydrolyzy laktonového kruhu.
Proto nahrazeni laktonu laktamem vyrazné zvySuje stabilitu této slouéeniny vzhledem
k epothilonu B. Epothilon B ma jako zavainy nezadouci uc¢inek prijem. *°

Na rozdil od paclitaxelu, u néhoz je celkovd syntéza zatim nerealnd, epothilony a jejich
analoga lze ziskat chemickou syntézou v rozsahu, ktery je dostacujici pro in vitro studie” ***

Aktivita Epothilonu B byla pozorovana u modell zahrnujici vSechny ¢tyfi hlavni typy
pevnych lidskych nador( (plic, prsu, tlustého stfeva a prostaty) a byla zjevna bud’ hluboka inhibice
ristu, nebo vyznamna regrese nadoru. **** %

Rezistence se objevuje méné casto neZz u taxanl, avsak néjaké pripady jsou
zaznamenavany. Rezistence se projevuje bud' zvySenim transportu lécCiva z nddorovych bunék
upregulaci transportnich molekul v bunécné membrané, jako je P-GP, nebo nadmérnou expresi
B-Tubulinu IlIl. * Epothilon B ma potencial stat se uzite¢nym klinickym prostiedkem pro 1é¢bu
rezistentnich nadort, ma vsak relativné Gzké terapeutické okno. a“

Epothilony byly pfedmétem rozsahlého chemického zkoumani, jez vyvrcholilo ve vice nez
17 raznych celkovych syntéz téchto prirodnich produktl (6 pro epothilon A, 11 pro epothilon B,
véetné 3 formalnich syntéz) béhem pouhych tfi let po zverejnéni jejich absolutni stereochemie
v roce 1996. Snad jesté dllezitéjsi nez syntéza téchto pfirodnich produktl, je skutecnost, Ze byly
poloZeny zaklady pro pfipravu mnoha rdznych syntetickych analogli. Kromé toho byla
syntetizovana fada polosyntetickych derivatl (tj. sloucenin pfipravenych s pouZitim pfirodnich

epothilon@ jako vychozich materiald). *
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Obr. 22: Vztah mezi stukturou a aktivitou epothilont **

Jednim z nejzajimavéjSich skutecnosti je, Ze epoxidovd skupina na misté C-12,13
epothilonll A a B, je zbytecna pro ucinek na mikrotubuly in vitro. Odpovidajici desoxy analoga
epothilonll (C a D) jsou stejné ucinnymi induktory polymerizace tubulinu jako epothilony A a B.
Naproti tomu, odstranénim epoxidového kysliku jako v desoxyepothilonech A a B se zpUsobi
vyznamné snizeni antiproliferativni aktivity (10 - 30x). ***

Hlavni pficiny tohoto rozdilu nebyly dosud objasnény, ale je tfeba zdlraznit, Ze schopnost
analogl epothilond ovlivnit polymeraci tubulinu ve zkumavce nemusi vidy ptfimo korelovat
s antiproliferativni aktivitou na bunécné drovni. Antiproliferativni aktivita je zachovana pouze
u analogll s blizkou strukturdlni podobnosti s pfirodnimi produkty z hlediska velikosti

makrocyklického kruhu, pfitomnosti a stereochemie methyl a hydroxy substituentl na vhodnych

mistech a s obecnou povahou postranniho fetézce na C-15. *

R

Obr. 23: Struktura desoxyepothilonu A (R = H) a B (R = CH3) *
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Jeden zucinnych derivatd epothilonli, desoxyepothilonu B (také nazyvany jako
epothilon D), byl rozsahle charakterizovan in vivo Danishefskym et al. *

Epothilony maji taky své polosyntetické derivaty, napt. ixabepilon (derivat epothilonu B)
a sagopilon. Ixabepilon je prvni z téchto polosyntetickych latek, ktery ziskal schvaleni FDA pro
pouziti u lidi a je v soucasné dobé indikovan pro Ié€bu rakoviny prsu pfi selhani klasické 1écby.
V preklinickych studiich byl ixabepilon vysoce Ucinnou protinadorovou latkou s aktivitou jiz pfi
nizkych nanomolarnich koncentracich in vitro. Ixabepilon ma nizkou nachylnost ke znamym
mechanismim rezistence, jako jsou napfiklad mutantni proteiny tubulinu a nadmérna exprese

tubulinovych izotypl. Tato latka je rovnéz slabym substratem pro efluxni proteiny, jako je

P—GPp. %%

7.1.2. 2. DISKODERMOLID

Diskodermolid je alkantetraenovy lakton produkovany houbou Discoderma dissoluta,

ktery vykazuje podobné ucinky jako paclitaxel a vlastnosti jako epothilony (véetné kompetitivni

15,48

inhibice vazby paclitaxelu na tubulin).

Obr. 24: Struktura discodemolidu *

Discodermolid byl izolovan ze zdroje z Karibiku v roce 1990 a je to vysoce ucinnd
imunosupresivni latka s aktivitou srovnatelnou s klinicky prokdazanou imunomodulacni aktivitou
cyklosporinu A, a to jak in vitro, tak i in vivo. Diskodermolid vykazuje 100-1000x vyssi aktivitu nez
cyklosporin  A. V porovnani sostatnimi pfirodnimi latkami stabilizujicimi mikrotubuly,
je discodermolid nejsiln&jéi latkou pasobici na sklukovani mikrotubuld. *>°

Imunosupresivni  aktivita diskodermolidu je zplsobena predevSiim obecnym
antiproliferativnim vlivem na lymfoidni bunky, véetné phytohaemagglutinu a concanavalinem A

indukovanych T-bunék, pti koncentracich nizSich nez nanomoldrnich. Tanto antiproliferativni

aktivita neni omezena pouze na lymfoidni bufiky. *

47



Antimitoticka a antiproliferativni aktivita této Iatky byla zkoumana na mysich modelech.
Diskodermolid zastavuje mitdézu prostfednictvim vazby a stabilizace mikrotubularni sité ve fazi
G2/M. Tubulinovd polymerizace je podstatné rychlejsi pfi lécbé discodermolidem nez
paclitaxelem. Diskodermolid ma oproti jinym mikrotubuly stabilizujicim [atkdm (taxany
epothilony, eleutherobin) nékolik vyhod a to zejména v uUcincich na izolovany tubulin.
Discodermolid je totiZz schopny podporovat shlukovani mikrotubulll a jejich polymerizaci i za
podminek, pfi nichZ jsou tyto latky nedcinné. Prikladem takovéto situace mulze byt exprimuijici
zména struktury B-tubulinu. Uginek discodermolidu na bunéény cyklus je reverzibilni, jelikoZ
bunky jsou schopny obnovy normalnim cyklem v priibéhu 48 hodin po odstranéni diskodermolidu
z média. **°%>"

Discodermolid vytésnuje paclitaxel zvazebného mista na mikrotubulech, naopak
dicodermolid vazany na polymery tubulinu z0stdva témér beze zmény i po vystaveni urdité
koncentraci paclitaxelu. Tahle skutecnost naznacuje, Ze paclitaxel a diskodermolid se vazou na
stejné nebo prekryvajici se vazebna mista mikrotubuld. *°

Se zvysujici se rezistenci nddorovych bunék na paclitaxel se zacind vice uvaZovat
o kombinacéni terapii. Obvykle se kombinuiji latky s rGznym mechanismem ucinku, tedy latky, které
pUsobi na rozdilné cilové struktury. Discodermolid v kombinaci s paclitaxelem vykazuje synergické
pUsobeni proti nddorovym burkam. Kombinace téchto dvou latek vyvolava supresi angiogeneze
a indukuje regresi nadoru v koncentracich, v nichz je Ucinek jednotlivych Iatek minimalni nebo
zadny. Celkovd mira synergie je dosti prekvapiva, vzhledem k tomu, Ze paclitaxel a diskodermolid
maji pravdépodobné spole¢né vazebné misto a mechanismus Gcinku. *°

Latky stabilizujici mikrotubuly se pokladaji i za potenciondini neuroprotektivné plsobici
agens, které je mozno pouzit v terapii Alzheimerovy choroby. Paclitaxel vyvolava obnoveni
axonalniho transportu a zvySuje pocet mikrotubuld smérem k fyziologicky béznym hodnotam.
U discodermolidu se zda byt tento Ucinek podstatné vyraznéjsi, proto jej mlZeme povazovat za
potencionalni neuroprotektivné pisobici latku.

Diky své silné imunosupresivni a protinadorové aktivité a své omezené dostupnosti
vzbudil zajem o chemickou syntézu. V soucasné dobé existuje nékolik kompletnich syntéz
discodermolidu a mnoiZstvi discodermolidovych analogl, a to jak polosyntetickych,

tak syntetickych. Syntézy véak nejsou jednoduché, vétsinou vyzaduji 30 a vic kroka. *&4%°% 3!
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7. 1. 2. 3. ELEUTHESIDY

Eleutherobin, sarcodictyin A a B a jejich derivaty patfi do malé, ale velmi vyznamné rodiny
diterpenovych glykosidd. Jsou to vysoce ucCinné cytotoxické latky s aktivitou srovnatelnou
s paclitaxelem. ** >3

Tyto sloudeniny vykazuji silny protinddorovy ucinek proti rdznym nadorovym bunkam.
Zajimavosti je, Ze tyto slouceniny maji mechanizmus ucinku podobny paclitaxelu, je tedy zaloZzeny
na stabilizaci mikrotubull. PrestoZe je mechanizmus Ucinku téchto dvou latek podobny, chemicka
struktura se vyrazné lisi. Vyzkum téchto protinddorovych latek je bohuzel omezen z dlvodu
nedostate¢nych zdrojd, a proto neni skuteénd aktivita latky dostate¢né prozkoumana. >*>*

Z divodu omezené dostupnosti téchto sloZitych diterpenovych pfirodnich produktd byly
zahdjeny programy na kompletni syntézy. | presto, Ze celkovd syntéza eleutherobinu
a sarcodictyinu byla vymyslena Nicolaou et al. a Danishefskym et al., Zddnd z téchto metod neni
pouzitelnd pro syntézu ve velkém méritku. Eleutherobin byl plvodné izolovan ze zapado-
australského koralu Eleutherobia sp. (pfipadné Eleutherobia albiflora) a bylo prokazano,
Ze zplsobuje zastaveni mitdzy stabilizaci mikrotubull. Eleutherobin ma nékolik derivatq,
napf. desmethyleleutherobin a isoeleutherobin, oba jsou o néco UcinnéjSi nez eleutherobin.

Derivat caribaeosid ma modifikovanou oblast B, s terciarnim alkoholem namisto alkenu.

Bylo zjisténo, Ze je mnohem méné aktivni, nez eleutherobin, z c¢ehoz vyplyva, Ze tri-substituovana

dvojna vazba je dleZita pro antimitotickou aktivitu. >*>% 3¢
l
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Obr. 25: Struktura eleutherobinu >
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Sarcodictyiny A-D nejsou mofiské diterpenové glykosidy (MDGs), ale jsou to derivaty
eleutherobinového aglykonu a jejich sniZzena biologicka aktivita zdGrazfiuje vyznam cukerného
zbytku v eleutherobinu. Sarcodictyiny byly izolovany ze Stfedozemniho mofe z Sarcodictyon
roseum. Stejné jako eleutherobin, maji sarcodictyiny ester kyseliny methylurokanové na pozici
C-8, ale chybi jim glykosidicka vazba na C-15. **

Eleuthosid A a B jsou dva mofrské diterpenové glykosidy izolované ve stopovém mnozstvi,
spolu se sarkodiktyinem A, ze vzorku Eleutherobia aurea z Jizni Afriky. Eleuthodis A a B jsou
pfibuzné slouceniny desmethyleleutherobinu. Lisi se od sebe pouze pfitomnosti dalsi acetatové
skupiny na cukerné &asti. >*

Valdivon A a B jsou diterpeny souvisejici s aglykonem eleutherobinu. Misto kyseliny
urokanové vsak maji fenyester a isopropyl-ester. Tyto slouceniny byly izolovany z jihoafrickych
mékkych koral& Alcyonium valdivae a inhibuji chemicky indukovany zanét v uchu u mysi. >* >’

Biosyntetickd pfibuznost sarcodictyinl, eleuthesidll, valdivoni a eleutherobinl je
pozoruhodnd, kdyz vezmeme v Uvahu biologickou a geografickou rozmanitost zdrojovych
organismd. Tyto sloudeniny byly izolovany z kordll rodu Eleutherobia, Erythropodium
a Sarcodictyon a byly odebrany z Karibiku, Stredomofi, jizni Afriky a zdpadni Australie. To vyvolava
zajimavou otdzku ohledné totoZnosti skuteéného producenta MDGs. Bud doslo ke
konvergentnimu vyvoji velmi podobného biosyntetického producenta na téchto rliznych koralech,

nebo existuje spole¢ny mikrobidlni symbiont zodpovédny za produkci téchto MDGs. >*
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7. 1. 2. 4. CERATAMINY

Cerataminy jsou heterocyklické alkaloidy izolované z chrdnéné mofrské houby. Tyto latky
zvysuji polymeraci mikrotubull, zaméfuji se pfimo na mikrotubuly a plsobi i v nepfitomnosti
proteind asociovanych s polymerizaci mikrotubulé (MAPs). Cerataminy nesdili stejné vazebné

, . . 15
misto na tubulinu s paclitaxelem.

Normalni zdravé buriky nevystavené ucinkim ceratamind mély ve vsech fazich mitdzy
jasné definované mitotické vieténka a chromozémy v rliznych fazich déleni. Zatimco v burikach
|éCenych cerataminem A byly vSechny chromozémy kondenzované, nebyly vyrovnany na rovniku

a nebylo viditelné 7adné vieténko ani mikrotubuly. *

T
CH;

Obr 26: Struktura cerataminu A (R= CH;) cerataminu B (R= H) **
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7.1.2.5. LAULIMALID a ISOLAULIMALID

Jedna se o dalsi latky patfici do skupiny latek stabilizujicich mikrotubuly. Konkrétné to jsou
18¢lenné makrocyklické laktony izolované z morské houby Cacospongia mycofijiensis z oblasti
Indonésie, Vanuatu a Okinawy. Prvni izolace laulimalidu probéhla v roce 1988. Isolaulimalid je
produkt presmyku laulimalidu a je vytvofen pomoci kysele katalyzované reakce postranniho
fetézce hydroxylové skupiny na epoxidovém kruhu. Laulimalid je znamy také pod ndzvem
fijianolid a je stejné jako jeho isoderivat cytotoxicky. % >°

Laulimalid a isolaulimalid zpUsobuji dramatickou reorganizaci bunécnych mikrotubuld.
Bunky vystavené urcité koncentraci laulimalidu vykazuji dramatické zhrouceni jaddra do
mikrojader, podobné jaderné zmény zplsobuje i isolaulimalid. Bylo zjisténo, Ze tyto latky
zplUsobuji zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi mitdzy, coz je v souladu s Gcinky jinych
antimikrotubuldrnich latek. Ddle dochazi k naruseni mikrotubularni dynamiky, ktvorbé
abnormalniho mitotického vieténka a k zabrané normdlni mitotické progrese a nasledné
k zastaveni mitdzy. *"*®

Tyto latky jsou Spatnymi substraty pro transport pomoci P—glykoproteinu, coZ naznacuje,

7e jsou UCinnéj$i ne? paclitaxel. **°®

Obr. 28: Struktura isolaulimalidu *
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7.1.2.6. PELORUSID A

Pelorusid A je makrolid izolovany z motské houby Mycale hyntscheli, z Nového Zélandu.

Obr. 29: Mycale hyntscheli

Jeho aktivita je podobna taxanim vtom, Ze déleni bunék je zastaveno v G2/M fazi,
a nasleduje apoptdza. Zda se, Ze pelorusid obsazuje odliSné misto na mikrotubulech neZ taxany.
Zajimavé je, Ze si pelorusid zachovava aktivitu v bunécénych liniich s nadmérnou expresi P-GP,
ve kterych je indukovana rezistence vici paclitaxelu. Pelorusid spolecné s laulimalidem soutézi
o vazbu na mikrotubulech, co? naznaduje, e se vaZi na stejné nebo prekryvajici se misto. ***°

Vzhledem k jeho silné cytotoxicité a vykonu v prvnich preklinickych studiich se zda, Zze ma
pelorusid A znacny chemoterapeuticky potencial. Samotnd izolace je nepravdépodobnd, protoze
neposktuje dostatecné mnozstvi pelorusidu. Existuje nékolik celkovych syntéz pelorusidu A,
nicméné v tomto okamziku neni zcela jasné, zda je néktery z téchto postupl schopen poskytnout
dostate¢né mnozstvi materialu potiebného pro preklinicky a pozdéji mozna i klinicky vyvoj. &

Pelorusid A vykazuje silnou cytotoxicitu proti leukémické bunééné linii u mysi. *

0

ch b, |

HaC
3 CHs

Obr. 30: Struktura pelorusidu A *
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7. 1. 3. VINKA ALKALOIDY

Prvnimi zastupci tzv. vinka alkaloid(l jsou vinblastin a vinkristin. Tyto latky jsou izolovany
z vytrvalé tropické drevnaté rostliny Catharanthus roseus L. (Apocynaceae), ktera byla pouzivana
raznymi kulturami pro IéCbu diabetu. Bylo zjisténo, Ze extrakty snizuji krevni obraz a zpUsobuji
Utlum kostni dfené u potkant. Nasledné bylo zjiSténo, Ze jsou ucinné proti lymfocytarni leukémii u
mysi. Tohle zjisténi vedlo k izolaci VLB a VCR jako ucinnych latek. Je zajimavé si povSimnout,
Ze i kdyz rostlina byla plvodné endemicka na Madagaskaru, vzorky pouZité pti objevu VLB a VCR
byly shromazdény na Jamajce a na Filipinach. Dnes uZ pfirozené roste v mnoha tropickych zemich.
Novéjsi polosyntetické analoga téchto latek jsou vinorelbin a vindesinu. Tyto latky se pouZivaji
predevsim v kombinaci s dalSimi chemoterapeutiky k 1é¢bé rlznych druhd rakoviny, véetné

leukémie, lymfomdl, pokroilé rakoviny varlat, prsu a plic, rakoviny a Kaposiho sarkomu. ' ¢

Obr.31: Catharanthus roseus (Apocynaceae) ®

Tato rostlina produkuje vice neiz 100 monoterpenickych indolovych alkaloidd.
Dva nejdulezitéjsi cytotoxické bis-indolové alkaloidy vinblastin a vinkristin se hromadi ve
stopovych mnoiZstvich v listech a jsou tvofeny spojenim catharanthinu — iboganinovy typ
a vindolinu — aspidosperminovy typ. Vinblastin a vinkristin jsou strukturné podobné, s vyjimkou,
Ze vinblastin obsahuje methylovou skupinu zatimco vinkristin obsahuje aldehydickou funkéni

skupinu p¥ipojenou k dusiku v centralni ¢asti molekuly. **?’
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Konfigurace dalezité
pro aktivitu

Rs=COCHs, H

Konfigurace

dtilezita pro
aktivitu ‘
_ L-trp-OC,Hs,
R:=CHs, CHO 5
ukazuji aktivitu L—Alﬂ(P)-(0C2H5)2
d-Vla(P)-(OC,Hs),

Obr. 32: Mista dulezita pro ucinek vinka alkaloid(

Vinka alkaloidy jsou inhibitory bunécéné proliferace, jsou Siroce pouzivany v chemoterapii
nadorl. Za antiproliferativni aktivitu vinka alkaloidd mlzeme z velké Casti povaZovat inhibici
mitézy v disledku depolymerizace mikrotubulll a mitotického vieténka. Inhibice bunécné
proliferace nastava v metafazi bunééného cyklu a je zplsobena inhibici mitotického vieténka,
tim Ze dojde k naruseni jeho organizace, zméni se jeho dynamické chovani, a tim je narusen pohyb
chromozéma. Burika neni schopna postoupit do anafdze nebo je tento postup znacné zpomalen.
Vinka alkaloidy pusobi selektivné na koncich mikrotubull. Mechanismus plsobeni vinka alkaloid(

je zévisly na koncentraci. > ®

Vinka alkaloidy

Mikrotubul ’ Parakrystalické

MNavazané tubulinové agregity
dimery s vinka
alkaloidem

Volné tubulinové
dimery

Obr. 33. Mechanismus plisobeni vinka alkaloid( **
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Nékteré vinka alkaloidy mohou plsobit na jiné cile, neZz na tubulin a mikrotubuly.
Mohou ovliviiovat jiné bunécné procesy jako syntézu DNA, RNA, lipidd, nukleotidl nebo
calmodulin zavislou ATP-azovou ¢innost. ©

Po intravendznim podani jsou vinka alkaloidy rozsahle metabolizovany v jatrech
a vyluéovény Zludi. Proto by pacienti s poruchou funkce jater méli dostavat vyrazné niz$i davku.

Myelosuprese a neurotoxicita jsou ddvku limitujici pro vinka alkaloidy a jsou v souladu
s interakcemi s mikrotubuly. Vinblastin a vinorelbin vykazuji vétsi myelosupresi neZ vinkristin.
VSechny tti latky zpUsobuji mirné alopecie a mlzou vyvolat zavaziné lokalni tkarové reakce.
K méné castym nezadoucim ucinkim patfi bolest na hrudi, hluboka bolest nespecifikovaného
plvodu a respiracni ucinky, jako je akutni bronchospasmus, subakutni kasel, dyspnoe a tvorba
plicnich infiltratl. Mezi nejCastéjsi neurotoxické Ucinky patfi necitlivost a brnéni kondetin, ztrata
hlubokych $lachovych reflex( a distalni svalova slabost.

Vinka alkaloidy jsou si strukturné podobné, ale maji ponékud odlisné spektrum aktivity
a toxicity. Naptiklad, vinkristin je UcinnéjSi proti non-Hodgkinovému lymfomu, Hodgkinové
chorobé a détskym solidnim nadordm neZ proti dospélym solidnim nadortm. Vinorelbin je zase
ucinnéjsi proti rakoviné prsu a plic. Vinblastin se pouzivd v |écbé rakoviny varlat

a non-Hodgkinového lymfomu a taky je aktivni v boji proti rakoviné prsu.

7. 1. 3. 1. VINKRISTIN

Obr. 34: Struktura vinkristinu ®

Vinkristin se cCastéji a efektivnéji pouzivd v pediatrické onkologii nez u dospélych
s nadorovym onemocnénim. Divodem muzZe byt vyssi Uroven citlivosti détskych nador( na
vinkristin a zaroven maji déti lepsi toleranci vyssich davek vinkristinu nez dospéli. Vinkristin je
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klicovy 1ék v kombinované chemoterapii u akutni lymfoblastické leukémie (ALL)
a non- Hodgkinova lymfomu, pfedevsim u déti. Vinkristin se také pouZivd v chemoterapii nadoru
mozku. Vikristin se vétSinou pouZiva v kombinaci s dalSimi ldtkami jako moneterapie pouze
vyjimeéné. > %

Neurotoxicita je davku limitujicim vedlejSim ucinkem vinkristinu. Vinkristinem vyvolana
neurotoxicita zpUsobuje autonomni polyneuropatie. Neuropatie je vyraznéjsi distalné a v dolnich
koncetindch. Intratekalni podani vinkristinu témér vidy zplsobi smrt. Mnoho neurotoxickych
pfiznakd zmizi béhem nékolika tydnl az meésicl po preruseni lécby, nicméné byly popsany
dlouhodobé nasledky. Hematologickad toxicita je vzacna. *>®

Vinkristin je eleminovan Zluéi. V pripadé poskozeni jater je tfeba upravit davkovani.
Distribu¢ni polocas vinkristinu je kratky, eliminacni polocas je dlouhy a distribu¢ni objem
v ustaleném stavu je velky. Svédéi to o rozsahlé vazbé vikristinu tkanémi. *°

Pozorované variability v kinetickych parametrech lze vysvétlit rozdily v ddvkovacich

rezimech- bud' poufiti bolusu nebo kontinuaIni infuze a sou¢asné podavani peroralnich 1é¢iv. &

7. 1. 3. 2. VINBLASTIN

Vinblastin mad antiproliferativni aktivitu. Zplsobuje inhibici mitézy v dUsledku
depolymerizace mikrotubul(l mitotického vieténka.

Myelosuprese a neurotoxicita jsou nezadoucimi Ucinky vinblastinu. Dalsim nezddoucim
ucinkem muZze byt alopecie, zavazné lokalni tkarové reakce. K méné castym nezadoucim ucinklim
patfi bolest na hrudi, hluboka bolest nespecifikovaného ptvodu a respiraéni potize.

Vinblastin se pouZiva v [é¢bé rakoviny varlat, prsu a non-Hodgkinového lymfomu.

Obr. 35: Struktura vinblastinu %
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7. 1. 3. 3. VINORELBIN

Vinorelbin se pouzivd u metastatického karcinomu prsu jak v monoterapii,
tak i vkombinovaném rezimu s monoklonalni protildtkou trastuzumabem. Dalsi pouziti je
u nemalobunééného karcinomu plic. *°

Vinka alkaloidy jsou nejc¢astéji podavany v kratkych tydennich i.v. injekcich (1 — 15 min),
ztidka v kontinualnich infuzich, zatimco vinorelbin je jedinym alkaloidem, ktery je k dispozici

peroralné a je podavan v jediné tydenni dévce. ™

Obr. 36: Struktura vinorelbinu *
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7. 1. 4. DALSI LATKY INHIBUJICi POLYMERIZACI TUBULINU

Latky zpUsobujici inhibici polymerizace tubulinu mlzZeme také nazvat jako latky,
které zplsobuji destabilizaci mikrotubulG. Do této skupiny se kromé vySe zminénych vinka

alkaloidt radi také dolastiny, cryptophyciny, indanocin, halichondriny,...

7.1.4.1. DOLASTATINY

Dolastatiny jsou velmi ucinné cytotoxické peptidy izolované z morského zajice Dolabella

auricularia (Opistobranchia), jez inhibuji shlukovani mikrotubulG a polymerizaci tubulinu vazbou

na B-podjednotku tubulinu nebo vazbou v blizkosti vazebného mista pro vinka alkaloidy. **®%¢’

116

Obr. 37: Dolabella auricularia (Opistobranchia)

Dolastiny se hromadi v morkém zajici pouze v mizivém mnozstvi (asi 1 mg z 100 kg), coz je

pro izolaci a strukturni objasnéni téchto peptidi mimoradné naro¢né. *’
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Obr. 38: Struktura dolastatinu 10 *®
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Dolastatin 10 a jeho Uzce souvisejici analoga vykazuji slibné antiproliferativni vlastnosti
a byli vybrani jako potencialni chemoterapeutika, ktera podstoupi klinické testovani. Dolastatin 10
existuje v roztoku ve dvou rliznych konformacich (ohnutd a prodlouzena forma), odpovidajicich
cis-trans izomeraci Dil-Dap amidové vazby. ®

Dolastatin 10 vykazuje slibnou aktivitu vici hormon-refrakternimu nadoru prostaty,
pokrocilému nddoru prsu a pokrocilému stadiu rakoviny pankreaticko-bilidrniho systému. Derivaty
dolastatinu 10 jsou ve fazi predklinického zkougeni a vykazuji vyrazny protinddorovy Géinek. *°

Z Dolabella auricularia byly izolovany dalsi depsipeptidy jako dolastatin 15 a aurilid.
Aurilid prokazal velmi vysokou in vivo protinadorovou aktivitu, bohuzel viak i jeho toxicita je velmi
vysoka. Aurilid zpUsobuje silnou stabilizaci mikrotubult, ale mechanismus stabilizace se lisi od

taxolu. %8

7.1.4.2. CRYPTOPHYCINY

Cryptophyciny jsou makrolidy izolované z cyanobaterie rodu Nostoc spp. Tyto latky jsou
vysoce cytotoxické a vykazuji protiplisfiovou a protinddorovou aktivitu. Cryptophycin 1 zplGsobuje
depleci mikrotubuld v burikach cévniho hladkého svalstva, coz naznacuje, Ze jeho cilovd molekula

je tubulin. ®

0
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Obr. 39: Struktura cryptophycinu ®

Mechanismus pulsobeni cryptophycind spocivd v inhibici polymerizace tubulinu
a destabilizaci mikrotubull, podobné jako vinka alkaloidy a kolchicin. Cryptophyciny inhibuji vazbu

vinka alkaloid na tubulin in vitro, ale vazbu kolchicinu neovliviiuji. Proto mliZzeme predpokladat,
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Ze cryptophyciny maji afinitu k vazebnému mistu vinka alkaloidd, jelikoz miZe dochazet k jeho
prekryti. MoZnost prekryti vazbovych mist vyplyva ze znacné strukturalni odliSnosti téchto latek.
Cryptophyciny se vazou s vysokou afinitou radéji ke koncim mikrotubull neZz po celé délce
mikrotubuld. Stejné jako mnoho z novéjsich sloucenin vazajicich mikrotubuly, cryptophyciny
nejsou ovlivnény zvyéenou expresi P-GP. **

Cryptophyciny ukazuji slibnou ucéinnost v kombinaci s doxorubicinem, paclitaxelem,
5-fluorouracilem, a sanalogy platiny. Jsou uc¢inné u rakoviny prsu a rakoviny vajecniki
s nadprodukci P-GP. Cryptophycin-52 je vsoucasné dobé v klinickém zkouseni, jako latka

pouZitelna v terapii solidnich nadora. ™%

7.1.4. 3. HALICHONDRIN B a HOMOHALICHONDRIN B

Halichondrin B je stavebné jedinec¢ny polyetherovy makrolid izolovany z fady morskych
hub a na nadorové bunky vykazuje inhibici rlstu. Neni vsak strukturalné pribuzny se standardnimi
latkami plsobicimi na mikrotubuly, napf. nema Zadnou strukturalni podobu s vinkristinem nebo
paclitaxelem. BohuZel je jeho |é¢ebna aplikace omezena, z divodu jeho nedostatku z pfirodnich
zdrojui a sloZitosti syntézy. > ”°

Obé slouceniny jsou vysoce cytotoxické a maji antimitotickou aktivitu. Obé slouceniny
inhibuji polymerizaci tubulinu tim, Ze inhibuji shlukovani mikrotubul(l, a tim zpUsobuji bunécnou
apoptézu.

Halichondrin B neovliviiuje vazbu kolchicinu na tubulin, zato je to komptetitivni inhibitor
vazby vinblastinu na tubulin. Halichondrin B byl plvodné izolovan ze stejného organismu jako

inhibitor fosfatazy kyselina okadaové, ale je asi 50x U¢inné&j$i ne? kyselina okadaova. ™

OH : H HsG

HO O,
5 :
Gi/ 0
0

Obr. 40: Struktura halichondrinu B *°

61



7.1.4.4. KURACIN A

Kuracin A je antimitotickda sloucenina izolovand z karibské sinice Lyngbya majuscula.
Sklada se z disubstituovaného thiazolinu, nesouciho chiralni cyklopropanovy kruh, a z alifatického
postranniho fetézce. Kuracin inhibuje shlukovani tubulinu vazbou na kolchcinové vazebné misto,
coZ je jedno ze dvou rGznych vazebnych mist na tubulinu. Tento poznatek je zajimavy, protoZe
kuracin ma jen malou strukturni podobnost se zndmymi ptirodnimi a syntetickymi ligandy, které
se vazou na kolchicinové vazebné misto. Kuracin je silny inhibitor vazby kolchicinu na tubulin
a zpUsobuje vysokou miru inhibice ristu nddorovych bunéénych linii. > 2

Kombinace lipid( a heterocyklickych skupin v postrannim fetézci kuracinu A je duleZita
pro jeho antimitotickou aktivitu. V soucasnosti existuje nékolik celkovych syntéz kuracinu A,
nicméné jeho nizka rozpustnost ve vodé a nedostatek chemické stability ho vyradily z klinického

zkouseni. 272

CH,
HaC o, T —

OCH 4 H

Obr. 41: Struktura Kuracinu A "2

7.1.4.5. TACCALONOLIDY

Taccalonolidy jsou vysoce okyslicené pentacyklické steroidy izolované z rostlin rodu Tacca.
Steroidni skelet obsahuje epoxidovou skupinu v misté C2-C3 a enol-y-lakton. Maji mnoho
vlastnosti podobnych jinym latkdm stabilizujicim mikrotubuly. Zvysuji hustotu mikrotubull
vinterfazi, ddle zpuUsobuji shlukovani mikrotubull, tvorbu abnormalniho multipolarniho
mitotického vreténka. Tyhle procesy vedou k zdstavé mitdzy a nakonec k apoptdze. Nicméné,
taccalonolidy se lisi od ostatnich mikrotubuldrnich stabilizator( tim, Ze si zachovavaji ucinnost
i v bunécnych liniich rezistentnich na taxany na in vivo modelech. Taccalonolidy se vaZzou na
mikrotubuly kovalentni vazbou.

Slouc¢enina s nazvem taccalin byla plvodné izolovdana z hliz T. leontopetaloides

v laboratofi Scheuer v roce 1963, jeji struktura vSak nebyla v té dobé objasnéna. O dvacet pét let
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pozdéji, Chen at al. izolovali z oddenkd T. plantaginea taccalonolid A a B a objasnili jejich
struktury. Ostatni pfirodni taccalonolidy byly izolovany v rlznych laboratofich v obdobi
1987 - 2008, taccalonolidy A - M a W - Y z T. plantaginea, taccalonolidy N a R - V z T. paxiana,
a taccalonolidy O - Q z T. subflabellata. Zatimco chemické struktury taccalonolidd byly objasnény
v roce 1980, jejich protinddorova a mikrotubuly stabilizujici aktivita byla objevena teprve
v poslednich 10 letech. Taccalonolidy A a E jsou nejhojnéji se vyskytujici sekundarni metabolity
jako nové stabilizatory mikrotubul(. Jediny strukturalni rozdil mezi taccalonolidem A a E je
absence acetoxy skupiny na C-11 u taccalonolidu E, a diky tomu je 200x méné ucinny.
Taccalonolid A je nejucinnéjsi sloucenina této skupiny a vynikajici protinddorové ucinky

vykazuji také taccalonolidy E, N a AF. Maji vak uzké terapeutické okno.

H3C 0 0
CH,COO0. e
CH3CO0 ., - i -
CH5CO0 CH; &
3 "f,___ H3 C C H3
. OCOCH 4

Obr. 42: struktura taccalonolidu A 3

Dulezité je, Ze taccalonolidy A a E maji vynikajici cytotoxickou aktivitu in vivo i u P-GP
exprimujicich bunék, coz znamen3, Ze jsou Uc¢inné u syngennich nador( prsni Zlazy odolnych proti
paclitaxelu a doxorubicinu. Ackoliv antiproliferativni aktivita taccalonolidu A a E in vitro byla
alespon 100x nizsi nez u paclitaxelu, protinddorové studie prokazaly, Ze maji srovnhatelnou nebo
dokonce lepsi G¢innost in vivo nei paclitaxel.

Mitotické vieténko tvorené taccalonolidy je zcela odlisné od téch, kterd jsou iniciovana
jinymi stabilizatory mikrotubuld, véetné paclitaxelu a laulimalidu. Taccalonolidy vytvorené
multipolarni mitotické vieténko se Casto sklada z 5 - 6 teckovanych hvézdicovitych vietének,

zatimco paclitaxelem vytvoiené ma 2 - 3 rozptylené hvézdicovité vieténka. >
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Taccalonolidy vykazuji slibné Gcinky v 1é¢bé rakoviny prsu. V soucasnosti probihaji studie
na dalsi modifikace taccalonolidi, které umoZini podrobnéjsi modelovani vazebného mista

a mohou vést k identifikaci klinicky pouzitelného kandidata.

7.1.4.6. NOSKAPIN

a-noskapin 1 (také zndmy jako narkotin) je pfirozené se vyskytujici ftalid-isochinolinovy
alkaloid izolovany z rostlin celedé Papaveraceae. Tahle latka byla pouzivana peroralné proti kasli
a méla priznivy toxicky profil. Bylo také zndmo, Ze mulze pUlsobit jako protinddorové cinidlo
prostfednictvim naruseni ustalené dynamiky tubulinu. PfestozZe je slabym inhibitorem polymerace
mikrotubull, neni toxicky v nadorovych supresivnich davkach. Diky vynikajici biologické
dostupnosti a nizkym nakladim umoZniuje tento pfirodni produkt dalsi vyzkumy. Analogové
derivaty noskapinu, jako je 9-fluor, 9-brom, 9-chlor a 9-jod-noscapinoidy, prokdazaly silnéjsi
protinadorovy Gcinek nez ptivodni molekula noskapinu.

9-amino-a-noskapin je silny inhibitor polymerace tubulinu s lepsi protinadorovou aktivitou
nez materska slou¢enina a moznym vyuzitim pti |é¢bé rakoviny. 9-amino-a-noskapin se
pravdépodobné vaze na tubulin v misté prekryvajicim se s kolchicin vazebym mistem. S ohledem
na zvyseni vyuZitelnosti 9- amino- a- noskapinu v protinadorové terapii bylo potreba vyvinout

efektivni zplsob syntézy, co? nebyl tézky dkol. Existuje nékolik jednoduchych syntéz. *

Obr. 43: Struktura noskapinu ™
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7.1.5. KOLCHICIN

Kolchicin se nachazi ve vSech castech trvalé byliny Colchicium autumnale (Liliaceae),
které na jare z hlizy vyrlsta fialovy kvét (10 - 20 cm). Po opyleni kvét zvadne a nastava klidové
stadium rostliny. Na jafe vyrGstaji z podzemni kvétné lodyhy 3-4 prodlouZené kopinaté listy.
Mezi nimi, tésné nad zemi, se objevi na jafe oplozeny semenik. Plodem jsou méchyrkovité tobolky
s nékolika semeny. Semena se sbiraji zralé. Semena jsou kolovité, tvrdé, kalné cervené az
tmavohnédé barvy, Cerstvé jsou mirné lepkavé. Semena jsou bez pachu, chut je ostrad az horka.
Semena se obvykle sbiraji v ¢ervnu. Bylina je domaci ve stfedni, vychodni a zapadni Evropé a roste

jako plevel vinkych luk hlavné v hornatéjsich krajich. 2"

Obr. 44.: Colchicium autumnale (Liliaceae) **

Kolchicin je hlavni alkaloid, dale rostlina obsahuje demekolcin a asi dalSich 20 alkaloidQ,
pricemz alkaloidy jsou z vétsi ¢asti vazany na tfisloviny. Jsou lokalizovany predevsim v semenech,
a to vtesté, vendospermu je jich malo. Jiné rostliny tohoto rodu obsahuji podstatné méné
alkaloid(i nez C. autumnale a jejich kvalita a mnoZstvi zavisi na klimatickych podminkach. ¥/

Kolchicin je isochinolinovy alkaloid odvozeny od phenylalaninu a tyrozinu. Kolichicin ma
Sesti¢lenny aromaticky kruh A substituovany tfemi metoxylovymi skupinami, dale ma sedmiclenny
kruh B s acetamidovou skupinou a tropolonovy kruh C. Kolchicin byl izolovan i v jinych rostlindch
celedé liliaceae. ¥

Syntéza kolchicinu: fenylalanin se inkorporuje do kolchicinu a je plvodcem slozky C3 — C6.
B- uhlik a aromatické jadro tyrozinu jsou plvodcem tropolonového kruhu C.

0-methylandrocymbin prechézi dal$imi reakcemi na kolchicin. %’
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Menasycenost zvysuje
aktivitu

Dilefita skupina pro
vazebnou schopnost

Rozsifeni kruhu neni

dovoleno

Epimer sniZuje aktivitu I

alINHCOMe

Mize byt nahrazeno jinymi
substituenty

Kruh umozriuje
kontrakci

Methoxy
skupina neni
nutna

T~
8]

DileZita skupina pro spravnou OMe
konformaci a aktivitu I

Povolené jsou halogenidy, alkyl,
alkoxy, amino a SCH3 skupiny,
ale ne objemné skupiny

Obr. 45: Kolchicin a dlleZita mista pro jeho aktivitu

Kolchicin patfi mezi nejucinnéjsi bunécné jedy, ma uzkou terapeutickou Sifi a vysokou
toxicitu. Na bunécné urovni kolchicin zabrafuje mitéze tim, Ze brani polymerizaci tubulinu,
a tim naruSuje procesy, které zavisi na funkci mikrotubulli, jako jsou bunécné pohyby,
intraceluldrni pohyby a mitéza. To ma za nasledek selhdni vytvoreni vreténka, a tim brani
obvyklému pohybu chromozédmu a replikaci. Zastava déleni bunécného jadra nastava v metafazi.
Toxicita kolchicinu se projevuje predeviim ve tkadnich s wvysokou rychlosti mitdzy,
napf. ve vlasovych folikulech, v kostni dfeni a v GIT epitelu. Kolchicin taky inhibuje migraci
leukocytl do zanétlivych oblasti, ¢ehoZ se vyuZivd u pacientl s akutnim dnovym zachvatem,
kdy tlumi bolest a odstrariuje zanétlivy otok. "*”’

Davka 0,5 mg/kg, mlzZe zpUsobit gastrointestinalni potize, davka vyssi nez 0,8 mg/kg vede
obvykle ke kardiogennimu Soku a pouhych 7 mg kolchicinu ma smrtelné ucinky.
Otrava kolchicinem ma obvykle 3 faze. Prvni faze se vyznacuje GIT symptomy, které zahriuji pocit
paleni v ustech a krku, vodnaty prljem, bolesti bticha a zvraceni. Druhd fdze se projevuje
prfedevsim arytmiemi, selhanim jater, pankreatitidou, ileem, syndromem respiracni tisné
dospélych, rhabdomyolyzou a hypokalcémii. Vsechny tyhle reakce mohou vést
k multiorganovému selhani a ke smrti. V pfipadé, Ze pacient prezije druhou fazi, nasleduje treti
faze, kterd zahrnuje vypadavani vlasg, jaterni a rendlni onemocnéni. * 7

Kolchicin se pouZivd v mediciné predevSim pro své myorelaxacni vlastnosti a jako
antiuratikum. Pro své cytotoxické ucinky se pouZiva velmi mdlo, diky uzkému terapeutickému
oknu. PouZiva se i v péstitelské praxi, protoZe u rostlin vyvolava polyploidii, kterd zplsobuje

v . s v s o ’ . s o s 1
tvorbu bunék se zdvojenym poétem chromozémdl, a tim zpravidla nardst zelené hmoty. 7
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7.1.6. PODOPHYLOTOXIN

Podofylotoxin (PDT) byl poprvé izolovan v roce 1880, ale jeho spravna struktura byla
popsana az v roce 1950. Rozsahly vyzkum této struktury vedl k vyvoji polosyntetického etoposidu
a teniposidu, klinicky acinnych latek, které se pouzivaji pfi lécbé lymfom a pridusek
a testikularni rakoviny. *°

PDT je nejbéinéji pouzivanym aryltetralinovym ligninem mezi stovkami ptirodnich
rostlinnych lignan(i. PDT je béiné izolovan zrodu Berberidaceae z Podophyllum peltatum
(P. peltatum), Podophyllum hexandrum (P. hexandrum) a Dysosma versipellis (D. versipellis).

Listy P. peltatum obsahuji zvy$enou hladinu PDT (0-56 mg/g), ve srovnani s oddenky a koteny.

OH

H

H""n
HaCO OCH5

OCH5

Obr. 46: Struktura podophyllotoxinu "

Dostupnost PDT izolovaného z rostlin je omezena z dlivodu vzacného vyskytu rostliny v
pfirodé v duasledku intenzivniho sbéru a nedostatku organizovaného péstovani. Kromé toho,
Ze rostliny maji dlouhou juvenilni fazi, Spatnou produkci plod(, maji také pomalou regeneraci,
ktera je zodpovédna za kriticky ohrozeny stav. ’®

Chemicka syntéza PDT je velmi slozZitd a pomérné obtiZzna. Existuje biotechnologicka
vyroba PDT pomoci kultur. Nicménég, tyto metody vyzaduji zlepSeni, protoZe obsah PDT je vyrazné
niz$i v porovnani s prirodnimi rostlinami. ®

Aromatizace kruhu C vede ke ztraté aktivity, zatimco modifikace na pozici C-4 v kruhu C je
vétsSinou pfijatelna a objemné skupiny v této poloze zvysuji protirakovinnou a topoizomerazovou
aktivitu. Bylo zjisténo, Ze modifikace kruhu A ma za nasledek snizeni Uc¢inku a modifikace kruhu B
ma za nasledek ztratu aktivity. Bylo také zjisténo, Ze volna rotace kruhu E je nezbytna pro

protinadorovy tcinek. Kruhy A a E jsou tedy nezbytné pro jeho téinek. "
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Obsah PDT voddencich P. hexandrum pozitivné koreluje s nadmorskou vyskou.
Nizké teploty zvySuji metabolismus podzemnich casti rostlin, coz umoziuje P. hexandrum prezit
nizké zimni teploty za podminek in situ. Obsah PDT v P. hexandrum se tedy méni s teplotou,
nadmorskou vyskou, vékem rostliny, obsahem pldnich Zivin. DllezZité jsou i faktory Zivotniho
prostiedi. 8

PDT inhibuje tvorbu mitotického vreténka mikrotubulll tim, Ze brani polymerizaci
tubulinu, kterd indukuje zdstavu bunééného cyklu v metafdzi mitézy. Tento mechanismus
plUsobeni je srovnatelny s alkaloidem kolchicinem. Podofylotoxin se reverzibilné vaze na tubulin,
narusuje dynamickou rovnovdahu mezi shlukovanim a dezorganizaci mikrotubull a nakonec
zpUsobi zastaveni mitdzy. Nicméné polosyntetické derivaty podophyllotoxind, jako jsou etoposid,
Teniposid a etopophos, maji silnou inhibi¢ni aktivitu DNA topoizomerazy |l, kterd zabraruje
opétovné ligaci DNA. Nejsou to tedy inhibitory mikrotubull, a to diky pfitomnosti objemné
glukosidové ¢&asti. ”°

PAMAM dendrimery jsou Siroce pouZivany pro rtzné biomedicinské aplikace jako nosice
drog. Konjugaci podophyllotoxinu s PAMAM dendrimery se zvysuje jeho biologicka dostupnost
a snizuje se frekvence davkovani. ®

Rezistence nadorovych bunék na PDT je zplsobena amplifikaci genu MDR-1, ktery kdduje
P-GP. Zvyseni genu MDR-1 bylo pozorovano v burkach rezistentnich na PDT. Dalsimi mechanismy
rezistence jsou mutace nebo snizena exprese topoizomerazy II. **

Pfirodni PDT je znamy pro svou protinadorovou a protivirovou vlastnost. Je ucinny pfi
[écbé Wilmsovych nador(, raznych typd pohlavnich nador(, non-Hodgkinovych a jinych lymfom
a karcinomu plic. PDT je, v kombinaci s cisplatinou, ucinny pfi [é¢bé neuroblastomu. V soucasné
dobé je PDT Siroce pouzivdn pro pfipravu polosyntetickych derivatl (etoposid, teniposid,
etoposid fosfat), které jsou dalezité pro Ié¢bu mnoha typd rakoviny. * %

PDT se také casto pouziva jako antivirové cCinidlo pro |é¢bu condyloma acuminatum
zpUsobené HPV a je povaZzovan za nejucinnéjsi 1€k na venerické, periandlni a dalsi bradavice.
Tento protivirovy UcCinek je spojen s rlznorodymi mechanismy, véetné narusSeni bunécného
cytoskeletu a inhibice integrazy, ktera interferuje s replikaci viru. Synteticka analoga PDT vykazuji
inhibici reverzni transkriptazy a mohou byt proto vyuZita pro selektivni boj proti RNA virim, jako

je Hiv. 7>%°
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7. 2. LATKY INTERAGUIJICi S DNA

DNA je jednim z nejdleZitéjsich farmakologickych cil pro latky, jez jsou dnes v klinické
praxi. DNA interkalaéni latky jsou ddleZitou skupinou léiv v protinadorové terapii. **

DNA neboli deoxyribonukleovd kyselina se skldada ze dvou komplementarnich
Sroubovicovych vldken v antiparalelnich smérech a je vhodna pro ukladani genetickych informaci.
Polynukleotidové fetézce DNA se skladaji z 2- deoxyribdzy, fosfatové skupiny a dusikaté baze.
Prostorové usporadani parl bazi vede k tvorbé vétsich a mensich zlabka. Na molekularni rovni se
zlabky lisi. Velky Zldbek ma vice mista pro interakce a umoznuje tak snadny pfistup objemnym
molekuldm. Na druhé strané, maly zlabek md méné vazebnych mist, ale ma tu vyhodu, Ze byva
obvykle neobsazeny, a tedy k dispozici pro malé molekuly. Vétsina antibiotik a Iék( proti rakoviné

jsou malé molekuly, takZze maly 7labek je jejich hlavni vazebné misto. ®

Obr. 47: Prostorova struktura DNA

Latky interagujici s DNA mlzZeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinou jsou latky

inhibujici enzym topoizomerazu (7.2.1) a druhou skupinou jsou interkalacni latky (7.2.2.).
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7. 2. 1. LATKY INHIBUJICi DNA TOPOISOMERAZU

DNA topoizomerazy jsou dlleZité enzymy jak pro protinadorovou, tak pro antimikrobialni
aktivitu. DNA topoizomerazy byly poprvé objeveny Wongem v roce 1971. Topoisomerazy jsou
vysoce konzervované jaderné enzymy nezbytné pro preziti vSech eukaryotickych organism(. Jsou
schopny tvofit prechodné zlomy v DNA. Od objevu topoisomerdzy | z E. Coli, vyzkumnici izolovali
mnoho dal$ich DNA topoizomeraz z prokaryot i eukaryot. 2%

Topoizomerdzy hraji vyznamnou roli v metabolismu DNA a v chromozomalni strukture,
a proto jsou dllezZité témér ve vsech fazich bunécného cyklu. Topoizomerazy se vazou na DNA,
snizuji napéti nadsSroubovicovitého vinuti DNA, coz umoznuje, aby vybrané oblasti DNA byly
dostate¢né uvolnéné, rozmotané a umoznily replikaci, rekombinaci, opravy nebo prepis DNA. **#

Nejznaméjsimi topoisomerdzami jsou topoisomerdzy | a Il. Topoisomerdza | je ATP
nezavisla a je schopna rozvinout tercidlni strukturu DNA, tj. nadSroubovicové vinuti a to bez
pritomnosti ATP, ¢im dochazi k tvorbé jednoretézcovych zlomu (single strand breaks). Je nutna pfi
transkripci, zejména pfi prolongaci, ale také pfi kondenzaci chromatinu. %3

Naopak, topoizomeraza Il vyzaduje ATP, Stépi obé vldakna DNA, a tim dochazi k tvorbé
dvouretézcovych zlom( v DNA (double strand breaks). Topoisomeraza Il hraje duleZitou roli ve
shlukovani chromozém(, v kondenzaci a segregaci chromozém( vanafazi a v ukonceni
transkripce. Topoizomeraza |l existuje ve dvou vysoce homolognich izoformach, alfa a beta, které

se odli$uji v produkci v pribéhu bunééného cyklu. ***

Tabulka 2: Srovnani topoisomerazy | a Il: 2

Topoisomeraza |

Topoisomeraza ll

110 kDa

170 kDa, 180 kDa

Tvori jednoretezcové zlomy v DNA

Tvofi dvouretézcové zlomy v DNA

ATP nezavisla

ATP zavisla

Geny se nachazi na chromozému 20q12

Gen se nachazi na chromozémech 17921
a3p24
Dva druhy (alfa a beta)

Poprvé popsana v roce 1971

Poprvé popséana v roce 1976
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Obr. 48: Mechanismus ucinku topoisomeraz

DNA topoizomerazy predstavuji cil pro uspésSnou chemoterapii nékterych typu rakoviny.
Zatimco klinicky pouzivané Ilatky inhibujici topoizomerdzu Il maji selektivitu a problémy
s rezistenci, inhibitory topoizomerazy | maji dobrou selektivitu a pouze maly problém s rezistenci.
Inhibitory topoisomerazy | pfedstavuji novou tfidu slibnych G¢innych protinadorovych latek pro
chemoterapii. DalSimi vyzkumy je tfeba identifikovat a zkonstruovat inhibitory topoizomerazy |
s nizkou nebo 7adnou toxicitu.

Obecné plati, ze poloha -5 terbenzimidazolu je dileZita pro jejich G¢inek. 3

71



Inhibitory topoizomerazy lze rozdélit do dvou skupin:
1) inhibitory topoizomerazy I:

kamptoteciny (irinotecan, topotecan)
2) inhibitory topoizomerazy Il:

epipodofylotoxiny (etoposid, teniposid)

antracykliny (doxorubicin, epirubicin, daunorubicin, idarubicin, mitoxantron) **

7.2.1.1. INHIBITORY DNA-TOPOISOMERAZY |

DNA topoizomeraza byla poprvé objevena Wongem v roce 1971. Topoisomeraza | je
vysoce konzervovany jaderny enzym. Tvofi pfechodné zlomy v DNA. Od objevu topoisomerazy |
z E. Coli vyzkumnici izolovali mnoho dalich DNA topoizomeraz z prokaryot i eukaryot. ** %

Topoisomerdza | je ATP nezdvisld, ¢imz se |isi od topoisomérazy Il. Je schopna rozvinout
tercialni strukturu DNA, tj. nadSroubovicové vinuti, ¢im dochazi k tvorbé jednoretézcovych zlomu.
Je dUleZita pfi transkripci, zejména pfi prolongaci, ale také pfi kondenzaci chromatinu. 2%

Mezi inhibitory topoizomerazy | patfi hlavné skupina [ldtek kamptoteciny.
Terbenzimidazoly predstavuji strukturné jedinecnou tridu latek inhibujicich topoizomerazu I.
Substituenty na 2f konci terbenzimidazold mohou ovlivnit jak aktivitu, tak cytotoxicitu.
Pfitomnost elektronegativnich substituentd v 2f poloze je spojena se zvySenou aktivitou
a cytotoxicitou topoizomerazy |. 8

Inhibitory topoizomerazy | maji dobrou selektivitu a jen obcasny problém s rezistenci.
Inhibitory topoizomerazy | predstavuji novou tfidu slibnych ucéinnych protinddorovych latek pro

chemoterapii. **
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7.2.1.1.1. KAMPTOTECINY

Kamptotecin (CPT) je dulezity protirakovinny a antivirovy alkaloid produkovany c¢inskym
stromem Camptotheca acuminata (Nyssaceae) a dalsimi druhy, které patfi do celedi
Apocynaceae, Olacaceae, a Rubiaceae. Byly provedeny pokusy vyrobit CPT z bunécnych

suspenznich kultur, vytézky byly nizké a nestabilni a to omezilo primyslovy rozvoj. *°

Obr. 49: Camptotheca acuminate (Nyssaceae)®

CPT je prvni izolovany inhibitor topoisomerazy |. Jeho pfesny nazev je 2-(4-ethoxyfenyl)-5-
(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5-bi-1H-benzimidazol. CPT vSak prokazuje aktivitu i jako inhibitor
topoizomerdzy Il. Vroce 1980 Liu a Wang zjistili, Ze CPT se vaZe na vedlejsi Zldbek DNA,
zachyti reverzibilni Stépitelny komplex odvozeny z DNA a topoizomerazu | a vytvaii omezeny

pocet vysoce specifickych jednofetézcovych zlomd DNA. & %

Obr. 50: Struktura CPT ®
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Definovani mechanismu protinddorové aktivity CPT vedlo k vyvoji dalsich analogdl, které
mély za ukol prekonat dva klicové faktory, které omezovaly jeho klinickou uzZite¢nost: Spatnou
rozpustnost ve vodé a Uzky terapeuticky index. Bylo vyrobeno nékolik polosyntetickych analogd,
které prosly rozsahlym zdakladnim, preklinickym a klinickym hodnocenim. Ke konci roku 1990,
dva z téchto analogl obdrzely schvaleni od FDA. Prvnim byl topotecan, vindikaci na Iécbu
rakoviny vajecnikll a pozdéji malobunécného karcinomu plic (SCLC). Druhym byl irinotekan,
jehoz indikaci je kolorektalni karcinom. Nékolik dalSich analogl je v aktivnich klinickych zkouskach
a stale jsou syntetizovany daléi nové derivaty. %

Kamptotecinova analoga sdileji podobnou strukturu, zpravidla obsahuji aromaticky péti-
kruhovy systém a a-hydroxylaktonovou ¢ast. Derivaty maji rGzné substituce, které bud' zvysuji,
nebo snizuji inhibici topoizomerazy I. Laktonovy kruh je nutny pro pasivni difdzi l1éCiva do bunék
a pro interakci s topoisomerazou I, nicméné tato forma se rychle hydrolyzuje na karboxylovou
formu pfri fyziologickém pH. JelikoZ vétsina solidnich nadorl existuje v kyselém mikroprostredi,
kamptotecinova analoga pravdépodobné mohou vyuzit lokadlniho pH gradientu, ktery by
upfednostnil vyuziti aktivni ¢asti. Faktory, jez mohou mit vliv na lakton-karboxylovou rovnovahu,
mohou ddle ménit ucinnosti latky. Lidsky sérovy albumin se prednostné vaze na formu
karboxylové kyseliny. Nékterd, ale ne vSechna, analoga kamptotecinu pfimo interagu;ji
s topoisomerazou |. 3*8°

V dnesni dobé jsou studovany makromolekularni nosice aktivnich latek a jiz byly vyvinuty
liposomalni formulace. Irinotekan je prolécivo, které je pfeménéno na SN-38 in vivo pomoci
sérovych karboxylesteraz. SN-38 je molekula, jejiz inhibiéni aktivita na topoizomerazu | je az 1000x
vyssi nez u plvodni slouceniny. In vitro testy byla prokazana variabilni cytotoxicita SN-38,
kterda byla 2 - 2000x vysSi nez u irinotekanu. Karboxylesterdzy, enzymy pfitomnéh v jatrech,
jakoz i ve sliznici bunék a predevsim karboxylesteraza-2 (CE-2), jsou zodpovédné za odstépeni
solubilizaéni skupiny a vzniku SN-38. CE-2, je pomérné neefektivni v konverzi irinotekanu na SN-38

v normalni tkani, ale byly popsany nejhojnéjsi izoformy v lidské nadorové tkani. %
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7.2.1. 2. INHIBITORY DNA TOPOISOMERAZY II

Topoizomeraza |l je jaderny enzym nezbytny pro replikaci DNA, kondenzaci a segregaci
chromozéma. Pro svou cinnost potiebuje ATP, Stépi obé vldkna DNA, a tim dochazi k tvorbé
dvouretézcovych zlom( v DNA. %% &

Topoizomeraza |l se vyskytuje ve dvou izoformdch, a to a-a B-. BEhem bunécného cyklu se
koncentrace jednotlivych izoforem méni. Na prelomu G2/M faze je koncentrace a-izoformy
2-3x vysSSi nez v ostatnich fazich. A prdvé a-izoforma je cilovou strukturou pro etoposid.
Koncentrace PB-izoformy je v prlibéhu bunééného cyklu témér stald, a proto by mohla
predstavovat cil pro terapii pomalu rostoucich nadord. Inhibitory topoizomerazy Il jsou
vyznamnymi léky pouZivanymi pfi |éCbé mnoha nadorl, vcéetné rakoviny prsu, rakoviny plic,
rakoviny varlat, lymfomu a sarkoma. 23

DNA topoizomeraza Il je klicovym bunécnym cilem pro etoposid a teniposid. Etoposid

a teniposid jsou si podobné, jak ve svém ucinku, tak i ve svém spektru lidské nadorové aktivity. **

7.2.1.2.1. EPIPODOPHYLOTOXINY

Podophyllotoxiny maji dlouhou Ié¢ebnou historii. Podofylotoxin inhibuje tvorbu
mitotického vietena tim, Ze brani polymerizaci tubulinu, kterd indukuje zastavu bunécného cyklu
v mitdze v metafazi. Nicméné semi-syntetické derivaty podophyllotoxinl, jako jsou etoposid,
teniposid a etopophos, maji silnou inhibi¢ni aktivitu DNA topoizomerazy ll, jeZ zabranuje opétovné
ligaci DNA. Nejsou to tedy inhibitory mikrotubul(, a to diky pfitomnosti objemné glukosidové

Easti. 47

7.2.1.2.1.1. ETOPOSID

Etoposid je Spatné rozpustny ve vodé. Pro intravendzni poddni se etoposid rozpousti
v solubilizdtoru sloZzeném z polysorbatu 80, polyethylenglykolu a alkoholu, Je nafedény na
koncentraci nizsi nez 0,4 mg/ml, aby se zabranilo vysrazeni. Tyto pomocné latky jsou povaZzovany
za pri¢inu hypersenzitivnich reakci, které se zfidka vyskytuji po podani etoposidové infuze. 2

Pfiblizné jedna tretina intravendzné podaného etoposidu se vylu¢uje moci. Méné nez 2 %

z podané davky je vylouceno Zluc¢i jako intaktni latka. Clearance etoposidu je u pacientl
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s poruchou funkce ledvin mirné snizena, ale u pacientd s jaterni obstrukci nikoliv.
Jaterni glukuronidace predstavuje 25 % etoposidové clearance. Etoposid je pifeménén predevsim
pomoci UGT1A1l na fenolicky glukuronidovy metabolit. Etoposid je rovnéz metabolizovdn
cytochromem P450 3A4 na reaktivni katecholovy metabolit. Hodnota AUC katecholu je pouze
1 - 2 % daného etoposidu. Nicméné katecholovy metabolit je, stejné jako etoposid, cytotoxicky.
Pfi mirné az stfedné tézké poruse jater neni tfeba ddvku sniZovat, nezvySuje se ani toxicita
etoposidu, a to ani pfi hyperbilirubinémii. Etoposid se silné vaze na plazmatické bilkoviny a pouze
6 - 8 % dané latky je nenavazano. Volna latka je biologicky aktivni a podminky, které snizuji vazbu

proteinu nebo snizuji albumin, mohou zvysit farmakologicky G¢inek dané latky.

Obr. 51: Struktura etoposidu: R= CH; *®

Etoposid ma minumum lékovych interakci. Ani doxorubicinu ani ifosfamid neméni
clearance etoposidu. Zddné vyznamné interakce nejsou vidét ani mezi platinovymi cytostatiky
(cisplatina a karboplatina) a etoposidem. Grapefruitova stava, inhibitor metabolismu cytochromu
P450, neméni kinetiku etoposid. Nicméné soucasné uzivani prednisonu indukuje clearance
etoposidu, pripadné prostrednictvim indukce P-GP. Inhibitory P-GP zpoZduji clerance etoposidu,
a tim zvySuji toxicitu. Denni pouZivani etoposidu indukuje metabolismus katecholového
metabolitu. Zheng et al. zjistili, Ze pfi 5-ti dennim podavani etoposidu, je vyrazné vyssi AUC

etoposidového katecholu 5. den, ve srovnéni's 1. dnem lé¢by. %
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Uginnost nizké davky a dlouhodobd terapie etoposidu v preklinickych modelech generuje
nadSeni pro peroralni etoposid, protoZze by to byl teoreticky vhodny zpUsob, jak zajistit
dlouhodobou Ié¢bu pro pacienty. BohuZel, biologickd dostupnost po perordlnim podani etoposidu
je v rozmezi od 40 do 80 % a méni se v zavislosti na davce. Peroralni absorpce je linearni az do
davky 250 mg, ale klesa s davkami vyssimi nez 300 mg. Toxicita byla zaznamendna predevsim u
pacientl, ktefi udrzovali koncentraci etoposidu v plazmé nad 1,7 M po dobu vice nez 8 hodin
denné. Etoposid byl poddvan pomoci vagindiniho vajicka jako potencialni prostifedek pro |écbu
cervikalnich 1ézi. Peroralni podani etoposidu ma za nasledek vétsi variabilitu v plsobeni léku,
ne? po intravendznim podani. 22

Etoposid se pouZziva pro lécbu celé fady nddorovych onemocnéni. Schvélenymi indikacemi
pro etoposid je rakovina plic, choriokarcinom, rakovina vajecnikll a varlat, lymfom a akutni
myeloidni leukémie. Aktivitu vykazuje také u malignit zarodecnych bunék, non-Hodgkinova
lymfomu, Kaposiho sarkomu, sarkom& mékkych tkani a neuroblastoma. ** 2

Myelosuprese je béiny nezddouci Ucinek etoposidu. Leukopenie je toxicitu omezujici
ucinek, zatimco k trombocytopenii dochazi méné casto a obvykle neni vazna. Gastrointestinalni
nezadouci ucinky (nevolnost, zvraceni, stomatitida, mukozitida) se vyskytuji asi u 15 % pacientd
|[é¢enych i.v. etoposidem a asi u 55 % lé¢enych p.o. etoposidem. Alopecie je béZznym nezadoucim
ucinkem, ale je reverzibilni. Tyto nezadouci Ucinky jsou pfedevsim z divodu pomocnych latek
pouzivanych v parenteralnich formulacich. **

Etoposid je substratem pro membranové efluxni pumpy, véetné P-GP. Rezistence na
etoposid je zplUsobend amplifikaci genu MDR-1, ktery kdéduje P-GP. Je vhodné kombinovat

etoposid s necytotoxickymi substraty pro P-GP, a tim obchazet tento mechanismus rezistence. **

7.2.1.2.1.2. TENIPOSID

Teniposid je analog etoposidu. Byl schvalen pro pouZiti ve Spojenych statech v roce 1993,
10 let po schvaleni etoposidu. UZivani teniposidu je omezeno predevsim na Iécbu détskych
lymfom(i, leukémii a na lé¢bu malignich onemocnéni CNS. %

Mechanismus ucinku teniposidu je podobny jako u etoposidu. Obé latky poskozuji DNA
interakci s topoizomerazou Il, za vzniku Stépitelnych komplext, které zabranuji religaci DNA
a to vede ktvorbé dvouretézcovcych zlomi v DNA. Teniposid uprednostiiuje tvorbu
stabilizovanych stépitelnych komplexti na mistech DNA vazanych na jadernou matrix. Rychlost
tvorby komplexu topoizomerdza Il - DNA - teniposid koreluje s posSkozenim DNA,

. . 2
ale ne s cytotoxicitou. 8
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Toxické ucinky teniposidu jsou podobné jako u etoposidu: myelosuprese, alopecie,
zanét sliznice, nevolnost a zvraceni. Akutni myeloidni leukemie se zménou chromozému 11g23 se
mUzZu objevit po nasledujici terapii teniposidem. Reakce z precitlivélosti se objevuje castéji po
teniposidové infuzi nez po etoposidové infuzi. Hypersensitivni reakce jsou pozorovany u obou
latek, jak u etoposidu, tak u teniposidu. **

In vitro je teniposid pfi usmrcovani malignich bunék asi 10x Ucinnéjsi neZz etoposid.
JelikoZ obé latky maiji relativné podobné schopnosti inhibovat topoizomerazu I, vétsi cytotoxicita
in vitro je pravdépodobné diky lepSimu bunécnému vychytavani. Teniposid je méné rozpustny ve
vodé, ma nizsi rendlni clearance (10 %), a je pevnéji se vaze na plazmatické bilkoviny nez etoposid
(méné nez 1 % z celkové plazmatické hladiny teniposidu je nevdzano). Teniposid ma také delsi
biologicky polo¢as a vétsi bilidrni clearance ne? etoposid.

Teniposid se pouziva jako soucdast Iécby u pediatrickych pacientll se Spatnou progndzou
akutni lymfatické leukémie. Ma protinddorovou aktivitu také u malobunécného plicniho
karcinomu, Kaposiho sarkomu, rakoviny mocového méchyre, leukemie, lymfomu. PFi pouziti
teniposidu v |é¢bé nadord CNS a soucasné lécbé epileptickych zachvatl, musime mit na paméti

lékové interakce mezi teniposidem a antiepileptickymi léky. 2

HO

OH

/N .

Obr. 52.: Struktura teniposidu: R= CH,
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7.2.1.2.2. ANTRACYKLINY

Antracyklinovd antibiotika jsou bézné pouzivané antineoplastické latky. Antracykliny
inhibuji topoizomerazu Il. Antracykliny se také vélenuji do DNA a tvofi reaktivni metabolity,
které interaguji s mnoha intracelularnimi molekulami. To znamend, Ze biologické ucinky
antracyklind nemusi byt zaloZzeny pouze na aktivité topoizomerazy I, ale radi se také do skupiny
interkala¢nich latek. *

Prvnim antracyklinem, ktery byl vroce 1960 izolovany Fredericem Arcamone z kmene
Streptomyces krestomyceticus, byl idarubicin. V roce 1963 byl izolovan doxorubicin a v roce 1975
epirubicin, semisynteticky analog doxorubicinu.®

Struktura: Vsechny antracykliny maji chinon obsahujici rovinnou aromatickou strukturu
vazanou glykosidickou vazbou na aminocukr daunosamin. Doxorubicin a daunorubicin maji stejné
aglykonové a cukerné zbytky, lisi se pouze v postrannim retézci, kde doxorubicin kon¢i primarnim
alkoholem a daunorubicin kon¢i methylem. Tento drobny rozdil ma nicméné vyznamné dopady na

spektrum aktivity a farmakokinetiku slou¢enin. %

Obr. 53.: Obecna struktura antracyklint (R; = cukerny zbytek) &

Mechanismus ucinku: Antracykliny se dostavaji do bunék prostfednictvim pasivni difuze
a vstfebavani je zavislé na jejich lipofilité. Mechanismus cytotoxicity antracyklind zahrnuje rdzné
cesty, ale presny mechanismus uc¢inku zGstavé nejasny kvili sloZitosti téchto mechanismd. %
Antracykliny vyvoldvaji inhibici topoizomerasy I, coZz zpUsobuje hromadéni jedno
a dvouretézcovych zloml DNA, které v konec¢ném duisledku vedou k cytotoxickému poskozeni
DNA a k bunécéné smrti. Nicméné presné kroky, jimiz antracykliny stabilizuji DNA, nejsou zcela
objasnény a muUZou byt ve skutecnosti nezavislé na interkalaci DNA (interkalace = rovinna

aglykonova &ast se vklada mezi sousedici pary bazi nukleovych kyselin). * %8
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Antracykliny mohou také zménit schopnost jadernych helikaz oddélit duplexni DNA do
jednotlivych Fetézct DNA. 2

Antracykliny jsou schopny tvofit volné kyslikové radikaly nejméné dvéma riznymi cestami,
ale neni jasné, zda to prispiva k bunééné smrti a k antiproliferativnim Gcinkim. Mohou se také
podrobit jedno nebo dvou-elektronové redukci a produkovat reaktivni slouceniny, které poskozu;ji
makromolekuly a lipidové membrany. ** %8
Shrnuti jednotlivych mechanismu:

1) interkalace do DNA (vede k inhibici syntézy DNA, RNA a protein()

2) vzniku volnych radikal(i (vede k poskozeni DNA nebo k lipidové peroxidaci)

3) vazba na DNA a alkylace

4) DNA cross-linking,

5) interference s rozvinutim DNA nebo s oddélovani vidken DNA

6) inhibice helikazové aktivity

7) pfimé ucinky na membrany

8) inhibice topoizomerazy lla

Antracykliny vyvolavaji apoptotickou bunéénou smrt prostfednictvim slozitych signalnich
drah. Jaderny aktivacni faktor kappa B a degradacni faktor kappa B alfa jsou pocatecnimi déji
vyvolanymi antracykliny. Cathepsin B je vyjadfen prostiednictvim NF-kappa B. TRAIL, p53,
a FAS/FAS-ligandové systémy jsou dalSimi cestami pouzivanymi pro antracyklinovou apoptézu v
rdznych bunécnych liniich. Pfitomnost p21 (waf1/cip1/sdil), inhibitoru cyklin dependentnich kinaz
tlumi doxorubicinem indukujici apoptézu. 2

Rezistence: VSechny antracykliny jsou substraty pro P-GP a zvySend exprese P-GP
predstavuje hlavni mechanismus bunécné rezistence na tyto latky. Antracyklinovd rezistence
mUze byt zplUsobena expresi jak P-GP, tak jinymi mnohocetnymi rezistencnimi transportnimi
proteiny. Vétsina klinickych studii, které se snazi prekonat antracyklinovou rezistenci, pouzivaji
inhibitory P-GP, napf. cyklosporin a cyklosporinovd analoga. Tyto klinické studie jsou do znacné
miry zklamanim, protoZe vysoka koncentrace inhibitor(i potfebnych k zablokovani P-GP zhorsuje
toxicitu chemoterapeutické latky zpozdénim antracyklinové clearance. Induktory syntézy oxidu
dusnatého a inhibitory enzymu cyklooxygenazy-2 zabranuji expresi MDR asociovanych proteind,
tim padem mohou byt pouzity v novych strategiich k prekonani antracyklinové rezistence.
Rezistence mlZe byt také zplUsobena také genovymi mutacemi nebo downregulaci
topoizomerazy I1.'*?®
Toxicita: Akutni toxicita limitujici davku antracyklinii je myelosuprese. Myelosuprese se

vyskytuje ¢astéji u infuzniho podani ve srovnani s poddnim bolusu. Dalsi akutni nezadouci Gcinky
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zahrnuji nevolnost, zvraceni, alopecii, a mukositidu. Antracykliny mohou zpUsobit zavazné reakce
lokalni tkané, pokud dojde k extravazaci béhem podavani infuze. Vzniklé viedy se mohou
rozéifovat v pribéhu nékolika tydn(, pomalu se hoji a ob&as vyZaduji aZ transplantaci kize. %

Nejvaznéjsi toxicitou souvisejici s antracykliny je kardiotoxicita. Byly definovany tfi typy
kardiotoxicity z hlediska doby objeveni priznakl. Akutni kardiotoxicita se spusti ihned po podani
infuze, mlZe zahrnovat arytmie a vzacné perikarditidu. Pozdni nastup kardiomyopatie se objevi
nékolik mésict az let po ukonceni lécby. U déti 1ééenych antracykliny, miZe nastat subklinicka
kardiotoxicita. Ta se nemusi projevit, dokud pacienti neza¢nou dospivat nebo nejsou dospélymi.
Muzské pohlavi, vyssi vék, vyssi davky doxorubicinu, radioterapie a obezita zvysuiji riziko srdecni
toxicity. Soucasné uzivani jinych 1ékd, jako je trastuzumab a paclitaxel zvysSuji riziko kardiotoxicity.
Paclitaxel a docetaxel, pfi nizkych koncentracich stimuluji tvorbu toxického metabolitu
doxorubicinolu, ktery maze byt pfic¢inou zvy$ené kardiotoxicity. *®

Mechanismus kardiotoxickych ucink( antracyklini je vSeobecné chapan jako tvorba
volnych radikal( zahrnujicich Zelezo-doxorubicinové komplexy, které poskozuji srde¢ni bunééné
membrany. Volné radikaly zvysuji endotelidlni syntézu oxidu dusnatého, jenZ zplsobuje apoptozu
myocyt(. Zelezné chelata¢ni ¢inidla mohou sniZit antracyklinovou kardiotoxicitu. Avéak chelatace
elezem neochréni buriky pred doxorubicinovou cytotoxicitou Gplné. %

Akutni myeloidni leukémie je vzacna, ale zavaind komplikace chemoterapie na bazi
antracykling. %

Metabolismus: K jejich eliminaci dochdzi predevSim prostfednictvim jaterniho
metabolismu a bilidrni exkrece. Jaterni dysfunkce (nebo obstrukce) ma za nasledek vyssi miru
zanétu sliznice a Utlum kostni dfené, nezvySuje vSak riziko kardiotoxicity. Antracykliny jsou
metabolizovany na 13-dihydro (alkoholové) derivaty, jeZ jsou toxi¢téjsi ne pavodni slougeniny. %

Farmakokinetika antracyklin(i je velmi variabilni. Ma témér 10-ti ndsobné rozdily v AUC
mezi pacienty, a to i pres sjednoceni davky zalozené na velikosti povrchu téla. %

Modifikace: Chemické modifikace antracyklini byly zkoumdany ve snaze snizit srdecni
toxicitu. Spole¢na chinonova skupina ve strukture antracyklini se mlze snadno Ucastnit oxidacné
- redukénich reakci, které nakonec vytvareji vysoce reaktivni chemické latky, které mohou byt
zodpovédné za antracykliny indukovanou kardiotoxicitu. Malé modifikace, jako jsou razné
orientace C-4 hydroxylové skupiny v cukerné ¢asti v epirubicinu, ve srovnani s doxorubicinem,
jsou schopné snizit kardiotoxicitu a zachovat si protinddorovou aktivitu. ***®

Dale byly vyvinuty lipozomalni formulace doxorubicinu a daunorubicinu. Liposomalni
zapouzdreni méni farmakodynamické vlastnosti, prodluZuje trvani expozice latek, které se mohou

prfednostné hromadit v nddorové tkani nez v tkani srdec¢ni, a tim je zajisténa selektivita ucinku.
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Povaha a rozsah téchto zmén zavisi na lipidech pouZitych ve formulaci liposomi. PEGylovany
lipozomalni doxorubicin zptisobuje mensi kardiomyopatie nez volny doxorubicin. ** %2

Po daunorubicinu a doxorubicinu, mnoho polosyntetickych sloucenin (napf. idarubicin,
epirubicin) vstoupilo do klinického poutziti. V soucasné dobé byla schvdlena fada novych
antracyklinovych pripravkd pro klinické pouziti (napf. lipozomalni formulace) a nova plné
syntetickd analoga antracyklin jsou v pokrocilé fazi klinickych studii (napfr. sabarubicin,
nemorubicin). VSechny antracykliny sdileji chinon obsahujici pevnou rovinnou aromatickou
strukturu, kterd je vazana na O-glykosidické vazbé na aminocukru. Nékolik stovek strukturnich
analogt bylo ziskano syntetickou modifikaci daunorubicinu nebo doxorubicinu. **

Klinické pouziti: Antracykliny patfi k nejucinnéjsim cytostatikm v l1é¢bé karcinomu prsu.
Déale se pouzivaji k léébé Siroké Skaly nadord, napf. lymfomd, Kaposiho sarkomu, sarkom

mékkych tkani, rakoviny vaje¢nika, a leukémii. &%

7.2.1.2.2.1. DOXORUBICIN

Doxorubicin je nejbéinéji pouzivanym antracyklinem. %

Obr. 54: Struktura doxorubicinu %

Doxorubicin vykazuje Siroké spektrum aktivity a zlistava jednim z nejucinnéjsich 1ékl proti
rakoviné. Je Siroce pouZivan pfi IéCbé karcinomu prsu, malobunééného karcinomu plic, karcinomu
vajeénikd a lymfoma. ™

PEGylovany lipozomalni doxorubicin zpUsobuje mensi kardiomyopatie neZz volny
doxorubicin. Myocet® nese doxorubicin ve fosfatidylcholinu a cholesterolu, zatimco Caelyx®

vyuziva PEGylované lipidy. %

82



Tabulka 3: Srovnani lipozomalniho doxorubicinu a konvenéniho doxorubicinu. 2

Liposomalni doxorubicin

Konvencni doxorubicin

Davka vyvolavajici kardiotoxicitu 785 mg/m’ 570 mg/m*
Vyskyt kardiotoxicity u metastazujiciho
6 % 21%
karcinomu prsu
Stfedni kumulativni davka na zacatku " X
2220 mg/m 480 mg/m

kardiotoxicity

Vyskyt nezadoucich ucinkd

Vyssi vyskyt nevolnosti,

zvraceni, alopecie

Vyssi riziko
palmarni — plantarni
erythrosestézie a

mukositidy

Firemni nazev

Caelyx®

Doxorubicin-teva®

Tabulka 4: Srovnani dvou pfipravkd liposomalniho doxorubicinu: 2

Myocet® Caelyx®
Liposomalni formulace Fosfatidylcholin a cholesterol PEGylované lipidy
MnoZstvi uvolnéného
50 % -
doxorubicinu do 1 hodiny
MnoZstvi uvolnéného
90 % Méné nez 10 %
doxorubicinu do 24 hodin
Palmarni-plantarni
Nezadouci ucinky Myelosuprese a mukositida
erythrosestézie a mukositida

Tabulka 5: Aktivita liposomalniho doxorubicinu proti jednotlivym karcinom@im: *®

Ma aktivitu

Nema aktivitu

rakovina prsu

opakujici se SCLC

Kaposiho sarkom

rakovina endometria

rakovina hlavy a krku

rakovina pankreatu

rakovina vajec¢nikl

rakovina Zaludku

rakovina prostaty

pokrodily kolorektalni karcinom

hepatocelularni karcinom
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Doxorubicin je metabolizovan ptedevsim prostfednictvim jaterniho metabolismu a bilidrni
exkrece. Jeho metabolity jsou toxictéjsi nez plvodni sloucenina. Doxorubicinol je 2x vice

kardiotoxicky nez doxorubicin. 2

7.2.1.2.2.2. DAUNORUBUCIN a IDARUBICIN

Daunorubicin je prvni pouzité antracyklinové antibiotikum. Byl izolovdan z kultur
Streptomyces peucetius v Italii v roce 1963 Greinem et al. Doxorubicin byl izolovan kratce poté. %

Daunorubicin a idarubicin se pouzivaji pfedevsim k lécbé leukemii jak u dospélych,
tak u déti, i kdyz vykazuji aktivitu i u lymfoma a karcinomu prsu. **

Mezi nezddouci ucinky doxorubicinu a daunorubicinu patfi deprese kostni drené,
stomatitida, alopecie a gastrointestinalni a dermatologicka toxicita. Zvlastnim neZadoucim
ucinkem téchto latek je srdecni toxicita, ktera je charakterizovana dysfunkci myokardu
a méstnavym srde¢nim selhanim. ™

Daunorubicinol je 6x vice kardiotoxicky neZ daunorubicin. Daunorubicin a idarubicin se
metabolizuji na své alkoholové metabolity rychleji nez doxorubicin nebo epirubicin. 2

Daunoxon je liposomalni formulace daunorubucinu. Jeho toxicita, omezujici davku,
je febrilni neutropenie. Lipozomdlni daunorubicin md polocas 5,3 h, ale nizké koncentrace
daunorubicinu a daunorubicinolu pretrvavaji v plazmé aZz 72 h po poddani daunoxonu. Lipozomalni
daunorubicin ma vyrazné odliSnou farmakokinetiku ve srovnani se standardnimi daunorubicinem.
Za prvé, lipozomalné zapouzdieny daunorubicin produkuje prlimérné hodnoty AUC v plazmé
100 - 200x vyssi, nez které byly pozorovany pfi u klasického daunorubucinu. Za druhé, distribu¢ni
objem v ustdleném stavu je 200 - 500x nizsi nez u non-liposomalni latky. 2

Idarubicin je analog daunorubicinu pouzivany predevsim v terapii akutni myeloidni
leukémie. Idarubicin ma znacnou peroralni biologickou dostupnost, ale u starsich pacientd s AML

se ukdzala vysokd toxicita a nedostate¢nd téinnost.

o OH 0

CH-
OH OH
NH; hH,
Obr. 55: Stuktura daunorubicinu Obr. 56: Struktura idarubicinu %
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7.2.1.2.2.3. EPIRUBICIN

Epirubicin je méné kardiotoxicky epimer doxorubicinu. Epirubicin se ziskd epimerizaci
hydroxylové skupiny na C-4 v daunosaminu z axidlniho na ekvatorialni. Tato pozi¢ni zména ma jen
maly vliv na zpUsob ucinku. Predstavuje farmakokinetické a metabolické zmény, jako je zvySeni
distribuéniho objemu, 4-O-glukuronidace, a tudiz i zvySeni celkové télesné clearance a kratsi
terminalni polocas. 2%

Epirubicin ma stejny profil jako doxorubicin, ale obvykle se pouziva spiSe u solidnich
nador( dospélych nez u jinych malignich onemocnéni. ™

Epirubicin a idarubicin byly vyvinuti s cilem zlepsit 1é¢ebné a farmakologické vlastnosti
prirodnich latek a snizit kardiotoxické Gé&inky. **

Epirubicin mlzZe byt bezpecné podavan pacientim s chronickym selhanim ledvin na

dialyze a je inaktivovan pomoci tvorby epirubicin-glukuronidu. %

M H-

Obr. 57: Struktura epirubicinu
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7. 2. 1. 2. 3. DALSi INHIBITORY TOPOISOMERAZY II

Nékolik dalSich sloucenin vykazuje aktivitu jako inhibitory topoizomerdzy II,
napf. makaluvaminy, bioflavonoidy (flavony, favonoly a isoflavony), nitrofurany (thanatop),
chinoxaliny a radicol (také inhibitor heat shock proteinu). Je vsak treba jesté urcit jejich klinickou
aktivitu. %

Mezi antracyklinové derivaty patfi spousta dalSich latek, napt:

pirarubicin (4- tetrahydropyranyl doxorubicin)
aclacinomycin A (aklarubicin)

mitoxantron (substituovany aglykonovy anthrachinon)
aklarubicin (trisacharid antracyklinu)

amirubicin (synteticky 9- aminoanthracyclin)

- ellipticin

7.2.1.2.3. 1. ELLIPTICIN

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol), alkaloid izolovany z listli jehlichatého
stromu Ochrosie borbonica, Excavatie coccinea z Celedi Apocynaceae, ktery roste divoce v Ocednii.
Je jednim z nejjednodussich ptirozené se vyskytujicich alkaloidli a ma planarni strukturu.
V preklinickych pokusech a klinickych zkouskach tato sloucenina a nékteré z jejich vice
rozpustnych derivatd  (9-hydroxyellipticin,  9-hydroxy-N2-methylellipticinium, 9-chlor-N2-
methylellipticinium, 9-methoxy-N2-methylellipticinium a 9-dimethyl-amino-ethoxyellipticin)
vykazovaly vyznamnou protinaddorovou aktivitu a aktivitu proti HIV. 3%

Struktura rostlinného alkaloidu ellipticinu byla objevena vroce 1959 a sklada se z

karbazolové &asti spojené s pyridinovym kruhem. **

CH
> H
R
M. e
CH3

Obr. 58: Stuktura ellipticinu **
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Tyto slouceniny vykazuji aktivitu proti nadorovym bunéénym liniim, jako jsou leukémie,
melanomy, sarkomy, myelomy, lymfomy, adenokarcinom tlustého stfeva, karcinom plic,
rizné nadory na mozku, osteosarkom, rakovina prsu a neuroblastomu, které byly usmrceny
v koncentracich v rozmezi 10 a7 10 ® M.

Hlavnim davodem zajmu o ellipticin a jeho derivaty pro klinické ucely je jejich vysoka
ucinnost proti mnoha typlm rakoviny a jejich ponékud omezené vedlejsi ucinky.
Omezenymi vedlejSimi Ucinky se mysli pfedevsim jejich nizkd hematologickd a jaterni toxicita.
U pacient(, ktefi dostavali tydné 80 mg/m? 9-hydroxy-N2-methylellipticinu, nebyl béhem prvniho
roku pozorovan zadny problém s ledvinami. Ale v pribéhu 15. a 18. mésice 1écby doslo ke dvéma
umrtim kvali nedostatecnosti ledvin. Nicméné, nejc¢astéjsim nezadoucim ucinkem byly zaZivaci
potize (nevolnost a zvraceni u jedné tretiny pacientll), které jen zfidka vedly k ukonceni lécby,
hypertenze, svalové krfece, chronickd Unava (kterd mulze byt velmi vyrazna), sucho v Ustech,
mykdzy jazyka a jicnu. %

Protirakovinnd latka ellipticin a jeho derivaty pusobi prostfednictvim kombinovanych
mechanismU zastavu bunécéného cyklu a indukci apoptotické drahy. U ellipticinu prevazuji
predevsim DNA zprostfedkované mechanismy protinddorové, mutagenni a cytotoxické aktivity.
Dvéma nejcastéjSimi mechanismy jsou interkalace do DNA a interakce s aktivitou DNA
topoizomerazy Il. Dale plsobi témito mechanismy:

e zastavuje progresi bunécného cyklu tim, Ze reguluje expresi cyklinu B1 a Cdc2,

jakoz i fosforylaci Cdc2 v bunécnych liniich lidského karcinomu prsu

e vyvoldva apoptotickou bunécnou smrt prostiednictvim generovani cytotoxickych

volnych radikall, aktivace Fas/Fas ligandového systému a regulace skupiny Bcl-2
proteint v bunkach lidského karcinomu prsu a hepatocelularniho karcinomu

e vyvolava zvyseni wild-typu p53 a zachranné mutantni p53 aktivity. * *°

Ellipticin pUsobi tak, Ze stimuluje poskozeni DNA zprostfedkované topoizomerazou II.
Je pravdépodobné, Ze vznik komplexu mezi topoizomerazou Il, DNA a ellipticinem je zasadni pro
poskozeni nukleovych kyselin a naslednou bunécnou smrt. Kromé toho, ellipticin je schopen
odpojit mitochondrialni oxidativni fosforylaci, a tim narusit energetickou bilanci bunék. %

Lécba 9-hydroxyellipticinem zplsobuje indukci apoptézy ve fazi G1 bunécného cyklu
v mutantnich p53-transfektovanych Saos-2 burikach, ale ne v p53-deficientnich rodi¢ovskych Saos-
2 bunkach. Ellipticin a 9-hydroxyellipticin zpUsobuji selektivni inhibici fosforylovaného proteinu
p53 pomoci inhibice kindzy v nékolika lidskych nadorovych bunécénych liniich, jako je Lewis(v
karcinom plic a rakovina tlustého stfeva lidské bunécné linie SW480, a to koreluje s jejich
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cytotoxickou aktivitou. Kromé toho, samotné hromadéni defosforylovaného mutantniho proteinu
p53 mulzZe indukovat apoptdézu. Bylo také zjisténo, Ze ellipcitin obnovuje transkripéni funkci
mutantniho proteinu p53. Tato vlastnost mUzZe prispét k selektivité sloucenin odvozenych od
ellipticinu proti nddorovym bunéénym liniim exprimujicim mutantni p53. %%

Je ziejmé, Ze vysvétleni protinddorové aktivity je zaloZzeno na mechanismu nespecifickych
Iékovych akci. K interkalaci ellipticinu do DNA a inhibici topoizomerazy Il dochazi ve vSech typech
bunék bez ohledu na jejich metabolickou kapacitu, protoze zdlezi na obecnych chemickych
vlastnostech tohoto Iéku a jeho afinité k DNA. | dalsi ellipticinové Ucinky popsané vyse a transport
vysoce hydrofobnich molekul ellipticinu pres bunééné membrany do bunék (jak nadorovych,
tak zdravych) jsou nespecifické. Nicméné, toto je v prikrém rozporu se specificnosti protinadorové
aktivity ellipticinG proti ndadorovym onemocnénim. Specificnost protinadorové aktivity ellipticind
by méla byt ddsledkem jinych mechanism, které dosud nebyly pIné objasnény. %

Ukdzalo se, Ze ellipticin se kovalentné vaze na DNA in vitro a in vivo po enzymatické
aktivaci cytochrom( P450 nebo peroxidazy, co? naznacuje daléi mechanismus Géinku. %

Aktivity a drovné exprese CYP enzym(, které ucinné aktivuji ellipticin na ucinné
metabolity, mohou byt dilezitymi faktory specificnosti ellipticinu pro akutni myeloidni leukémii,
rakovinu prsu, glioblastom a neuroblastom. %

Velikost a tvar ellipticinového chromoforu se silné podoba komplementdrnim parovym
bazim purin-pyrimidin a poskytuje priznivé podminky pro jeho interkalaci do dvouretézcové DNA.
Polycyklicky aromaticky charakter molekuly mlze mit za nasledek tésné interakce s vhodné
prizplisobenymi hydrofobnimi oblastmi v DNA. %

Dalsim dlezitym vysledkem studie u bunék neuroblastomu bylo zjisténi, Ze se tyto
rakovinné burnky mohou stat rezistentnimi vici ellipticinu az po delSim lé¢eni a v mnohem mensi

mite, nez napf. doxorubicin, cisplatina nebo vinkristin. 8
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7. 2. 2. INTERKALACNI LATKY

DNA je jednim z nejdilezitéjSich farmakologickych cil(i latek, které jsou dnes v klinické
praxi. DNA interkala¢ni latky jsou déleZitou skupinou Ié¢iv v protinadorové terapii. ®*
Pod pojmem interkalace se nachazi déj, kdy se cytotoxicka latka nekovalentné vaze na
DNA. Molekula dané latky se vlozZi (interkaluje) mezi dva sousedni pary bazi dvousroubovicové
DNA. Zde se vétsinou navaZze pomoci vodikovych mustkd. Kromé vodikovych vazeb
a elektrostatickych interakci je komplex |éCivo-DNA stabilizovan silnymi van der Waalsovymi
interakcemi. Vysledkem téchto déju je inhibice replikace a transkripce, a tim tedy inhibice syntézy
RNA a zdavislé DNA. Vétsina interkalacnich latek ma soucasné i inhibicni Ucinek na topoizomerdzu
Il, coz znamena, Ze do skupiny interkalacnich latek patfi také vySe zminéné antracyklinové
derivaty. 8 %%
Je dobfe zndmo, Ze malé molekuly mohou interagovat s DNA prostifednictvim rlznych
zpUsob:
e interkalace
e povrchové vazby
e vazby na maly Zlabek DNA
e vazby na velky zlabek DNA
B-karbolinové alkaloidy jsou velkou skupinou pfirodnich a syntetickych indolovych
alkaloidl, které maji Siroké spektrum ucinkd a farmaceutickych vlastnosti jako je protinddorova

aktivita. ¥

INTERKALACE

V

interkalovana
molekula

nukleotid

Obr. 59: Znazornéni interkalace DNA
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7.2.2.1. CRYPTOLEPINY

Tyto tfi rostlinné alkaloidy (cryptolepin, neocryptolepin, isocryptolepin) byly izolovany
z koten( zapadoafrické byliny Cryptolepis sanguinolenta (Periplocaceae). ***°*

V praci ,Cytotoxicita rostlinnych alkaloidl cryptolepine, neocryptolepine a ucinky na
bunécény cyklus: vztah k indukované apoptdze” byly zkoumdny jejich protinadorové vlastnosti.
Jejich chemické struktury jsou si velmi podobné, s vyjimkou pfislusné orientace jejich indolovych
a chinolonovych kruhd. Cryptolepin (CLP) je 4x toxiCtéjsi neZ jeho izomer neocryptolepin.
Pozice indolovych a chinolonovych kruh( jsou rozhodujici pro téinek téchto alkaloidd. *> %

CLP je hlavnim alkaloidem C. sanguinolenta. CLP je DNA interkala¢ni latka, kterd vykazuje
silnou toxicitu na rGzné savci burky in vitro. DNA interkalace cryptolepinu muzZe v savcich bunkach
vyvolat genetické poskozeni. CLP vykazuje Gcinky také proti malarii. **

Neocryptolepin a isocryptolepin vykazuji antiplasmodidlni aktivitu s klinickym pouzitim

proti malarii. **

Obr. 60: Struktury cryptolepinu, neocryptolepinu a isocryptolepinu **
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7. 3. OSTATNIi CYTOTOXICKE LATKY

Existuje spousta dalSich cytotoxickych latek, které neinteraguji ani s mikrotubuly,
ani s topoisomerdzou, ani se neinterkaluji do DNA, nedaji se proto zatadit do Zadné z predchozich

skupin. Tyto latky maji své specifické mechanismy pulsobeni.

7. 3. 1. L-ASPARAGINAZA

Jednou z podminek rdstu normalnich i nddorovych bunék je syntéza bilkovin. Nadorové
bunky se od normalnich lisi odliSnou schopnosti vytvaret specifické aminokyseliny, jako jsou
L-glutamin, L-asparagin aj. Nadorové burky si museji aminokyseliny ziskavat z mikroprostredi,
takZe jejich cileny nedostatek zplsobi nutriéni deficit, poruchu proteosyntézy, a tim inhibici
proliferace buriky. Syntéza bilkovin miZe byt ovlivnéna dvéma zplsoby: pfimym a nepfimym.
Nepfiimo inhibici translaénich pochod, jako je napt. poskozeni ribozému. %

L-asparaginaza je daleZity enzym pouZivany jako protinddorova latka pro 1é¢bu rGznych
lymfoproliferativnich poruch a lymfomd, akutni lymfoblastické leukémie. Hlavnim omezenim pro
pouziti L-asparagindzy je hypersenzitivita limitujici davku. Tento nezadouci ucinek se wvyviji
u 3 — 78 % pacient(. *°

Existuji dva podtypy tohoto enzymu, L-asparainaza | a Il. Bylo prokazani, Ze E. coli a nékolik

dalsich bakterii maji izoenzymy jak typu I, tak typu II. %’

Tabulka 6.: Srovnani dvou typ( L-asparainazy: >’

L-asparainaza | Nizka afinita Nachazi se v cytoplazmé

L-asparainaza Il Vysoka afinita Nachazi se periplazmé

L-asparaginaza byla nalezena v rliznych rostlinnych a Zivocisnych zdrojich, ale vzhledem
k obtiznym extrakénim postuplim tohoto enzymu jsou vyhledavany dalsi potencialni zdroje, jako
jsou mikroorganismy. Mikroorganismy se ukazaly jako velmi Ucinné a levné zdroje tohoto enzymu.
Vlastnosti enzymu se vsak lisi podle péstujictho organismu. Dnes je L-asparagindza k dispozici
v klinické praxi ve trech pfipravcich: dvé nemodifikované nebo nativni formy, Ccisténa
z bakteriadlnich zdrojii a jednd modifikovand forma z jednoho z plvodnich pripravk(d. Nativni
preparaty jsou odvozeny z E. Coli a Erwinia caratovora. Enzym z obou zdroji ma stejny

mechanismus Ucinku a toxicitu, i kdyZz farmakokinetické vlastnosti se [isi. U pacientd,
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ktefi jsou precitlivéli na jeden pripravek, mize byt Casto podavana druha L-asparagindza bez
rozvoje alergie. *°

Treti  formou je PEG-L-asparagindza (polyethylenglykovana asparaginaza,
pegasparaginaza). Je to chemicky modifikovana forma enzymu (E. coli L-asparaginaza kovalentné
konjugovana na PEG). PEG-L-asparaginaza byla vyvinuta v roce 1970 a v roce 1980 byla podrobena
klinickym studiim. PEG-L-asparaginaza ma schvalené poufziti v kombinacni chemoterapii pro |écbu
pacientd s ALL, ktefi jsou precitlivéli na nativni formu E. Coli L-asparaginazy. *

Nadorové buriky, konkrétné lymfatické buriky, vyzaduji obrovské mnozstvi asparaginu,
aby udrzely krok s jejich rychlym malignim rlistem. L-asparaginaza vyuZiva téchto neobvykle
vysokych narokll nadorovych bunék na aminokyselinu asparagin.L-asparaginaza katalyzuje
hydrolyzu L-asparaginu na kyselinu L-asparagovou a amoniak. Nadorové bunky postradaji nebo
maji velmi nizkou hladinu L - asparagin syntetdzy a nejsou schopny syntetizovat L-asparagin
de novo. Diky tomu je jejich proliferace a preZiti zavislé na asparaginu pfitomném v séru.
L- asparagindza ma za nasledek vycerpani sérového asparaginu a zabiji tim nadorové buriky.
Zdravé buriky zGstanou nedotéené, protoZe jsou schopny syntézy asparaginu pomoci enzymu
L-asparagin-syntetazy, jen? je pfitomen v dostate¢ném mnozstvi. °* %

Zpusoby podani jsou dva, i.m. a i.v. a zavisi na typu pfipravku. NeZadouci ucinky
L-asparaginazy maji dvé hlavni skupiny. Prvni skupina se vztahuje k imunologické precitlivélosti
(alergické) na cizi protein a druha skupina jsou nezadouci Ucinky souvisejici s inhibici syntézy
proteinu. Nejbéznéjsim klinickym projevem hypersenzitivity je kopfivka, jejiz spektrum se
pohybuje v rozmezi od lokalizovaného zarudnuti az k systémové anafylaxi. Dale L-asparaginaza
zpUsobuje mirnou depresi kostni dfené a obvykle nema vliv na gastrointestinalni sliznici a vlasové
folikuly. *°

Hlavni indikaci je akutni lymfoidni leukémie u déti, spolu s vinkristinem, kortikosteroidy a

antracykliny. %

7. 3.2. HOMOHARRINGTONIN

Je to rostlinny alkaloid izolovany zjehli¢i ¢inského stromu Cephalotaxus fortunei
(Cephalotaxaceae). ZpUsobuje inhibici proteosyntézy degradaci polyribozomu. Presnéji receno
zpUsobuje rozpad polyribosomd na monosomy, uvolnéni dokoncenych globinovych fetézcl
a zpozdéni inhibice zahdjeni proteosyntézy bez vlivu na prodlouzeni fetézce. V Ciné je u? vice ne?

30 let pouzivan jako prvni volba chemoterapie k 1é¢bé akutni a chronické myeloidni leukémie.
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Kdysi patfil k nejucinnéjsim lIékam v 1écbé chronické myeloidni leukémie rezistentni na interferon.
Dnes je vystiidan imatinibem. #% %% 1%

Homoharringtonin (HHT) prokazuje synergicky efekt s cytarabinem a aclarubicinem.
Nezadoucimi ucinky HHT jsou tézké infekce s neutropenii, hematologické nezadouci ucinky,

jako je zvy$ené krvaceni, dale jaterni dysfunkce a srde¢ni toxicita. *°

H4CO

Obr. 61: Struktura HHT

7. 3.3. YOMOGIN

Yomogin je seskviterpenicky lakton, ktery byl izolovan z Artemisia Princeps (Asteraceae).
Artemisia princeps je bézna vytrvald bylina rostouci v Japonsku, znama taky jako japonsky pelynék
nebo yomogi. V tradi¢ni orientdIni mediciné se pouziva k lécbé infekci, astamatu a problémi
s krevnim obéhem. Yomogin m3d cytotoxické ucinky, indukuje apoptdzu v lidskych leukemickych

burikdch pomoci aktivace kaspazy-8. '™

CH;

CH
CH, 2

Obr. 62: Struktura yomoginu ***
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7. 3. 4 ECTEINASCIDIN

Ecteinascidin (ET-743 neboli trabectedin) je tetrahydroisochinolinovy alkaloid izolovany

z mofské sumky Ecteinascidia turbinata, kterd zZije na mangrovovych korenech v Karibském mofi.

22,23

Obr. 63: Struktura ecteinascidinu %2 Obr. 64: Ecteinascidia turbinata

ET-743 a ma silny protinddorovy Ucinek prokazany na mysich a lidskych nadorech in vitro.
Je Gcinny proti fadé bunécnych linii nadorl, vcetné melanomu, karcinomu plic, vajecniki
a tlustého stifeva a proti rdznym chirurgicky ziskanym lidskym nadorovym vzork{im vypéstovanym
v primarnich kulturach. Zvlasté Géinny je proti sarkomém mékkych tkani. > 2> 1%

ET-743 je carbinolamin obsahujici protinddorové Ccinidlo, které se sklada ze tfi
propojenych tetrahydroisochinolinovych kruhG a je strukturné pfibuzny se saframycinem.
Primarni strukturni rozdil mezi saframycinem a ET-743 je takovy, Ze ET-743 obsahuje navic jeden
tetrahydroisochinolinovy kruh (C-podjednotku). Zatimco A- a B- podjednotky zprostfedkovavaji
rozpoznani a vazbu DNA, C- podjednotka vyc¢nivd z vedlejsiho Zlabku, takie ma jen omezeny
kontakt s DNA. '

Castym problémem spojenym s izolaci moiskych piirodnich produktd, je jejich nizka
koncentrace v organismech. SloZitost dané struktury pfildkala pozornost syntetickych organickych
chemikdl po celém svété. Objevily se jak kompletni syntézy ET-743, tak i semisyntézy. '

Béhem klinickych studii byla prokazana jaterni toxicita a definovana jako zvyseni hladiny

jaternich enzym0 AST a ALT. Dale byla prokazana hematologicka toxicita jako anémie, leukopenie,
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trombocytopenie. Pfidanim vysokych davek dexamethazonu u reZimu ET - 743 se snizil vyskyt
hepatotoxicity. ** %

Mechanismus Ucinku: ET-743 se kovalentné vaze na maly Zldabek DNA, kde tvofi
kovalentni adukty na N2 pozici guaninu. Po vazbé se tento Zlabek rozsifi a ohne se smérem
k velkému Zlabku DNA. Nasledné se spousti kaskada déjt, které maji vliv na nékolik transkripcnich
faktor(, vazebni proteiny DNA, coZ vede k rozruseni bunécného cyklu. Hlavni mechanismus tGcinku
se tedy odehrava prevdiné na urovni genové transkripce. Studie prokdazaly, ze ET-743 snizuje
rychlost progrese nadoru bunék v S-fazi a zplGsobuje dlouhotrvajici nezavislou blokdadu v G2/M,
coz vede k silné apoptické reakci. Bunky v G1 fazi jsou citlivéjsi na ucinky ET-743, neZ bunky v
S-fazi nebo G2/M fazi. Pfi relativné vysokych koncentracich zplsobuje ET-743 dezorganizaci
mikrotubulovych shluk( a chova se jako topoisomerazovy jed. 2% 2% 1%

Ecteinascidin se v praxi pouziva jako pripravek Yondelis (trabectedinum). Tento l|écivy
pfipravek byl registrovan za "vyjimecnych okolnosti". Znamend to, Ze vzhledem k vzacnosti
sarkomu mékkych tkani, pro které je indikovan, nebylo moiné ziskat Uplné informace o
prospésnosti a rizicich pfipravku Yondelis v této indikaci. Yondelis je indikovan predevsim u

pacientl s pokrocilym sarkomem mékkych tkani a ve specidlnich pfipadech u ovaridlniho

karcinomu. %

7. 3. 5. CARDENOLIDY

il

Calotropis (Asclepiadaceae) je rod malych stromid bézné znamych jako , Swallow Wort

nebo ,,Milk Weed“' vyskytujicich se v tropickych a subtropickych oblastech Asie a Afriky. ‘%

107

Obr. 65: Calotropis procera (Asclepiadaceae)
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Je zndmo, Ze maji nékolik 1éCivych vlastnosti. RGzné casti rostliny se v lidové mediciné
pouzivaji k |écbé rlznych onemocnéni, jako je lepra, viedy, nadory, hadi ustknuti, malarie.
V tradi¢ni mediciné v Indii se Calotropis procera pouzival na |écbu diabetu. C. procera vykazuje
rizné biologické aktivity, véetné nasledujicich: protizanétliva, analgetickd, protinadorova, proti
prajmu, hepatoprotektivni,  antimikrobni, insekticidni, antioxida¢ni,  antibakterialni
a spasmolyticka. Obsahuje cardenolidy, triterpeny, flavonoidy, steroly a mastné kyseliny. % 1%

Z nového cardenolidu, 200-oxovoruscharinu, ktery byl objeven ve vzorcich C. procera byl
modifikaci syntetizovan 19-hydroxy-200-oxovoruscharin. Tento cardenolid prokdazal znacnou
protinddorovou aktivitu in vitro i in vivo. Zaméfuje se predevSim na a-1 nebo a-3 podjednotku
Na+/K+ ATPazy u réiznych typ@ rakoviny, véetné nemalobunééného karcinomu plic. %

Zkary kotene C. procera byly izolovany Ctyfi nové triterpeny ursanového typu -
calotroprocerol A, calotroproceryl acetat A, calotroproceron A, calotroproceryl acetdt B,
pseudotaraxasterol acetat, taraxasterol, calotropursenyl acetdt B a oktadecenové kyseliny.
Tyto terpenoidni slouceniny prokdzaly in vivo inhibi¢ni aktivitu proti tfem nadorovym bunécnym
liniim (A549 NSCLC, U373 GBM a PC-3 rakovina prostaty). '*

C. procera je kardiotoxickd a hepatotoxicka rostlina. Cardenolidy jsou srdecni aktivni
slouceniny inhibujici Na+/K+ ATPazu v bunééné membrané, coz vede k elektrolytické poruse,

ktera ma vliv na elektrickou vodivost srdce.

7.3.5.1. OXOVORUSCHARIN A USCHARIN

Patfi mezi steroidy (tzv. cardenolidy) izolované z rostlin ze zapadni Afriky. Obé latky jsou
izolovany z kofenl Calotropis procera (Asclepiadaceae). Obecny termin cardenolidy predstavuje

steroidni slouceniny charakterizované pritomnosti péti-clenného nenasyceného laktonového

106, 108

kruhu v poloze C-17, ktery je zodpovédny za kadiotonickou aktivitu.

Obr. 66: Struktura uscharinu %
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Mechanismus kardiotonického ucinku puUsobi prfes vysoce specifickou inhibici
Na+/K+ ATPazy. Protinddorova aktivita steroidd pUsobi pomoci indukce zmén v intracelularnich
hladindch Na +, K +, Ca®* a H', inhibice NF-kB drahy a inhibice glykolyzy. Protinddorova aktivita
téchto dvou cardeloidd (uscharin a 200-oxovoruscharin) se zlepsi modifikaci chemické struktury.
Nejaktivnéjsi semisyntetické slouéeniny obsahuji formyl nebo hydroxyalkyl skupinu na C-10
a volnou 14-B-hydroxy skupinu na steroidnim skeletu, coz umoznilo nejvétsi in vitro

protinddorovou aktivitu a vyraznou inhibici Na+/K+ ATPazy.

7. 3. 6. L-AZASERIN A DON

O-diazoacetyl-L-serin (azaserin) a 6-diazo-5-oxo-L-norleucin (DON) souviseji se strukturou
glutaminu. Byly objeveny jako prvni pfirozené se vyskytujici diazoniové slouceniny.
Obé slouceniny inhibuji pfenos amidové skupiny z glutaminu na formylglycinamid v syntéze
purin(, s naslednou mutaci u bakterii. Azaserin zpUsobuje velké DNA poskozeni tkané slinivky,
jater a ledvin u potkan(. Je to silny karcinogen pankreatu u potkan(. Azaserin a DON jsou analoga
aminokyselin a indukuji genetické poskozeni, které se pouziva klinicky pro Ié¢bu rakoviny. Inhibuji

také syntézu nukleovych kyselin. Obé Iatky jsou silné mutagenni a cytotoxické. **°

0 j‘\/ e 0 2 A
e N
HO)J\:AD HO
MH, MH,,
Obr. 67: Struktura L-azaserinu **° Obr. 68: Struktura DONu **°
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8. PRINCIPY ZACHAZENI S CYTOTOXICKYMI LATKAMI

Cytostatika jsou karcinogenni, toxicka, genotoxicka ¢i teratotoxickd a diky témto
vlastnostem ndlezi mezi nebezpecnd l|éCiva. Nebezpecné |éCivo je definovano jako latka,
ktera vzhledem ke své toxicité predstavuje nebezpeci pro zdravotnicky personal. K nebezpec¢nym
|é¢ivaim patii rovnéz nékteré hormonalni latky, imunosupresiva aj. '

Nebezpecna lé¢iva vyzaduji zvlastni pfipravu i manipulaci a podavani zajistuji
specializovana pracovisté k tomu urcend. Zdroje expozice plsobeni cytostatik na oSetfovatelsky
personal jsou rdizna a typickymi cestami jsou inhalaéni, dermalni a oralni. ***

Personal zodpovédny za uloZeni, pfipravu i podavani by mél mit uznavanou kvalifikaci
(Iékarensky magistr, lékarensky asistent, vSeobecnd sestra) a pravidelné musi byt proskolovan
ohledné dodrZovani bezpecnostnich pracovnich postupl a pouZivani ochrannych pracovnich
pom(icek. ™

Pfeprava cytostatik - vSechna cytostatika by méla byt balena, skladovana a prepravovéna
takovym zplsobem, aby bylo zamezeno poskozeni a nasledné kontaminaci prostredi. Primarni
obaly a krabice by mély byt vyrobeny tak, aby minimalizovaly riziko rozbiti napt. plastové obaly
nebo specidlni sklenéné lékovky potazené félii, zabranujici kontaminaci v pfipadé rozbiti. Veskeré
prevazené produkty by mély byt chranény proti narazu vzdornou pénovou hmotou nebo ulozeny
v krabicich z vInitého kartonu, které maji silné izolacni vlastnosti. Veskera cytostatika musi byt
fadné oznacena etiketou, Sarzi, exspiraci a pribalovym letdakem, o jakou cytotoxickou latku se
jedna. 111,112

Pfiprava cytostatik v lékarné - pfipravu cytostatickych lééiv provadi pouze personal
Iékarny, ktery je vyskolen a opravnén pripravovat tyto latky. Zafizeni na ptipravu by méla byt
vybudovdna tak, aby umozZnovala snadny a adekvatni pristup pro personal, pfistrojové vybaveni
a uklid. Pristup do prostoru, kde se pfipravuji cytostatika, musi byt omezen na jednotlivce zde
pracujici. Jsou zde vypracovdny a dodrZovany pfisné hygienické postupy. Doporucuje se, aby prace
v prostoru s lamindrnim izolatorem netrvala bez prestavky déle jak 2 hodiny. ***" **?

Centralizovana pfiprava by méla byt provddéna tak, aby findIni produkt byl chranén pred
mikrobidlni kontaminaci a zaroven aby byli pracovnici chranéni pred expozici nebezpecnymi
l[atkami. Sterilni cytostaticka latka je pripravovana aseptickou technikou a musi byt pfipravovana
v prostredi tfidy Cistota A. Jak ochranny box, tak lamindrni izolator je schopen zajistit prostredi
stupné Cistoty A. V prostoru pfipravny se sleduje tlak, vyzaduje se minimalni vyména vzduchu,
vzduch z pracovisté a laminarniho izolatoru se odvadi pres filtry do atmosféry tak, aby se zabranilo

expozici personalu. V p¥ipravné je rovnéz regulovana vihkost a teplota (18 — 22 °C). '
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Obr. 69: Izolator 3

Na pracovisté se vstupuje predsini pres vstupni filtr, dodrZzuje se adekvatni postup,
aby se zabranilo sou¢asnému otevieni obou dvefi. Po ukonceni prace opét prochdzi pracovnik
dalsim filtrem vystupnim, kde provadi dekontaminaci téla sprchou. V pfipravné je personal
obleéen do specidlniho odévu, ktery je kryt jednordzovym ochrannym odévem. % *?

Podavani cytostatik zahrnuje nékolik zplsobl - intravendzni, intraperitonealni,
intramuskuldarni, intradermalni a intravesikalni. PrileZitostné muze |ékaf pfedepsat i chemoterapii
peroralni (tablety, capsule, sirup). Hotovy produkt je kontrolovan kvalifikovanym farmaceutem.
Na Stitku hotového produktu musi byt jméno a rodné Cislo pacienta, nazev podavaného produktu,
davka, objem, zplisob podani, datum a hodina pfipravy, podpis laboranta, ktery pfipravoval dany
produkt. Latky citlivé na svétlo jsou baleny do neprihlednych oballl a nasledné jsou vsechny
hotové produkty zataveny do prihlednych ochrannych félii. Veskerd manipulace s cytostatickou
latkou se provadi v ochrannych rukavicich k tomu uréenych. ™+

Odpad - cytostaticky odpad se likviduje v souladu se vSemi vyhlaskami a legislativou.
Cytostaticky odpad je veskery materidl, ktery prisel do styku s cytostatikem béhem fedéni
i aplikaci, je umistén do kontejnér(, box0 a pytld k tomu uréenych a je oznafen "cytotoxicky
odpad". Tento odpad musi byt oddélen a likvidovdn tak, aby nedoslo ke kontaminaci prostredi ani
persondlu. Dale musi byt odpad denné odvaZen a spalovan na popel v zafizenich, kterd maji

povoleni likvidovat cytotoxicky opad od U¥adu pro ochranu Zivotniho prostiedi. ™
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9. DISKUZE

Jak vyplyva z této prace, nadorova onemocnéni patii k obavanym chorobdm v rozvinutych

v

arnimi nemocemi vyznamnou pticinou umrti.

statech, tedy i v CR a jsou spolu s kardiovasku

Procesem kancerogeneze vznika nador, coZ je nova abnormalni tkan sloZzend z nadorovych
a podpurnych bunék. Vyvoj nadoru je vicestupnovy proces, je k nému potieba kumulace zmén a je
to zpravidla proces dlouhodoby. Z biologického pohledu existuji dva typy nador(, maligni
a benigni. Maligni nadory jsou zhoubné, maji invazivni a destruktivni riist a mohou tvofit dcefiné
nadory. Benigni nddory jsou nezhoubné, netvofi metastdzy a nejsou tak nebezpeéné jako ty
maligni.

V mediciné je kladen velky dliraz na prevenci. V onkologii je vSak situace ponékud
slozZitéjsi, nebot znalosti ohledné plvodu nadorovych onemocnéni zdaleka nejsou kompletni.
Postupné vsak pribyva informaci o tom, které faktory usnadnuji vznik nddorového onemocnéni.
Pravdépodobnost vzniku nddorového onemocnéni mizeme snizit eliminaci téchto faktoru.

Rizikové faktory vzniku nadord se déli na dvé skupiny, vnéjsi a vnitfni. Vnéjsi faktory
mUlzeme z vétsi ¢asti sami ovlivnit. Patfi zde predevsim koureni, zplsob stravovani, alkohol,
nizka pohybova aktivita. Faktory pfirodni, fyzikalni a geografické uz ovlivnime méné. Odhaduje se
viak, Ze vnéjsi faktory se podileji na vzniku pfiblizné 75 % vSech nadorovych onemocnéni.
Co bohuZel neovlivnime, je dédicny faktor a genetickd predispozice. Ta spolu s ostatnimi
mutacemi patfi mezi faktory vnitini. Nador vSak nikdy nevznikad z jedné pfriciny, vidy je tfeba
kombinace vice faktord. Ve vétsiné pripadl se sejde geneticka predispozice v kombinaci se 2-3
vnéjsimi faktory.

Kazdy pacient, kterému bylo prokdazano nadorové onemocnéni, dostava individualni 1écbu
»na miru“ podle konkrétniho typu nadoru, jeho rozsahu a podle jeho zdravotniho stavu. Dnes se
v onkologické 1écbé pouzivaji rizné metody, které se mohou vzajemné kombinovat a doplriovat.
Lécbu je moZno rozdélit na kurativni a paliativni. U paliativni 1é¢by neni Ukolem nemocného
vylécit, tfeba z diivodu jiz rozsahlého onemocnéni. Ukolem paliativni lé¢by je zlepseni kvality
Zivota daného pacienta. Kurativni Ié¢ba ma za cil vyléceni daného pacienta, ale bohuZel ne vidy je
toho cile dosazeno. V soucasné dobé jsou pouzivany 3 zadkladni formy léCby — chirurgicka,
chemoterapie, radioterapie.

Hormonalni |écba se kdysi pouzivala jen omezené, v dnesni dobé vsak patfi mezi
standartni lécbu. VyuZiva se u ndadorl, které vychdzeji z orgdn(i zavislych na hormonalnich
podnétech (mlécna Zlaza, prostata, délozni sliznice). Hormonalni lécba ma méné nezaddoucich

. o

s v v . . . e 7w 11
Gc¢ink nez chemoterapie a je proto pacienty lépe snasena. '**
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V posledni dobé se stale Castéji setkdvame s novym typem protinaddorovych lékd, které
byly vyvinuty ve snaze plsobit pfimo na nadorovou bunku, a zmirnit tak nezadouci Ucinky na
zdravé tkané, které jsou obvyklé u béznych cytostatik. Pro skupinu téchto novych se nejcastéji
pouziva pojem biologickd nebo cilend |écba. Nejvyznamnéjsi skupinu léciv predstavuji v soucasné
dobé monoklonalni protilatky. Biologicka 1é¢ba se v dnesni dobé vyuZiva stale vice a pocita se
s tim, Ze v budoucnu se bude vyuZivat jesté vice. Latky biologického plivodu hraji v 1é¢bé nadort
dodnes velkou roli. ***

Prvni zminky o pouziti pfirodnich cytostatik se pohybuji v letech pred nasim letopoctem.
Hlavni zlom vzajmu o cytotoxické latky biologického plivodu vsak nastal po objeveni vinka
alkaloidd a podophylotoxinu v roce 1950. V navaznosti na tyto objevy National Cancer Institute
zahdjil v roce 1960 program rozsahlého sbéru rostlin. Zaméfil se predevsim na oblasti mirného
pasma. Tento program pomohl objevit mnoho novych latek vykazujicich fadu cytotoxickych
aktivit, véetné taxanld a kamptotecin. Jejich vyvoj do klinicky acinnych latek byl rozlozen do
obdobi asi 30 rokl, od pocatku 1960 do 1990. Tento program byl ukoncéen v roce 1982, ale vyvoj
novych screeningovych technologii vedl k oZiveni sbirek rostlin a jinych organismi a to v roce
1986, tentokrate viak se zamérenim na tropické a subtropické oblasti svéta. *°

Prvni zminénou skupinou cytotoxickou skupinou jsou taxany, latky stabilizujici
mikrotubuly. Byly izolovany ze stromu Taxus Baccata a Taxus brevifolia (Taxaceae). Jedna se
o esterové alkaloidy, jez zpUsobuji stabilizaci mikrotubul(, ¢imzZ zabranuji v jejich dezorganizaci,
a tim zpUsobuji zastaveni bunééného cyklu. Do prvni generace taxan patii docetaxel a paclitaxel,
které jsou dulezitymi latkami v [é¢bé karcinomu prsu.

Druhou neméné vyznamnou skupinou latek jsou vinka alkaloidy. Prvnimi zastupci
tzv. vinka alkaloidd jsou vinblastin a vinkristin. Tyto latky jsou izolovany zvytrvalé tropické
drevnaté rostliny Catharanthus roseus L. (Apocynaceae). Rostlina byla plvodné endemickad na
Madagaskaru, dnes uz vSak pfirozené roste v mnoha tropickych zemich. Novéjsimi
polosyntetickymi analogy téchto latek jsou vinorelbin a vindesin. Vinka alkaloidy jsou inhibitory
bunécné proliferace. Za antiproliferativni aktivitu alkaloid(l Vinka miZeme z velké ¢asti povaZovat
inhibici mitdozy v disledku depolymerace mikrotubull a mitotického vieténka. Tyto latky se
pouzivaji predevsim v kombinaci s dalsimi latkami k lé¢bé rdznych druh( rakoviny, véetné
leukémie.

Do treti skupiny latek plsobicich na tubulin se radi kolchicin. Je to latka, ktera ma dlouhou
historii a byla pouZivana v tradi¢ni mediciné jako jed, ale také jako lék na rlizné nemoci. Kolchicin
se nachazi v Colchicium autumnale (Liliaceae) a je hlavnim alkaloidem této rostliny. Patfi mezi

nejucinnéjsi cytotoxické Iatky, md uzkou terapeutickou Siti a vysokou toxicitu. Na bunécné urovni
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kolchicin zabrafuje mitdze tim, Ze brani polymerizaci tubulinu. V dnesni dobé se kolchicin pouZiva
predevsim jako antiuratikum.

Podophylotoxin je nejbéznéji pouzivanym aryltetralinovym ligninem a poprvé byl izolovan
v roce 1880, dnes je béiné izolovan z rodu Berberidaceae. Brani polymerizaci tubulinu a indukuje
zastavu bunécného cyklu v mitéze v metafazi. Nicméné polosyntetické derivaty podophyllotoxin,
jako jsou etoposid, teniposid, maji silnou inhibiéni aktivitu DNA topoizomerdzy Il, nejsou to tedy
inhibitory mikrotubul(. Je ucinny pfi lé¢bé Wilmsovych nadord a rlznych typl pohlavnich nadord.
Podofylotoxin se také casto pouzivad jako antivirové cinidlo pro lé¢bu condyloma acuminatum
zpUsobené lidskym papilomavirem a je povazovan za nejucinné;jsi Iék na bradavice.

Po objevu enzym( rozvoliiujicich tercidlni strukturu DNA v roce 1971 nastala dalsi éra
velkého zkoumani. Zjistilo se, ze jaderny enzym topoisomerdaza, ktery rozstépuje vidkno DNA,
a tim zasahuje do replikace DNA, je idealini cil pro protinddorové pusobicich latky. Topoizomerazy
se vazou na DNA, snizuji napéti nadSroubovicovitého vinuti DNA, coZ umoziuje, aby vybrané
oblasti DNA byly dostatecné uvolnéné a umoznily replikaci DNA. Existuje vice podtypl tohoto
enzymu, nejznaméjsi jsou topoizomerdzy | a Il. Topoisomeraza | je ATP nezdvisla a je schopna
vytvofit jednoretézcové zlomy, naopak topoizomeraza Il vyzaduje ATP, Stépi obé vldkna DNA,
a tim dochazi k tvorbé dvouretézcovych zlomi v DNA.

Do skupiny inhibitorll topoizomerazy | patfi kamptoteciny a do skupiny inhibitord
topoizomerazy Il se fadi epipodofylotoxiny a antracykliny.

Kamptotecin je dllezZity protirakovinny a antivirovy alkaloid produkovany cinskym
stromem Camptotheca acuminate (Nyssaceae) a dalSimi druhy. Je to prvni izolovany inhibitor
topoisomerazy |, ale prokazuje aktivitu také jako inhibitor topoizomerazy Il. Definovani
mechanismu protinddorové aktivity CPT vedlo k vyvoji dalSich analogtl, které mély za ukol vyresit
jeho Spatnou rozpustnost ve vodé a uzky terapeuticky index. Bylo vyrobeno nékolik
polosyntetickych analogl. Topotecan a irinotekan maji hotové klinické zkousky a schvalené
indikace. DalSich derivaty jsou v klinickém zkouseni, a stale jsou syntetizovany nové derivaty.

K inhibitorim DNA topoizomerazy |l patfi tzv. epipodophylotoxiny. Podofylotoxin plsobi
pres inhibici mitotického vietena a blokadu polymerizace tubulinu, kdeZto polosyntetické derivaty
podophyllotoxin(, jako je etoposid plsobi jako inhibitory DNA topoizomerazy Il. Tento rozdilny
ucinek ma na svédomi pritomnost glukosidové casti. Etoposid a teniposid jsou si podobné
strukturou, spektrem svého Ucinku a také nezadoucimi Ucinky.

Antracyklinovd antibiotika jsou nepostradatelnou soucasti dnesni kombinované
onkologické 1écby u Sirokého spektra narod(l. Antracykliny inhibuji topoizomerazu. Jako prvni byl
izolovan vroce 1960 Fredericem Arcamone z kmene Streptomyces krestomyceticus idarubicin.

Jako druhy byl v roce 1963 doxorubicin a jako tfeti byl syntetizovan epirubicin, polosynteticky
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analog doxorubicinu. Mechanismus ucinkd antracyklinG zahrnuje nékolik rtznych cest, kdy hlavni
cestou je inhibice topoizomerasy Il.

Doxorubicin vykazuje velmi Siroké spektrum aktivity a zlistava jednim z nejucinnéjsich léka
proti rakoviné. Liposomadlni zapouzdifeni doxorubicinu méni jeho farmakodynamické vlastnosti,
prodluzZuje trvani expozice, doxorubicin se miZe pfednostné hromadit v nddorové tkani, a tim je
zajiSténa selektivita. Povaha a rozsah téchto zmén zavisi na lipidech pouzitych ve formulaci
liposom(. V soucasné dobé jsou tyto liposomalni formulace vyhlidkou na slibnou onkologickou
[éEbu, proto jsou podrobovany rozsahlému vyzkumu.

Ellipticin je dalsi [dtkou inhibujici topoizomerdzu Il. Strukturou je to jeden
z nejjednodussich prirozené se vyskytujicich alkaloidG. Byl izolovan z listl jehlicnatého stromu
Ochrosie borbonic, Apocynaceaae. Ellipticinova cytotoxicita je zpisobena riznymi mechanismy.

Kromé latek pUsobicich na mikrotubuly a na topoizomerazu zndme jesté interkalacni latky.
Interkalace je déj, kdy se cytotoxickd latka nekovalentné vaze na DNA. Molekula dané latky se
vloZi mezi dva sousedni pary bazi dvousroubovicové DNA. Vysledkem téchto déji je inhibice
replikace a transkripce, a tim tedy syntézy RNA a zdvislé DNA. Velkou skupinou pfirodnich
a syntetickych interkalacnich latek jsou B-karbolinové alkaloidy.

Nadorové buniky se od normalnich liSi odliSnou schopnosti vytvaret specifické
aminokyseliny, jako je L-asparagin. Nadorové bunky si musi aminokyseliny ziskavat samy
z mikroprostredi, takze jejich cileny nedostatek zpUsobi inhibici proliferace bunky. Toho vyuZiva
L-asparaginaza, coZ je duleZity enzym pouzivany jako protinddorova latka v 1écbé rlznych
lymfoproliferativnich poruch a akutni lymfoblastické leukémie.

V dnesni dobé roste zajem o latky pochdzejici z mofskych organismd, protoze morské
organismy obsahuji obrovské mnozstvi latek s moznym cytotoxickym efektem. Vyzkum v této
oblasti neustéle pokracuje, nebot je zatim prozkoumano jen malé procento mofskych organismda.
Latkou zminénou v této praci, ktera je izolovana z morské sumky Ecteinascidia turbinata,
je ecteinascidin. Je to tetrahydroisochinolinovy alkaloid, ktery se kovalentné vaze na DNA, ¢imzZ ve
vysledku zplsobuje smrt bunky. Tohle vsak neni jediny jeho mechanismus ucinku. V urcitych
koncentracich zplsobuje také dezorganizaci mikrotubull. Ecteinascidin se v praxi nachazi jako
pfipravek Yondelis. Tento lécivy pripravek byl registrovan k lécbé sarkomu mékkych tkani pfi
selhani klasické terapie.

Cytotoxické latky jsou karcinogenni, toxické, genotoxické Ci teratotoxické a diky tomu
nalezi mezi nebezpecné latky. VyZaduji proto zvlastni pfipravu, manipulaci a podavani specidlné
vySkolenym personalem.

V soucéasné dobé je v klinické onkologické praxi nékolik latek, které maji biologicky pavod

a patfi ke standartnim IéCivim. Velkou nevyhodou téchto latek je rostouci rezistence, ale také
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neselektivita proti nddorovym bunkam. Se zvysujici se rezistenci nadorovych bunék se zacina vice
uvaZzovat o kombinacni terapii. Obvykle se kombinuji latky s rlznym mechanismem ucinku,
tedy latky, které plsobi na rozdilné cilové struktury. Neselektivni Gcéinek latek zplsobuje
poskozeni zdravych bunék, a tim vznik vyraznych nezadoucich Gc¢inkd. Svou rychlosti rlstu jsou
nadorovym bunkdam nejpodobnéjsi bunky kostni difené a sliznice gastrointestindlniho traktu,
z ¢ehoz miZeme odvodit nejcastéjsi nezadouci Ucinky. Z toho dlivodu se v dnesni dobé dostava do
popredi snaha vytvdret nové technologické formy. Ty by navdzanou latku zavedly cilené do
nadorovych bunék, ¢imz by nedochdzelo k poskozeni okolni tkané a tak velkému rozsahu

nezadoucich ucinkd.
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10. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit prehled cytotoxickych latek biologického
plvodu. Cytotoxické latky jsou pouzivany predevsim k terapii nddorovych onemocnéni. Byly zde
zminény latky, které jsou dnes béiné pouZivany v praxi, latky které jsou predmétem klinického
zkouseni, a taky latky které klinickym zkouSenim do praxe nepostoupily, ale jejich struktura se
stala zakladem pro vyvoj latek novych.

V této praci byla zminéna podstata vzniku kancerogeneze. Byly zde popsany mutace
vznikajici béhem kancerogeneze, klasifikace nadord. Principy maligniho bujeni alespon trosku
nastinily problém nadorového onemocnéni. DdleZitou roli ptfi vzniku rakoviny hraji rizikové
faktory. Vétsinou vsak jde o kombinace genetické predispozice (vnitfnich faktord) s vnéjsimi
faktory. DuleZitou zminkou byly zakladni principy 1éCby rakoviny.

Jednotlivé latky jsou vtéto praci rozdéleny podle mechanismu ucinku. Prvni hlavni
skupinou jsou latky, které inhibuji mitézu bunék vazbou na tubulin. Tato skupina se ddle déli podle
mechanismu ucinku na dvé podskupiny. Na latky, které indikuji mikrotubuly a latky, které inhibuji
mikrotubuly. Druhou hlavni skupinou jsou latky interagujici s DNA. Zde patfi latky inhibujici enzym
topoizomerdzu |, Il a interkalacni latky, jez se vmezefuji a nekovalentné se vdzou na DNA.
Dale jsou v této praci zminény dalsi latky, které maji cytotoxickou aktivitu, ale neradi se ani do
jedné z predchozich skupin.

U popisovanych latek je zminén plvod, z jaké rostliny, z jakého zdroje pochazi. Je popsan
mechanismus Ucinku, jakym zplGsobem ovliviiuje nddorové buriky, aby mohlo dojit k jejich zaniku.
U kazdé latky jsou zminény hlavni nezadouci Ucinky, nebot ty jsou vétsinou zavaznou komplikaci
a omezenim [é¢by a samoziejmé také indikace a pouZiti dané latky.

Budoucnost protinadorové 1écby se nachdazi vlatkach pasobicich specifickym
mechanismem pfimo na nddorové buriky. Neovliviuji tak normalni zdravé buriky, ¢imZ dochazi
k eliminaci cetnych nezadoucich ucinkd. Dalsi variantou lé¢by nadorovych onemocnéni je rozvoj
technologie lékovych forem schopnych zajistit cilené plsobeni dané latky pouze na nadorové
bunky a dopravit pozadovanou latku do mista nddoru. Tato metoda se dnes jiz v praxi pouziva,
a to u doxorubicinu, ktery je vazan na Castice a diky nim putuje pfimo do organu. Vétsinou se
pouziva u nadord jater.

Kombinovand terapie se ukazuje jako vyhodnéjsi neZ monoterapie. UmoZnuje totiz
podavani jednotlivych latech v mensich davkach, ¢imZ se sniZuje riziko nezadoucich ucinka,

a dale zabranuje vzniku rezistence nadorovych bunék.
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JelikoZ rakovina je druhou nejcastéjsi nemoci, vyzkum novych a ucinnéjsich latek je
dalezity. BohuZel vétSina novych latek neprojde klinickym zkouseni kvali své vysoké toxicité.

Nadéje vsak je v novych technologickych formach.
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11. SEZNAM ZKRATEK

AUC ... Plocha pod kfivkou, plocha vymezena kfivkou koncentrace a ¢as (area under the curve)
ALL ... Akutni lymfoblasticka leukémie

AML ... Akutni myeloidni leukémie

Cdk ... Cyklin dependentni kinaza

CE-2 ... Carboxyesteraza-2

CLP ... Cryptolepin

CPT ... Kamptotecin

CR... Ceska republika

DNA... Deoxyribonukleova kyselina

DTX ... Docetaxel

ECM ... Extracelularni matrix

FDA ... Ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and drug administration)

GTP ... Guanosin tri fosfat

HHT ... Homoharringtonin

HIV ... Virus lidské imunitni nedostatec¢nosti (human immunodeficiency virus)
HPV ... Lidsky papilomavirus (human papilloma virus)

IARC ... Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International agency for research on cancer)
i.m. ... Intramuskularni

i.v. ... Intravendzni

MAPs ... Proteiny asociované s mikrotubuly (mikrotubule-associated proteins)
MDGs ... Mofrské diterpenové glykosidy (marine diterpene glycosides)

PDT ... Podophylotoxin

PEG ... Polyethylenglykol

P-GP ... P-glykoprotein

p. 0. ... Peroralni

SCLC ... Malobunéény karcinom plic (small-cell lung cancer)

VCR ... Vinkristin

VLB ... Vinblastin
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