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Proteomické profily bunék po oSetieni cytostatiky nebyly
doposud ve vétSi mife studovany. Proteomické profily
protinadorového  u€inku  1éCiv  byly  analyzovany
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2 CILE PRACE

I. Teoreticka ¢ast
Zpracovat literarni reSerSi o Kklinicky pouzivanych rostlinnych alkaloidech,

proteomice a metodach proteomické analyzy.

Il. Experimentalni ¢ast

Analyzovat proteom bunécné linie CEM oSetfené protinadorovymi IéCivy,
vinkristinem, vinorelbinem a docetaxelem.

Srovnat odpovéd bunécéné linie CEM na oSetfeni zminénymi protinadorovymi
IéCivy na urovni proteomu.

Vlastni vysledky porovnat s doposud znamymi publikovanymi klinickymi ucinky
studovanych protinadorovych léCiv — zejména v oblasti kfizové rezistence a rozdild

v mechanismu ucinku jednotlivych I&Civ.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Uvod

Diplomova prace se zabyva protinadorovym ucinkem klinicky vyuzivanych
rostlinnych alkaloidi docetaxelu, vinkristinu a vinorelbinu, coz jsou léciva ze skupiny
jedl mitotického vreténka. Mezi jedy mitotického vieténka patfi taxoidy (napfiklad
docetaxel, paclitaxel), alkaloidy z barvinku (Vinca, napfiklad vinkristin, vinorelbin) a
podophylotoxiny. Alkaloidy z barvinku inhibuji skladani mikrotubul a zpusobuiji rozpad
déliciho vieténka (Bissery et al., 1991). Skladani mikrotubult inhibuje také kolchicin
(Owellen et al., 1976), coz je alkaloid z ocunu podzimniho, ktery nema protinadorovou
aktivitu a pouziva se klécbé dny (pfibalova informace Colchicum dispert, 2011).
Podophylotoxiny inhibuji polymerizaci tubulinu, ale na tubulin se vazi v jiném misté nez
alkaloidy z barvinku. Paclitaxel stabilizuje mikrotubuly a inhibuje jejich depolymerizaci
na volny tubulin. Docetaxel pusobi podobné jako paclitaxel (Bissery et al., 1991).

Docetaxel je vSak ve srovnani s paclitaxelem ucinngjsi (Morse et al, 2005).

3.2 Proteomika

Proteomika se zabyva studiem proteomu. Terminy proteomika a proteom vznikly
jako analogie termini genom a genomika a byly poprvé pouzity skupinou prof. Wilkinse
v 90. letech 20. stoleti. Proteom byl definovan jako kompletni soubor proteind
exprimovany genomem daného organismu, nebo soubor proteint exprimovany danou
burikou, nebo tkani. Proteom je pfimym produktem genomu, ale proteom se muze
meénit v zavislosti na podminkach, které jsou odliné v riznych tkanich daného
organismu. Pocet proteind v proteomu muize presahnout polet genu, coz je dano
alternativnim sestfihem genl a posttranslacnimi modifikacemi (Wilkins et al., 1995).
Definic proteomiky existuje cela fada. Za jednu z nejlepSich je povaZzovana definice, ze
proteomika je obor, ktery se zabyva systematickou analyzou proteint z hlediska jejich
identity, mnozstvi a funkci (Chmelik, 2005).

Proteomiku Ize na zakladé rozdilnych pfistupl k proteomickému studiu dale
proteomika se zaméfuje na separaci proteinli ze slozitych biologickych smési, jejich
charakterizaci hmotnostni spektrometrii (MS) a bioinformatické zpracovani dat.
Hlavnim cilem je identifikace proteind, stanoveni molekulové hmotnosti, sekvence

aminokyselin a ur€eni posttranslacnich modifikaci. Dal8imi cili jsou napfiklad
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charakterizace nekovalentnich interakci bilkovin s jinymi latkami a kvantitativni
stanoveni heterogenity. Strukturni proteomika se zabyva studiem struktury proteinu
rentgenostrukturni krystalografii, nuklearné magnetickou resonanci (NMR), MS a
dalSimi metodami, cilem je pochopit strukturni chovani bilkovin. Funkéni proteomika je
zaméfena na funkci proteinl a studium komplexnich Zzivotnich procest. Diferencni
(srovnavaci) proteomika se zabyva analyzou slozitych smési protein(, sleduje zmény
ve sloZeni proteind pfirdznych stavech organismu (napfiklad normalni versus
patologicky stav) s cilem nalézt a identifikovat proteiny s rozdilnou abundanci. High-
throughput proteomika je zaméfena na rychlé ziskavani velkého mnozstvi Udajl
o proteinech, zejména pro screeningové ucely. High-coverage proteomika se zabyva
ziskavanim udaju o sekvenci aminokyselin, posttranslacnich modifikacich proteint
s cilem co nejvysSiho pokryti primarni struktury. Bottom-up proteomika predstavuje
takovy postup identifikace proteinQ, kdy je dany protein nejprve izolovan ze smési a
potom enzymoveé rozstépen na smés peptidl, které jsou charakterizovany hmotnostni
spektrometrii. Shotgun proteomika je obecny postup identifikace proteind, kdy je
neseparovana smeés proteinl nejprve enzymové rozstépena na smés peptidl, které
jsou nasledné separovany vhodnou metodou, nej¢astéji vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC), a nasledné analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Top-down proteomika je postup identifikace proteinli, kdy je dany protein izolovan
ze smési a nasledné charakterizovan. Tento pfistup pfinasi rychlé informace
o molekulové hmotnosti, sekvenci aminokyselin a posttranslaénich modifikacich
(Chmelik, 2005).

V praxi muze byt proteomika zaméfena na charakterizaci tolika proteint pfitomnych
ve vzorku, kolik je mozno danou metodou identifikovat; dale na expresni proteomické
profilovani; mapovani proteinovych interakénich siti a mapovani posttransla¢nich
modifikaci proteinu (Liebler, 2002). V nasledujicim textu bude blize popsano expresni
proteomické profilovani, na které je zaméfena tato diplomova prace.

Expresni proteomické profilovani je identifikace co nejvétSiho poctu proteinl
v organismu, nebo v burice, které jsou v ur€itém stavu (urcity stupen diferenciace, faze
vyvoje, pfi nemoci, po pusobeni léCiva, po pUsobeni riznych fyzikalnich a chemickych
podnétu). NejCastéji je vyuzivana diferenéni analyza, kdy jsou srovnavany dva stavy
stejného systému (nadorové buriky oSetfené léCivem a nadorové buriky neoSetfené
léCivem) a jsou identifikovany rozdilné exprimované proteiny. Informace ziskané
expresnim proteomickym profilovanim maji velky vyznam pro identifikaci potencialnich

terapeutickych cilti IéCiv pfi riznych onemocnénich (Liebler, 2002).



3.2.1 Metody proteomické analyzy

Tradi¢ni metodou analytické proteomiky je dvourozmérna gelova elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu (2D-SDS-PAGE). K sekvenaci proteinl byla vyuzivana
Edmanova degradace, ale ta uZ je nyni nahrazovana hmotnostni spektrometrii.
Vyuzivané jsou chromatografické metody, z nichz nejdulezitéjSi jsou dvourozmérna
kapalinova chromatografie a afinitni chromatografie (Chmelik, 2005). Nejvétsi rozvoj
analytické proteomiky nastal diky zavedeni novych ionizacnich technik hmotnostni
spektrometrie  MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization, laserova
desorpcel/ionizace za u€asti matrice; Karas & Hillenkamp, 1988) a ESI (electrospray
ionization, ionizace elektrosprejem; Yamashita & Fenn, 1984). Metody 1D-SDS-PAGE
(Laemmli, 1970), 2D-SDS-PAGE, HPLC, kapilarni elektroforéza, izoelektricka
fokusace, afinitni chromatografie a multidimenzionalni chromatografické techniky
(napfiklad iontoméni¢ova chromatografie ve spojeni s HPLC nareverzni fazi,
RP-HPLC) mohou byt vyuzity jako nastroj analytické proteomiky k separaci proteind
pro naslednou MS analyzu (Liebler, 2002). Nejpouzivanéjsi postup proteomické
analyzy je separace proteint 1D-, nebo 2D-elektroforézou, digesce protein( trypsinem
v gelu a nasledna analyza peptidi MS, nebo LC-MS (Medzihradszky et al., 2001).

Pro expresni proteomické profilovani je vyuzivana komparativni analyza metodami
2D-SDS-PAGE a LC-MS s izotopicky znacenymi proteiny (Liebler, 2002).

Komparativni analyza pomoci 2D-SDS-PAGE je provedena tak, Zze kazdy vzorek je
rozseparovan na samostatném gelu a nasledné jsou tyto dva gely (pfipadné nékolik
gell) softwarové porovnany (Liebler, 2002). Proteiny v gelu Ize vizualizovat nékolika
zpusoby. Znaceni proteinli pomoci radioaktivnich izotopl je velmi citlivé, ale finanéné
velmi narocné a predstavuje riziko pro zdravi osob, které experiment provadi. Barveni
proteinl koloidni Coomassie blue je pomérné levné, ale malo citlivé a ma maly linearni
dynamicky rozsah. Barveni stfibrem je velmi rozSifené, je mozno detekovat i 1 ng
proteinu, ale ma omezeny dynamicky rozsah a proteiny barvené stfibrem neni mozné
kvantifikovat, protoZe jednotlivé proteiny maji riznou schopnost interakce se stfibrem.
Barveni stfibrem také neni pfili§ kompatibilni s MS analyzou. Velmi citliva je detekce
fluorescentné znaCenych proteint, ktera ma také Siroky linearni dynamicky rozsah.
Duilezitou metodou diferenéni proteomické analyzy je 2D fluorescencni diferencni
gelova elektroforéza (2D-DIGE, Obr. 1). Pfed separaci jsou proteiny ve vzorku znaceny
fluorescenénimi cyaninovymi barvivy (derivaty N-hydroxysukcinimidu; Cy3, Cy5, Cy2).
Tato barviva se vazi specificky a kovalentné na e-aminoskupiny lysinu v proteinech. Je
mozné takto oznacit tfi rdzné vzorky, smisit je a separovat na jednom gelu.
Pro kvantifikaci proteind lze pouzit interni standard. Je zaru€eno, Ze tentyZ protein

v kazdém ze vzork( bude migrovat stejné (ma stejny naboj a molekulovou hmotnost).
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Jednotliva barviva maji rdznou excitaci fluorescence. 2D obraz je zpracovan
specialnim softwarem, napfiklad DeCyder software (Amersham Biosciences;
Monteoliva & Albar, 2004).

(A) spojeny interni
vzorek A vzorek B tandard Cy2
vzarekA  stan ¥ vzorek B
+Cy3 +Cy5 +Cy3 (A+B) +Cy5
O @ znaéeni
V' l Na Y
smichané vzorky
se znacenymi proteiny
v | v
|:| 2D-elektroforéza
LCy3 LCy5 l L Cy3 i Cy2 . Cy5
e | [ ] L B
= | i obrazy gela =
identifikace rozdiln& l CyaiCyz ) CybiCy2
exprimovanych proteini normalizace
[N : " analyza obrazu identifikace rozding
exprimovanych proteint
b ol | o deniice oz
kvantifikace dat A ’ . )
l’ kvantifikace dat,
statistickd analyza

" s
Obr. 1: Schéma provedeni 2D-DIGE experimentu. (A) Diferenni analyza s vyuZitim
dvou fluorescenénich barviv Cy3 a Cy5. (B) Experiment se tfemi fluorescen&nimi
barvivy (Cy3, Cy5 a Cy2) s vyuzitim interniho standardu, ktery byl pfipraven smichanim
vzorki A + B vpoméru 1:1 a byl znaCen barvivem Cy2. Interni standard slouzil

k normalizaci (pfevzato z Monteoliva & Albar, 2004).

Elektroforetickymi metodami je mozné detekovat proteiny v rozmezi molekulovych
hmotnosti 10 — 120 kDa a jsou detekovany pfedevSim kyselé a neutralni proteiny.
Bazické a velmi bazické proteiny (pH>9,5) nejsou zaostieny. Na 2D gelech jsou také
zfidka zobrazeny hydrofobni proteiny a vétSinou jsou vizualizovany pouze vysoce
abundantni proteiny. Identifikace spotl na 2D gelu je vzdy provedena pomoci
softwarovych nastroju (Monteoliva & Albar, 2004).

Nezastupitelnou roli v proteomice hraje identifikace proteini pomoci hmotnostni
spektrometrie. Hmotnostni spektrometrii jsou analyzovany ionty v plynné fazi.
Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru, ktery
ur€i pomér hmoty a naboje (m/z) ionizovanych analytl, a detektoru, ktery

zaznamenava pocet iontd pfi jednotlivych hodnotach m/z (Obr. 2A; Aebersold & Mann,
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2003). V proteomice jsou vyuzivany ionizacni techniky MALDI (Obr. 2B; Karas &
Hillenkamp, 1988) a ESI (Obr. 2B; Yamashita & Fenn, 1984). Bylo zjiténo, Ze
pro proteomickou analyzu je vhodné provadét na dvou hmotnostnich spektrometrech a
vyuzit obé& zminéné ionizacni techniky, protoZe jsou povazovany za komplementarni
(Medzihradszky et al., 2001). V proteomické analyze se vyuziva nékolik typa
hmotnostnich analyzator (Obr. 2C): iontova past (IT) a kvadrupdl (Paul & Steinwedel,
1960), linearni analyzator doby letu (TOF; Willey & McLaren, 1955), analyzator doby
letu s reflektronem (Mamyrin et al., 1973), analyzator iontové cyklotronové resonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR; Comisarow & Marshall, 1974), Orbitrap (Makarov,
2000). Analyzatory se vyuzivaji samostatné, nebo jsou kombinovany s jinymi
analyzatory (trojity kvadrupdl, dva analyzatory doby letu, linearni iontova past
ve spojeni s analyzatorem iontové cyklotronové resonance s Fourierovou transformaci

a dalsi kombinace).

(A)

I iontovy zdroj : hmotnostni analyzator
(B) rozsfikovaci 7 H pulznilaser
tryska luZel pro vstup vzorku e

AT kapalinova

fonizace chromatografis ! laserova desorpcel ’ e EE,

elektrosprejem (ESI) o 5.0 Al ony ionizace za ugasti WALDIdesticka i s 3y fonty
jehl A P 2 » HE s
i | ] matrice (MALDI) <4
wvstup vzorky s me
vstup vzorku extrakini nvizke

(€)

kvadrupél (Q) ve

. I 5
reflektronovy analyzator g/ II:‘\"HI spojeni s analyzatorem | J | —
doby letu {TOF) doby letu N “" -
Hingy <KD
reflektron
ppa— i i reflektron ——)E §
B - : Tk, T
dva analyzatory doby o . d
letu (TOF-TOF) f =t ‘\m | ) = SN
Tor, L\ [ ToR, Y iontova past 3 v
\ = o i
kalizni cela = & -
\ | supervodivy|
O \ 4z Q, Q, [ magnet
trojity kvadrupél/ | ) - linearni iontova past [ e
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Obr. 2: Hmotnostni spektrometry v proteomice. (A) Obecné schéma hmotnostniho
spektrometru. (B) lonizaéni techniky pro hmotnostni spektrometrii proteinu.
(C) Hmotnostni analyzatory, na obrazku je naznacena obvykla kombinace iontového

zdroje a hmotnostniho analyzatoru (pfevzato z Aebersold & Mann, 2003).
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Proteiny Ize pomoci MS identifikovat nasledujicimi zpusoby: stanovenim molekulové
hmotnosti intaktnich proteind, peptidovym mapovanim (PMF; peptide mass
fingerprinting), fragmenta¢ni analyzou peptidd a fragmentacni analyzou intaktnich
proteinl. Metodou PMF jsou stanoveny molekulové hmotnosti peptidi vzniklych
specifickym $tépenim proteint urCitym enzymem. Stanovené molekulové hmotnosti
peptidu jsou porovnany s teoretickymi molekulovymi hmotnostmi peptidu, které vznikly
specifickym Stépenim stejnym enzymem. Nevyhodou této metody je nejednoznacnost
vysledkl pfi analyze smési proteinll a to, Zze selhava u mutaci a posttranslacnich
modifikaci. Fragmentaéni analyzou je stanovena molekulova hmotnost fragmentovych
iontd vzniklych v hmotnostnim spektrometru z peptidd. Na zakladé molekulové
hmotnosti je stanovena aminokyselinova sekvence proteind, jez je vyuzita
pro identifikaci proteind v databazich (Chmelik, 2005).

Pro studium diferenénich zmén v proteomu jsou Casto vyuzivany kvantifikacni
metody hmotnostni spektrometrie. VétSinou se kvantifikace provadi pomoci znaceni
proteini stabilnimi izotopy. Stabilni izotopy jsou do proteinl, pfipadné peptidd,
inkorporovany metabolicky, enzymaticky, chemickou cestou, nebo se provadi absolutni
kvantifikace s vyuzitim syntetickych peptidovych standardu. Provadi se ale i label-free
kvantifikace. Metabolické znaleni spociva v zabudovavani izotopicky znacenych
aminokyselin do proteind béhem rastu a déleni bunék (Bantscheff et al., 2007). Jako
prvni bylo popsano metabolické znaceni protein kvasinek. Kvasinky Saccharomyces
cerevisiae byly kultivovany na médiu s N izotopy, paraleln& s nimi byly kultivovany
kvasinky na médiu s lehkymi izotopy dusiku. MS analyzou byl stanoven pomér intenzit
“N/"®N proteinti (Oda et al., 1999). Nejrozsiten&jsim metabolickym znagenim je SILAC
(stable isotope labeling by amino acids in cell culture; Bantscheff et al., 2007). Metoda
SILAC je zalozena na skute¢nosti, ze nékteré aminokyseliny jsou esencialni, buriky je
nejsou schopny syntetizovat a musi je pfijimat z média. Pokud esencialni
aminokyseliny v médiu obsahuji tézké izotopy, jsou inkorporovany do proteina.
Paralelné s bunikami kultivovanymi na meédiu s tézkymi izotopy jsou kultivovany také
buriky na médiu s lehkymi izotopy. Hmotnostné spektrometricka kvantifikace spociva

ve srovnani mnozstvi proteinl s lehkym a tézkym fetézcem (Obr. 3; Ong et al., 2002).
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Obr. 3: Provedeni SILAC experimentu (pfevzato z Ong et al., 2002).

V puvodnim provedeni experimentu byly sav¢i buriky kultivovany na médiu
s deuterovanym leucinem (leu-d3; Ong et al., 2002). V sou€asnosti je nejb&znéjsi
modifikace experimentu, ktera vyuziva "*Ce-arginin a "Cs-lysin. Inkorporace tézkého
argininu a lysinu zaruc€uje, Ze po Stépeni trypsinem bude v kazdém peptidu alespon
jedna téZzka aminokyselina (Bantscheff et al., 2007). Enzymatické znaceni probiha
béhem proteolytického Stépeni, nebo po proteolyze ve druhém kroku inkubace
s proteasou. Enzymatickym zna&enim je na C-konec nové vznikajiciho peptidu b&hem
digesce proteolytickymi enzymy inkorporovan "®0 (Yao et al., 2001). Chemické zna&eni
ICAT (isotope-coded affinity tag) je pfistup, kdy cysteinova rezidua jsou specifickou
chemickou reakci modifikovana reagentem obsahujicim 8 atoml deuteria (t6zké
peptidy) a reagentem obsahujicim pouze lehké atomy vodiku (lehké peptidy), tyto
reagenty jsou spojeny s biotinovou znacku pro afinitni purifikaci (Gygi et al., 1999).
Chemickou reakci s cysteiny vyuziva také chemicka modifikace proteint ALICE (acid-
labile isotope-coded extractants). Znacka ALICE obsahuje thiolovou reaktivni skupinu,
ktera reaguje s cysteiny, linker a synteticky polymer. Linker je modifikovan deseti
atomy deuteria, nebo je syntetizovan s vodikovymi atomy. Vazba mezi linkerem a
syntetickym polymerem je S§tépitelna kyselinou a slouzi k uvolnéni proteinQ
s modifikovanymi cysteiny z polymeru. Peptidy ze smési jsou kovalentné zachyceny
znackou ALICE a nasledné jsou z polymeru plGsobenim kyseliny uvolnény (Qiu et al.,
2002).

N-hydroxysukcinimidu s e-aminoskupinami lysinu.

Nasledujici dvé metody jsou zalozeny na chemické reakci
Prvni ztéchto metod je ICPL
(isotope-coded protein label). Ke znaceni peptidd metodou ICPL se pouziva

N-nikotinoyloxysuckinimid se ¢&tyfmi atomy deuteria a N-nikotinoyloxysuckinimid
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s lehkymi izotopy vodiku (Schmidt et al., 2005). Druhou metodou je chemicka
modifikace isobarickou znackou (komeréni nazev iTRAQ, isobaric tags for relative and
absolute  quantification). Isobaricky znaCené peptidy nejsou odlisitelné
jednoduchym MS experimentem, ale pfi MS/MS analyze vznikaji charakteristicka
fragmentacni spektra, ktera umoziuji kvantifikaci (Ross et al., 2004). DalSi moznosti
chemické modifikace je esterifikace C-konce peptidi a postrannich fetézcli kyselych
aminokyselin (Asp, Glu) deuterovanym methanolem a souasné nemodifikovanym
methanolem (Goodlett et al., 2001). Pro kvantifikaci fosfoproteini se vyuziva chemické
znaceni PhIAT (phosphoprotein isotope-coded affinity tag) V prvnim kroku je
provedena [-eliminace fosfoskupiny, nasleduje adice 1,2-ethandithiolu se &tyfmi alkyl
deuteriovymi atomy, nebo 1,2-ethandithiolu se ¢tyfmi alkyl vodikovymi atomy. Na zavér
je provedena reakce s biotinem pro afinitni purifikaci (Goshe et al., 2001). VySe
zminéné metody kvantifikace jsou relativni. Na hmotnostnim spektrometru je uréeno
relativni mnozstvi znaceného peptidu ve srovnani s neznaenym peptidem, pfipadné
peptidu s téZzkou znackou ve srovnani s peptidem s lehkou znackou. Pro kazdou
metodu izotopového znaceni je charakteristicky ur€ity rozdil m/z v hmotnostnim
spektru (Bantscheff et al., 2007). Absolutni kvantifikace AQUA (absolute quantification
of proteins) vyuziva interni standardy. Ke vzorku je pfidano znamé mnozstvi synteticky
pfipravenych peptidd znacenych stabilnimi izotopy, které jsou stejné jako nativni
peptidy ve vzorku. Ze znamého mnozZstvi interniho standardu je vypocitano absolutni
mnozstvi nativniho peptidu ve vzorku (Gerber et al., 2003). Otazkou zuUstava, zda
manipulace se vzorkem pred pfidanim syntetickych peptidd neovlivnila mnozstvi
peptidd ve vzorku (Bantscheff et al., 2007). Label-free kvantifikace je zalozena
na porovnani nékolika MS experimentll, vyuzivaji se dva pfistupy. Prvni pfistup je
relativni kvantifikace a oznacuje se jako spectral feature analyza. U tohoto pfistupu
jsou nejdiive MS/MS analyzou identifikovany peptidy v proteinovém digestu a nasledné
jsou porovnany plochy piku jednotlivych peptidl mezi vzorky (Bondarenko et al., 2002).
Pro druhy pfistup se pouziva oznageni spectral counting a jde o absolutni kvantifikaci.
Tento pfistup predpoklada, Ze pocet ziskanych spekter zavisi na mnozstvi proteinu
ve vzorku. (Silva et al., 2006)

Proteiny Ize studovat také pomoci zobrazovacich technik vyuzivajicich svételnou a
elektronovou mikroskopii, pomoci genetickych experimentt (napfiklad yeast two-hybrid

systém) a pomoci Cipovych technologii (Aebersold & Mann, 2003).

Skute¢nost, zda plsobeni [éCiv a jinych xenobiotik, pfipadné stresu ma vliv

na inhibici proteosyntézy, Ize testovat pritokovou cytometrii (viz experimentalni ¢ast
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diplomové prace). Prutokovy cytometr méFi fluorescenci bunék, svétlo rozptylené
pfi prachodu svételného paprsku burikou, absorbci svétla bufikami a mnozstvi bunék.
Bunky jsou znaCeny specifickym fluorescencnim barvivem. V okamziku, kdy burka
prochazi pfes paprsek svétla o excitacni vinové délce, je zméfena fluorescence, ktera
poskytuje kvantitativni informaci o mnozstvi fluorescencniho barviva navazaného

na bunku. Pratokova cytometrie je metoda s vysokym rozliSenim (Fulwyler, 1974).

3.3 Klinicky pouzivané rostlinné alkaloidy s protinadorovym uéinkem -

inhibitory dynamiky mikrotubuld

3.3.1  Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou nekovalentni cytoskeletarni polymery, které jsou soucasti bunék
v8ech eukaryotnich organism(. Hraji kliCovou roli pfi mitéze, pohybu bunék,
intracelularnim transportu, sekreci, udrzuji tvar bunék a urcuji bunécnou polarizaci.
Jsou to polarizované struktury slozené z podjednotek, heterodimert a- a B-tubulinu.
Tyto podjednotky dale asociuji mechanismem hlava — ocas a vytvafi polarizované
linearni struktury, protofilamenta (Conde & Caceres, 2009). Mikrotubuly jsou dlouhé,
duté a valcovité struktury, které jsou slozené z lateralné asociovanych tubulinovych
protofilament. Primér mikrotubuld je roven pfiblizné 25 nm. Pocet protofilament
v mikrotubulu se mlze pohybovat v rozmezi 10 — 18. In vivo jsou mikrotubuly vétSinou
tvofeny 13 protofilamenty, in vitro je polet protofilament zavisly na experimentalnich
podminkach. Bylo publikovano nékolik modell, které popisovaly mechanismus
skladani mikrotubulld na strukturni drovni. Zjednodusujici model (Obr. 4) pfedpoklada
postupné pfidavani po jednom tubulinovém dimeru na rostouci konec centralni ¢asti
(Matesanz et al., 2011).
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Obr. 4: Pripojovani a/ tubulinovych heterodimerd na rostouci (+ konec) mikrotubulu

(pFevzato z Conde & Caceres, 2009).

V kazdém protofilamentu jsou a/f heterodimery orientované tak, Ze B-tubulinovy
monomer je na rychle rostoucim konci mikrotubulu (+ konec) a a-tubulinovy monomer
je lokalizovan na pomalu rostoucim konci (- konec). Lateralni interakce
mezi podjednotkami sousednich protofilament byla popsana jako mfizka B-typu se
spojem (Obr. 4; spoj je oznaCen Sipkou). Soucasti mikrotubulu je také treti izoforma
tubulinu, y-tubulin, ktery je lokalizovan na - konci a funguje jako templat pro spravné
slozeni mikrotubul(. Kdyz se na + konec pfipoji novy tubulinovy dimer, katalyticka
doména a-tubulinu aktivuje nukleotidové vyménné misto (E misto) predchazejici
B-podjednotky a GTP je pfipraveno k hydrolyze. Na + konci mikrotubulu se vytvaii GTP
CepiCka, ktera stabilizuje strukturu mikrotubulu. Pokud je GTP &epi¢ka hydrolyzovana,
protofilamenta se od sebe odchyli a mikrotubul rychle depolymerizuje. Bé&hem
polymerizace, nebo kratce po jejim ukonceni tubulinové podjednotky hydrolyzuji GTP,
ktery je na nich navazan. Mikrotubuly jsou tvofeny pfevazné GDP-tubulinem.
Depolymerizace je charakterizovana rychlym ztracenim GDP-tubulinovych podjednotek
z + konce. Na - konci dochazi ke kontaktu mezi E mistem nového dimeru a
katalytického regionu posledni podjednotky na konci mikrotubulu, nevytvari se zde
GTP Cepicka (Conde & Caceres, 2009).

Vlastnosti mikrotubul( jsou ovlivnény izoformami tubulinu, kterymi jsou tvoreny, a

posttranslaénimi modifikacemi. Soucasti mikrotubuld mohou byt 3 izoformy a-tubulinu
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(a1, a2 a o4) a 5 izoforem B-tubulinu (BI, BII, BllI, BIVa a BIVb). Posttranslaéni
modifikace odliSuji jednotlivé subpopulace mikrotubull a selektivné ovliviiuji jejich
funkci. Mikrotubuly mohou byt pozménény fadou posttranslaénich modifikaci —
tyrosinaci, detyrosinaci, acetylaci, polyglutamylaci, polyglycylaci, fosforylaci,
palmitoylaci a dalSimi. Mimo tubulinovou tyrosinligasu, ktera pfipojuje tyrosin
k volnému a-tubulinu, je vétSina modifikujicich enzymu inkorporovana do mikrotubuld.
Posttranslaéni modifikace neovliviiuji pfimo dynamiku mikrotubull, jsou vS§ak spojeny

s polo¢asem rozpadu a prostorovou distribuci mikrotubull. (Conde & Caceres, 2009).

Léciva, ktera narusuji dynamiku mikrotubult (tzv. antimitoticka Iéc¢iva; MTA,
microtubule targeting agents), jsou Siroce vyuzivana pfi [é€bé nadorovych onemocnéni.

Na mikrotubulu existuji nejméné 4 vazebna mista pro MTA (Obr. 5; Lu et al., 2012).

~ tubulinova a/f podjednotka
miste .

B

vazebné l.nl.sto
pro kolchicin
vazebné mist vazebné misto
pro Iaullmalld pro p:\cluaxel
Q

0
lééiva StabIhZI.IjICI mlkrntubuly :Zﬁ::;::ys;a‘?;::mz I'I;I‘LRILE;:.II}I::]W

(taxoidy, epothilony, laulimalid)
mikrotubul

Obr. 5: Vazebna mista pro néktera léCiva na mikrotubulu a na tubulinovém dimeru.
Do vazebného mista pro paclitaxel se vazi i ostatni taxoidy a epothilony (pfevzato z Lu
et al., 2012).

Vyznamnou a c&asto studovanou skupinou antimitotickych I[éCiv jsou léciva
stabilizujici mikrotubuly (MSA, microtubule stabilizing agents).

Byla charakterizovana strukturni draha MSA-indukované polymerizace mikrotubul(.
Prvnim krokem je oligomerizace tubulinovych dimerd mechanismem hlava — ocas
v pfitomnosti Mg?* iont(i za vzniku linearnich oligomerd, nazyvanych protofilamenta.
Lateralnim spojenim linearnich oligomer( za pfitomnosti MSA vznikne centralni ¢ast
(nukleus), k niz se pfipojuji dalSi protofilamenta, dokud neni poc€et protofilament
dostateCny k vytvofeni valcovité struktury se spravnym interprotofilamentarnim dhlem
(Obr. 6). Tento uhel je definovan jako primérny Uhel mezi protofilamenty v pfiéném

fezu valcovité struktury (Matesanz et al., 2011).

-18 -



A

oligomerizace nukleace rist

i '§é:

B . interprotofilamentarni uhel
Pl A U o 8
"_.a——\.,'\'lj"_}.\_ - 2/;1 B
(12— g
A \

(11 }

(]
s

Obr. 6: (A) Skladani mikrotubult indukované IéCivy stabilizujicimi mikrotubuly (MSA),
(B) vyznaceni uhlu (Cervené), ktery sviraji jednotlivd protofilamenta mezi sebou

(pfevzato z Matesanz et al., 2011).

Na zakladé experimentl s paclitaxelem a nékolika jeho synteticky pfipravenymi
analogy bylo zjisténo, ze MSA modifikuji strukturu tubulinovych polymera tim, ze
ovliviuji kontakt mezi protofilamenty. V disledku plsobeni MSA dochazi ke zméné
primérného poctu protofilament v mikrotubulu a priiméru mikrotubuld v nm. Tyto
zmény jsou razné v zavislosti na pouzitém lécCivu. Tato IéCiva se vazi do poéru a
do lumenu mikrotubulu. Ze simulaci vazby MSA do p6ru a lumenu mikrotubulu vyplyva,
Ze tuto vazbu silné ovliviiuje interakce MSA se tfemi regiony mikrotubulu. Zminénymi
regiony jsou S7-H9 smyc¢ka (M-smycka), helix H3 a vlakno S3 (Obr. 7). Tyto tfi regiony

byly oznaceny jako kli¢ové pro interakci mezi protofilamenty (Matesanz et al., 2011).
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Obr. 7: Model ligandu navazaného na mikrotubul. (A) Derivat paclitaxelu,

cefalomanin, navazany v péru mikrotubulu; (B) cefalomanin navazany v lumenu
mikrotubulu. (C) Obecné schéma interakce ligandu v obou vazebnych mistech
(vIlumenu i v péru) s vyzna€enim struktur, které ovliviiuji vazbu ligandu na mikrotubul.
Ligand vazany v péru mikrotubulu interaguje s H3 helixem pfes substituent v pozici C7,
pficemz dochazi ke zvétSovani interprotofilamentarnino uhlu, a s S3 vlaknem
pres substituent v pozici C10, pficemz dochazi ke zmensovani interprotofilamentarniho
Uhlu. Ligand véazany vlumenu mikrotubulu interaguje s M-smyckou viaknem
pres substituent v pozici C10, pfi¢emz dochazi ke zmensovani interprotofilamentarniho

uhlu. Mikrotubul je zobrazen z + konce (pfevzato z Matesanz et al., 2011).

Mikrotubuly stabilizujici 1éCiva Ize rozdélit do dvou skupin podle toho, zda se vazi
na tfi znama vazebna mista na mikrotubulech (Canales et al., 2011).

Do prvni skupiny se fadi paclitaxel, docetaxel, epothilony, discodermolid,
dictyostatin, cyklostreptin a daldi (Canales et al., 2011). Discodermolid je
polyhydroxylovany alkatetraen s laktonovym kruhem, ktery byl izolovan z moiské
houby Discodermia dissoluta a pusobi jako kompetitivni inhibitor paclitaxelu. Vazbu
paclitaxelu na tubulin také inhibuji epothilony A a B, které byly izolovany z pudni
bakterie Sorangium cellulosum (Kowalski et al., 1997). Dyctiostatin 1 je polyketidové
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cytostatikum izolované z mofské houby Spongia sp. (Isbrucker et al., 2003).
Cyklostreptin je pfirozenym produktem bakterie Streptomyces sp. 9885, na mikrotubuly
se vaze kovalentné a zpusobuje ireverzibilni stabilizaci mikrotubull (Buey et al., 2007).

Mikrotubuly stabilizujici 1éCiva z prvni skupiny se kompetitivné vazi na jedno, nebo
obé vazebna mista v lumenu mikrotubulu (vnitfni strana tubulinové B-podjednotky) a
do péru mikrotubulu (vnéjSi strana tvofend a a B podjednotkami odliSnych
heterodimert). Pfedpoklada se, ze se IéCiva vazi na vnéjsi stranu mikrotubulu, a tim
usnadniuji transport do lumenu. Vazba do vazebného mista v péru mikrotubulu je
dostacujici k indukci skladani mikrotubuld a je rychla. Transport do lumenu je
pomalejsi. V pfipadé disociace léCiva z mikrotubulu je pofadi téchto déju opacné —
prvni probéhne pomalé uvolnéni IéCiva z lumenu do poéru a nasleduje druhy rychly
krok. Bylo prokazano, Ze cyklostreptin, ktery se na mikrotubuly vaze kovalentné, se
vaze do obou mist v lumenu i do péru mikrotubulu. V pfipadé nepolymerizovanych
tubulinovych a/f heterodimer byl cyklostreptin navazan pouze na vnéjsSi strané.
Vnitfni (luminalni) strana nepolymerizovaného tubulinu je pfedpokladanym vazebnym
mistem pro epothilony. Naopak u Ié&iv, kterd vyuZivaji stejna vazebna mista jako
paclitaxel, nebylo dosud prokdzano, zda se vazi pouze na vnitfni stranu mikrotubulu,
nebo pouze na vngjsi stranu mikrotubulu, nebo se vazi z obou stran. Stechiometrie
vazby na tubulinové podjednotky a/B je striktné v poméru 1:1, coz naznacuje, Ze vazba
k obéma podjednotkam soucCasné se vylu€uje (Canales et al., 2011).

Do druhé skupiny IéCiv stabilizujicich mikrotubuly patfi napfiklad laulimalid a
pelorusid. LéCiva ztéto skupiny se kompetitivné vazi na jiné vazebné misto
na mikrotubulech, které doposud nebylo charakterizovano (Canales et al., 2011).
Laulimalid a pelorusid patfi, st&jné jako epothilony, do skupiny makrolidovych cytostatik
(tj. cytostatik obsahujicich makrocyklicky laktonovy kruh). Pelorusid je sekundarnim
metabolitem novozélandské morské houby Mycale hentscheli a laulimalid byl izolovan

z moiské houby Cacospongia mycofijiensis (Hood et al., 2002).

Druhou vyznamnou skupinou antimitotickych 1éCiv jsou lé€iva destabilizujici
mikrotubuly, mezi ktera patfi alkaloidy z barvinku a kolchicin. Obecné se alkaloidy
z barvinku vazi s vysokou afinitou na jednu, nebo vice tubulinovych dimerd na + konci
mikrotubulu, ale neinkorporuji se do mikrotubul(. Kolchicin se na rozdil od alkaloidu
z barvinku muze inkorporovat do mikrotubul(. Kolchicin navazany na [(-tubulinu
stericky brani linearnimu spojeni a a  tubulinu, vznikd zakfiveny dimer, a tim je
inhibovana polymerizace mikrotubulu (Lu et al., 2012).

Existuje fada dalSich pfirodnich produkt(, které vykazuji biologickou aktivitu,

cytotoxicitu a vazi se do vazebného mista pro kolchicin (tzv. inhibitory vazebného
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mista pro kolchicin). Do této skupiny patfi napfiklad kombrestatiny (stilbenoidni fenoly
izolované z africké rostliny Combretum caffrum, kombretastatin A-4 a jeho analoga),
podofylotoxin (nealkaloidni toxicky lignan z Podophyllum sp.), steganacin (lignanovy
lakton z ethanolického extraktu Steganataenia araliacea Hochest), kuracin A (hlavni
lipid ziskany purifikaci z cyanobakterie Lyngbya majuscula) a 2-methoxyestradiol, coz
je endogenni metabolit estrogenu, produkovany jaternim cytochromem P450 (Lu et al.,
2012). Do vazebného mista pro kolchicin se vaze také synteticky reverzibilni inhibitor
skladani mikrotubulll nokodazol (Samson et al., 1979; Lu et al., 2012) a fada dalSich

syntetickych molekul.

3.3.2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou vétSinou sekundarnimi metabolity zelenych rostlin (Macholan, 2003).
Ve vétsi mife jsou produkty krytosemennych rostlin, ale i nékterymi nahosemennymi,
plavunémi, presliCkami, mechorosty a fasami. Také jsou produkovany bakteriemi
(alkaloidni antibiotika), houbami, mofskymi ZivoCichy (houbami, plzi, hlisty a
mechovkami), €lenovci, obojzivelniky (Zzabami a mloky), dokonce i nékolika zastupci
ptaku a savcl (Wink, 2008).

Nazev alkaloidy poprvé pouzil v roce 1818 Meissner, ktery tyto latky pojmenoval
podle jejich alkalické povahy. Nékteré alkaloidy jsou vSak neutralni. V rostliné jsou
vazany na organické kyseliny, napfiklad Stavelovou, jable¢nou, vinnou, citronovou,
akonitovou, mekonovou, chelidonovou a chinovou. lzolované alkaloidy tvofi reakci
s kyselinami zpravidla bezbarvé krystalické soli horké chuti, vyjimkou je napfiklad
berberin, ktery je Zluty. Alkaloidy obsahuje asi 10 % vSech rostlinnych druhG a 20 %
rostlinnych Celedi, pfevazné dvoudéloznych. V rostlinach jsou zastoupeny v mnozstvi
pod 0,5 % suSiny, vyjimecné se vyskytuji i ve véts§im mnozstvi (napfiklad chinin a
kofein). Casto se tvofi jen v nékterém rostlinném organu (Macholan, 2003).

Velka ¢ast alkaloidu jsou latky heterocyklické povahy. Jen malo struktur ma
exocyklicky vazany dusik (alkaloidy ocunu, tisu a zimostrazu), vzacnégji jsou dusikaté
cykly spojeny i s jinymi systémy (furanovym, kumaronovym a podobné). Prekurzory
alkaloidi mohou byt aminokyseliny ornitin, lysin, tyrosin, tryptofan, kyselina
anthranilova, prekurzorem alkaloidd muize byt kyselina nikotinova, purinové baze a
nékteré dalSi latky, nékteré se tvofi polyketidovou drahou, fada alkaloidl patfi
biogeneticky k diterpeniim, seskviterpendm a triterpeniam. Mnohé terpenoidni alkaloidy
jsou glykosylovany. Pokud jsou alkaloidy opticky aktivni, pak pfevazuji levotocCivé formy
(Macholan, 2003).
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Rostlina alkaloidy produkuje zejména k ochrané pfed herbivory, mikroorganismy,
viry a tyto alkaloidy také mohou zprostfedkovavat kompetici s jinymi rostlinami. Zfidka
také mohou alkaloidy slouZit rostlinam jako fytoatraktanty, i kdyz tato funkce je spiSe
pfipisovana terpenoidim a fenolickym latkam. V mnoha pfipadech muze mit jeden
alkaloid vice nez jednu biologickou funkci. Takové alkaloidy obsahuji vice aktivnich
funkénich skupin, a ty umoznuji alkaloidu interagovat s nékolika molekularnimi cili.
Alkaloidy se vzdy v rostliné vyskytuji ve smési s nékolika dalSimi alkaloidy, které maji
stejny biosynteticky prekurzor a li§i se funk&nimi skupinami. Také mohou slouzit jako
zdroj dusiku nebo jako molekuly transportujici dusik (Wink et al., 2008).

Mnohé alkaloidy maiji silny fyziologicky ucinek, a proto od pradavna slouzily jako
|éCiva, uspavaci prostfedky ajedy (Macholan, 2003). Nékteré maji farmakologické
vlastnosti a jsou vyuzivany v klinické praxi napfiklad pfi Ié€bé vysokého krevniho tlaku,
k tlumeni bolesti a kfeci, ke stimulaci krevniho obéhu a dychaciho systému, nebo jako

cytostatika pfi 1é¢bé rakoviny (Wink et al., 2008).

3.3.3 Taxoidy

Taxoidy (taxany) byly prvni klinicky dostupnou skupinou [éCiv se
stabilizanim u€inkem na mikrotubuly. Do této skupiny 1é€iv patfi paclitaxel a chemicky
pfibuzné slou€eniny (Matesanz et al., 2011). V soucasnosti jsou klinicky vyuzivany
pfedevs§im paclitaxel a docetaxel.

Dal$im klinicky vyuZivanym taxoidem je kabazitaxel (Jevtana® RPR 116258A,
XRP6258, TXD258, systematicky nazev (2a,58,783,108,13a)-4-acetoxy-13-({(2R,3S)-3-
[(terc-butoxykarbonyl)amino]-2-hydroxy-3-fenylpropanoyl}oxy)-1-hydroxy-7,10-
dimethoxy-9-ox0-5,20-epoxytax-11-en-2-ylbenzoat/propan-2-on, benzoat a
propan-2-on jsou v léCivu zastoupeny v poméru 1:1), ktery byl, stejné jako docetaxel,
ziskan semisynteticky z prekurzoru izolovaného =z jehli€i tisu. Vroce 2010 byl
kabazitaxel v kombinaci s prednisonem schvalen pro lIé¢bu hormonalné rezistentniho
karcinomu prostaty. Kabazitaxel byl schvalen pro |é¢bu pacientd, ktefi byli pfedtim
neuspésné léCeni docetaxelem, nebo kombinaci docetaxelu a jinych cytostatik (U. S.
Food and Drug Administration, 2010). Klinické testy ukazuji, Ze kabazitaxel je
potencialnim cytostatikem pro 1é€bu nadorh citlivych vi&i docetaxelu i nadord
rezistentnich viCi docetaxelu. Stabilizuje mikrotubuly stejné ucinné jako docetaxel.
Pfi experimentech nabunééné linii CaCo-2 odvozené od Kkolorektalniho
adenokarcinomu kabazitaxel vykazoval 5x vy8§i cytotoxicitu ve srovnani
s docetaxelem. Bunécna linie CaCo-2 exprimuje proteiny zodpovédné za mnohocetnou

lékovou rezistenci a je rezistentni vici docetaxelu. U pacientl s pokroCilymi solidnimi
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nadory, ktefi byli pfedtim lé&eni docetaxelem, nebo paclitaxelem, bylo zjiténo, Ze
karbazitaxel je uc€innou a pomérné bezpecnou léEbou téchto nadorl, ma pfiznivy
farmakokineticky profil a ve srovnani s ostatnimi taxoidy je méné neurotoxicky (Diéras
et al., 2013).

Ve fazi klinického testovani je dalSi semisynteticky taxoid larotaxel (XRP9881,
systematicky nazev (2a,3¢,4a,58,7a,1083,13a)-4,10-bis(acetyloxy)-13-({(2R,3S)-3-[(terc-
butoxykarbonyl)amino]-2-hydroxy-3-fenylpropanoyl}oxy)-1-hydroxy-9-oxo-5,20-epoxy-
7,19-cyclotax-11-en-2-ylbenzoat). Klinické testy ukazuji, ze larotaxel ma
protinadorovou aktivitu a je potencialnim novym protinadorovym Ié€ivem. U pacientek
s metastatickou rakovinou prsu, které byly jiz dfive l1éCeny jinymi taxoidy, vykazoval
pozitivni protinadorovou aktivitu, pfijatelnou toxicitu a dobry terapeuticky index (Diéras
et al., 2008). Bylo zjisténo, ze larotaxel v kombinaci s karboplatinou by mohl byt vyuzit
pro lécbu pacientd s metastatickym (faze |lllb), nebo pokrocilym (faze V)
nemalobunéénym karcinomem plic (Robert et al.,, 2010). DalSi klinické studie
publikovany nebyly a dosud nebyla publikovana informace, ze by IéCivo bylo schvaleno
pro pouziti v klinické praxi.

Pro studium vazby taxoidi na mikrotubuly (Matesanz et al., 2011) byly vyuzity
derivaty baccatinu Ill Chitax-1, -4, -5, -11, -12, -13, -14, -15, -17, -18, -19, -20, -21, -40
a fluorescencni derivaty Flutax-1, Flutax-2 a Hexaflutax; biologicka aktivita téchto latek

zatim v Zadné publikaci testovana nebyla.

3.3.3.1 Paclitaxel

Paclitaxel (Taxol, systematicky nazev (2a,4a,5B,7(3,108,13a)-4,10-bis-(acetyloxy)-
13-{[(2R,3S)-3-(benzoylamino)-2-hydroxy-3-fenylpropanoylJoxy}-1,7-dihydroxy-9-oxo-
5,20-epoxytax-11-en-2-ylbenzoat; Obr. 8) je pfirozené se vyskytujici diterpenoidni
alkaloid. Byl prvni slouceninou s taxanovym kruhem, u néhoz byla prokazana

antileukemicka a protinadorova aktivita (Wani et al., 1971).

COCH;4
COC4Hs
O //O OH
NH (|:|)
CgHs ©
OH O

OCOCH,
OCOCH5

Obr. 8: Struktura paclitaxelu (pfevzato z Bissery et al., 1991).
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Byl izolovan z ethanolického extraktu kiry kmene pacifického tisu Taxus brevifolia
(Obr. 9; Wani et al., 1971). Touto cestou se vSak paclitaxel pro klinické ucely neizoluje,
protoze pro izolaci 1 kg paclitaxelu je potfeba 6,7 t kiry Taxus brevifolia, coz odpovida
2000 — 3000 stromam. Ziskavani paclitaxelu z kiry by vedlo ke kritickému ubytku tist
Taxus brevifolia, protoze odstranéni kary je destruktivni proces a tisy rostou velmi
pomalu (Jennewein & Croteau, 2001). V souCasné dobé& se paclitaxel ziskava
semisynteticky z 10-deacetylbaccatinu 1ll z evropského tisu Taxus baccata
pres meziprodukt 7-triethylsilylbaccatin Ill, ktera lze také ziskat z baccatinu Il
triethylsilylaci (Denis et al., 1988). Dalsim moznym zplsobem ziskavani paclitaxelu je
jeho biosyntéza v bunéénych kulturach (Jennewein & Croteau, 2001), ktera vSak zatim

neni v klinické praxi vyuzivana.

Obr. 9: Taxus brevifolia (tis zapadoamericky; pfevzato z Seiler et al, 2012).

Paclitaxel se bézné pouziva k I1éEbé rakoviny prsu, plic, vajecnikl, hlavy a krku a
nékterych dalSich typa rakoviny (Jordan et al., 1993; Mekhail & Markman, 2002).
V kombinaci s cisplatinou je paclitaxel léCivem prvni faze pouzivanym pfi |éCbé
nemalobunééného karcinomu plic (Eisenhauer & Vermorken, 1998). Je ucinny i
pfi léEbé nadort, mezi které patfi napfiklad dfive léceny lymfom, malobunécny
karcinom plic, nadory jicnu, Zzaludku, délohy, mocového méchyfe a nadory
zarodecnych bunék, a jez jsou rezistentni vic&i jinym chemoterapeutikim. Paclitaxel je
také ucinny pfi [é€bé Kamposiho sarkomu, ktery je spojeny s nemoci AIDS (Mekhail &

Markman, 2002), rakoviny délozniho Cipku a melanomu (Jennewein & Croteau, 2001).
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Pokud je koncentrace paclitaxelu v krevni plazmé vysoka, maze byt velmi toxicky.
Naopak pokud je jeho koncentrace v krevni plazmé nizka, muze byt lécba neucinna
(Taniguchi et al., 2005). Mezi toxické vedlejSi ucinky paclitaxelu patfi hypersenzitivni

reakce, neurotoxicita a hematologicka toxicita (Mekhail & Markman, 2002).

Paclitaxel podporuje polymerizaci mikrotubult a indukuje tvorbu shlukd mikrotubuld.
Indukuje tvorbu mnohojadernych bunék, inhibuje proliferaci bunék a blokuje mitézu
na rozhrani metafaze a anafaze. Inhibice mitézy je zpusobena zménou organizace
mitotického vieténka a vytvofenim nekompletni metafazové roviny chromozomu. Velmi
nizké koncentrace paclitaxelu (8 nM pro buriky epitelialniho bunky adenokarcinomu
délohy, tj. bunécna linie HelLa) jsou dostate¢né pro inhibici proliferace bunék.
Pfi nejnizSi u¢inné koncentraci pro bunécnou linii HeLa (koncentrace pod 10 nM)
nedochazi ke zméné hmotnosti mikrotubul(l v bunce, pfi koncentraci vy$si nez 10 nM
se hmotnost polymerd mikrotubull v burice zvySuje a pfi vysoké koncentraci (330 nM)
paclitaxelu byla hmotnost mikrotubull v burikach az 5x vy$Si ve srovnani s kontrolnimi
burikami (Jordan et al., 1993).

Schopnost pacientd metabolizovat paclitaxel je individualni, zavisi na metabolické
aktivité enzymu, které se podili na degradaci paclitaxelu. Za metabolizaci paclitaxelu
jsou zodpovédné zejmeéna 2 izoformy cytochromu P450 (CYP): CYP2C8 a CYP3A4.
Pokud je lék odbouravan dvéma enzymy, zavisi pomér, v jakém tyto enzymy léC€ivo
odbouravaji, na mnozstvi enzymu a na afinité enzymu k léCivu. PfestoZze je CYP3A4
v lidskych jatrech exprimovan témér 6krat intenzivnéji nez CYP2C8, hlavnim enzymem
metabolizujicim paclitaxel je CYP2CS8. Bylo zjisténo, Ze koncentrace produktu, ktery
vznika degradaci paclitaxelu enzymem CYP2CS8, byla 2,3krat vysSi nez koncentrace
produktu, ktery vznika degradaci paclitaxelu enzymem CYP3A4. Individualni rozdily
mezi pacienty ve schopnosti metabolizovat 1&Civo pak zavisi na mife exprese

jednotlivych enzym (Taniguchi et al., 2005).

3.3.3.2 Docetaxel

Docetaxel (Taxoter®, N-debenzoyl-N-terc-butoxykarbonyl-10-deacetyltaxol,
RP 56976, NSC 628503, systematicky nazev 1,78,10B-trihydroxy-9-oxo-53,20-
epoxytax-11-en-2a,4,13a-triyl-4-acetat-2-benzoat-13-{(2R, 3S)-3-[(terc-butoxykarbonyl)
amino]-2-hydroxy-3-fenylpropanoat}; Obr. 10) je semisyntetickym analogem paclitaxelu
(Bissery et al., 1991). Konformace taxanového kruhu, uréena z krystalové struktury, je

u paclitaxelu a docetaxelu podobna (Mastropaolo et al., 1995).
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Obr. 10: Struktura docetaxelu (pfevzato z Bissery et al., 1991)

Byl ziskan semisyntetickou cestou z necytotoxického prekursoru
10-deacetylbaccatinu Ill, ktery byl vyextrahovan z jehli€¢i evropského tisu Taxus
baccata (Obr. 11). K 10-deacetylbaccatinu Il byl esterifikaci pfipojen postranni fetézec,

ktery byl pfipraven chemickou syntézou (Bissery et al., 1991).

Obr. 11: Taxus baccata (tis Cerveny; pfevzato z Seiler et al, 2012).

Docetaxel se pouziva pfiléEbé rakoviny prsu, nemalobunééného karcinomu plic,
karcinomu hlavy a krku, prostaty, Zaludku (pfibalova informace Docetaxel Pharmaki
Generics, 2012; Lau et al., 2011), rakoviny mo€ového méchyfe, karcinomu nosohltanu
(Lau et al., 2011), pokroCilych stadii rakoviny Zzaludku (Sulkes et al., 1994),
malobunééného karcinomu plic (Morse et al., 2005) a pfipadné nékterych dalSich typu
rakoviny. Docetaxel mize byt podavan samotny, nebo v kombinaci s doxorubicinem,
trastuzumabem, nebo capecitabinem pfi [éCbé pokroCilého nadoru prsu; v kombinaci

s doxorubicinem a cyklofosfamidem pfi 1éEb& Casného nadoru prsu s postiZzenim
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lymfatickych uzlin; samotny, nebo v kombinaci s cisplatinou pfi |éEbé& nadoru plic;
v kombinaci s prednisonem, nebo prednisolonem pfiléCbé karcinomu prostaty;
v kombinaci s cisplatinou a 5-fluorouracilem pfi 1éEbé metastatického karcinomu
Zaludku a karcinomu hlavy a krku (pfibalova informace Docetaxel Pharmaki Generics,
2012). Docetaxel je vysoce aktivni protinadorové |éCivo a je jednim z nejucinnéjSich
IékU pfi 1éEbé rakoviny prsu (Hartmann et al., 2012). V kombinaci s Iékem prednisonem
se pouziva k lécbé pokrocilych stadii rakoviny prostaty, kterou nelze I&€¢it hormonalné.
Tato léCba je uc€inngjSi nez dfive pouzivana lécba kombinaci 1€kl mitoxantronu a
prednisonu, zajiStuje delSi prezivani, mensi bolesti, snizeni hladiny prostatického
specifického antigenu a také vys$Si kvalitu zivota Ié€enych muzl (Tannock et al., 2004).

Docetaxel je podavan formou infuze do zily, infuze trva asi 1 hodinu a je podavana
zpravidla 1x za 3 tydny. Po dobu jednoho dne pred IéCbou docetaxelem je nutné uzivat
premedikaci kortikosteroidy k vnitFnimu uZiti, napfiklad dexametazon, a dale je nutné
kortikosteroidy stale uzivat jeden nebo dva dny po podani docetaxelu, aby se
minimalizovalo riziko nékterych nezadoucich uc€inkl (alergické reakce a zadrzovani
tekutin projevujici se otoky rukou, nohou a dolnich koncetin nebo pfiristkem télesné
hmotnosti), které se mohou objevit po podani infuze. Pacient nemlze docetaxel uzivat,
pokud ma nizky pocet bilych krvinek, vazné postizeni jater nebo je alergicky, pfipadné
precitlively na docetaxel a kteroukoli dal§i slozku pfipravku (pfibalova informace
Docetaxel Pharmaki Generics, 2012).

NejCastéjSimi vedlejSimi u€inky docetaxelu mohou byt infekce, pokles poctu
Cervenych krvinek (anemie), bilych krvinek (zejména neutropenie) a krevnich destiCek,
neuropatie, horecka, unava, pfiznaky podobné chfipce, nespavost, pocity snizené
citlivosti nebo mravenceni, bolest svalu, kloubu, zad, kosti a hlavy, nevolnost, prajem,
zacpa, zvraceni, bolest bficha, travici obtize, ztrata chuti k jidlu, zmény ve vnimani
chuti, pfiristek, nebo ubytek hmotnosti, zanét oka, zvySena slzivost oka, otoky
zpusobené poruSenym odtokem lymfy, dechova nedostateCnost, zvySena nosni
sekrece, zanét krku a nosu, kasel, krvaceni z nosu, vfidky v Ustech, vypadavani vlasd,
dermatologické reakce, zarudnuti nebo otok dlani, chodidel, pfipadné i pazi, obliCeje a
téla, které mize vést k olupovani kize, a také hypersenzitivni reakce, ktera je
eliminovana protialergickou 1éEbou. Nékdy muze dochazet k zadrzovani tekutin v téle,
coz se projevuje otoky perifernich ¢asti téla a vylévani tekutiny v pohrudnici (Sulkes et
al.,, 1994; Lau et al., 2011; pfibalova informace docetaxel Pharmaki Generics, 2012).
Pomérné cCastym vedlejSim efektem je toxické pusobeni docetaxelu na nehty.
Poskozeni nehtl mize byt po nékolika cyklech 1é¢by docetaxelem velmi tézké, pficina
tohoto poSkozeni neni znama (Lau, 2011). Zminéné vedlejsi ucinky postihuji vice nez

1 z 10 pacientl (pfibalova informace docetaxel Pharmaki Generics, 2012). DalSimi
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Castymi vedlejSimi ucinky postihujicimi 1 — 10 % pacientl jsou kandidéza ust (infekce
vyvolana kvasinkou Candida albicans), dehydratace, zavraté, poruchy sluchu, pokles
krevniho tlaku, nepravidelna, nebo zrychlena srde¢ni akce, selhani srdce, zanét jicnu,
sucho v ustech, obtizné nebo bolestivé polykani a krvacivost. Objevuje se takeé
zvySena hladina jaternich enzymd, a proto je potfeba pravidelné provadét krevni testy.
Méné Castymi vedlejSimi ucinky postihujicimi 0,1 — 1 % pacienttd jsou mdloby, kozni
reakce v misté vpichu, flebitida (zanét zil), zanét tlustého stfeva, zanét tenkého stfeva,
protrzeni stfeva a tvorba krevnich srazenin. Docetaxel také mize poskozovat muzskou
plodnost. Muzi, ktefi jsou léCeni docetaxelem, by neméli béhem |éCby a jesté dalSich
6 mésict po ukonéeni |é¢by podit dité. Zeny v prab&hu chemoterapie nesmi kojit a
otéhotnét, protoze docetaxel mize poskodit nenarozené dité (pfibalova informace
docetaxel Pharmaki Generics, 2012).

V krvi dochazi ke spontanni interakci docetaxelu s hemoglobinem. Interakce
indukuje zménu konformace proteinu, zplUsobuje uUbytek a-helikalnich struktur a je
zprostfedkovana prevazné hydrofobni interakci a vodikovym mistkem. Struktura
hemové skupiny neni touto interakci nijak ovlivnéna. Ve struktufe hemoglobinu bylo
nalezeno pouze jedno vazebné misto pro vazbu docetaxelu, a to v centralni dutiné
hemoglobinu. Hemoglobin reverzibilné vaze fadu exogennich latek, jako jsou IéCiva,
herbicidy, heteropolykyseliny, flavonoidy, a endogennich latek. Interakce docetaxelu
s hemoglobinem, stejné jako interakce s dalSimi proteiny (napfiklad enzymy), muze byt
toxikologicky velmi vyznamna (Cheng et al., 2011). SkuteCnost, zda interakce
docetaxelu s hemoglobinem ovliviiuje kinetiku vazby kysliku na hemoglobin, nebyla
dosud publikovana. Jiz dfive bylo zjisténo, Ze pokles koncentrace hemoglobinu v Krvi
béhem chemoradioterapie vede ke zkraceni doby prezivani pacientu
s nemalobunéénym karcinomem plic 1é€enych paclitaxelem, nebo paclitaxelem
v kombinaci s karboplatinou. Hemoglobin tedy muize byt vyznamnym faktorem

ur€ujicim dobu pfezivani onkologickych pacientli (MacRae et al., 2002).

Bylo zji§téno, Ze na léCbu docetaxelem dobfe odpovida 35 — 46 % pacientd
s rakovinou prsu. Pokud pacientim byla podavana doporu¢ena davka docetaxelu
(100 mg/m?), na Ié¢bu dobfe odpovidalo 55 % pacientd. V pfipadé&, Ze byla pacientim
podavana snizena davka docetaxelu (75 mg/m?), odpovidalo na lébu pouze 33 %
pacientl (O'Brien et al., 1999). PfestoZze na |éCbu dobfe odpovida vysoké procento
pacient, mohou si jejich nadory béhem lécby postupné vytvofit na docetaxel rezistenci
(De et al., 2009). Existuje fada rdznych mechanismu rezistence na taxany: nadexprese
proteinového transportéru pro léCiva P-glykoproteinu, zmény v metabolismu taxana,

snizena citlivost k podnétim indukujicim bunéCnou smrt, zmény v dynamice
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mikrotubull, pfipadné zmény ve specifické vazbé taxanu na mikrotubuly. Rezistenci
nadorl na taxany mohou zprostfedkovat také proteiny, které se zaclenuji do struktury
mikrotubult, nebo asociuji s mikrotubuly, jako jsou Blll-tubulin, proteiny asociujici
s mikrotubuly MAP4 a Tau, mikrotubuly destabilizujici protein stathmin a takeé
molekularni motory kinesiny. U bunéCnych linii MDA-MB-231 a MDA-MB-468
odvozenych od rakoviny prsu bylo zjisténo, Ze pokud byl v bufikach nadexprimovan
neéktery z kinesinl KIFC3, KIFC1, KIF1A, nebo KIF5A, buriky vykazovaly zvySenou
rezistenci na |é¢bu docetaxelem. KIFC3 a KIFC1 jsou COOH-terminalni kinesiny,
KIF1A a KIF5A jsou NH,-terminalni kinesiny. Vazba kinesint na mikrotubuly zabranuje
stabilizujicimu u¢inku docetaxelu. Kinesiny KIFC3, KIFC1 a KIF5A zvySuji mnozstvi
volného tubulinu v burice, coz znamena, Ze pusobi jako antagonisté docetaxelu.
Kinesin KIF1A rusi u€inek docetaxelu, jenz stabilizuje mikrotubuly (De et al., 2009).
Existuje 45 riznych lidskych kinesint a kazdy z nich muize, pokud je nadexprimovan,
zprostfedkovat rezistenci na taxany. Pfi basal-like karcinomu prsu je za rezistenci
na taxany zodpovédna predevSim exprese genl KIFC3, KIF5A, a KIF12.
Pfi zprostifedkovani rezistence na taxany hraje kli€ovou roli ATPasova doména
kinesinu, navrzeni inhibitord ATPasové domény kinesinl je tedy vhodnou strategii
pro potlaceni rezistence na taxany (Tan et al., 2012).

Na zakladé zjisténi, Ze kinesiny mohou zprostfedkovavat rezistenci nadoru
na taxany, autofi ¢lanku De et al., 2009 pfedpokladali, Ze je mozné navrhnout takové
inhibitory kinesinu, které mohou byt podavany s taxany a branit vytvofeni mechanismu
rezistence. Prvnim inhibitorem kinesinu, ktery byl klinicky testovan, je ispinesib
(SB-715992). Ispinesib je mala molekula, ktera je allosterickym inhibitorem ATPasové
aktivity kinesinu KSP (kinesin spindle protein, KIF11, Eg5), (Tan et al., 2012). DalSimi
potencialnimi inhibitory KSP jsou syntetické molekuly MK-0731 (systematicky nazev
(2S)-4-(2,5-difluorofenyl)-N-[(3R,4S)-3-fluoro-1-methylpiperidin-4-yl]-2-(hydroxymethyl)-
N-methyl-2-fenyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-karboxamid; Cox et al., 2008), ARRY-520
(systematicky nazev (2S)-2-(3-aminopropyl)-5-(2,5-difluorofenyl)-N-methoxy-N-methyl-
2-fenyl-1,3,4-thiadiazol-3(2H)-karboxamid; Woessner et al., 2009), nebo K858
(systematicky nazev  N-(4-acetyl-4,5-dihydro-5-methyl-5-fenyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)
acetamid; Nakai et al., 2009). Uginnym inhibitorem kinesinu Eg5 je také
S-trityl-L-cystein a jeho para-substituované derivaty (Kaan et al., 2011). Inhibitory KSP
také mohou minimalizovat negativni vedlejSi ucinky mitotickych jedd na dynamiku
mikrotubull v nékterych nenadorovych bunkach (napfiklad postmitotické neurony),
protoZe v nich neni KSP exprimovan (Woessner et al., 2009).

Docetaxel patfi mezi inhibitory mikrotubull v burice, tzv. mikrotubuly stabilizujici

léCiva. Experimentdlné byla prokdzana vazba protinadorovych IéCiv ze skupiny
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inhibitord mikrotubult jak na mikrotubuly tak na nepolymerizované a/f tubulinové
heterodimery (Canales, 2011). Tato protinadorova Ié€iva inhibuji replikaci bunék, vazi
se spiSe na vytvorené mikrotubuly nez na volny tubulin, narusuji dynamiku mikrotubuld,
stabilizuji tubulinové polymery, podporuji tvorbu mikrotubult a indukuji tvorbu shlukt
mikrotubult (Canales, 2011; Ringel & Horwitz, 1991). Stabilizace mikrotubult po [é¢bé
docetaxelem zpusobuje inhibici zakladnich dé&ju v burice jako je mitéza a endosomalni
transport (Morse et al, 2005). Dale byla sledovana distribuce DNA a RNA Ramanovou
mikrospektroskopii a naméfena data byla srovnana s pozorovanim distribuce
nukleovych kyselin po barveni hematoxylinem a eosinem. Bylo detekovano, Zze
docetaxel indukuje fragmentaci buné&ného jadra, s tim souvisi také kondenzace DNA
a degradace proteinovych struktur v jadfe. Fragmentace jadra je pravdépodobné
zpUsobena toxickym plsobenim docetaxelu na mikrotubuly béhem mitézy (Hartmann
et al., 2012). V bunkach také dochazi k fragmentaci DNA (Hernandez-Vargas et al.,
2007).

Docetaxel zastavuje bunécny cyklus délicich se nadorovych bunék na pfechodu
mezi G2/M fazi, coz vede k apoptdéze (Canales et al., 2011). K zastaveni buné&tného
cyklu a nasledné apoptéze dochazi pouze pfi dostateCné koncentraci docetaxelu
(testovana koncentrace 100 nM), avSak pfi nizké koncentraci docetaxelu (2 — 4 nM)
probé&hne nespravné mitdza a nasledné dojde k nekréze. Bylo zjisténo, Ze tento rozdil
v mechanismu bunééné smrti je nezavisly na aktivité proteinu p53 (Hernandez-Vargas
et al., 2007).

V mnoha publikacich je uvedeno, Zze pravé apoptéza, ke které dochazi po mitotické
katastrofé indukované lé¢bou docetaxelem, je hlavnim mechanismem bunécné smrti
nadorovych bunék (Hartmann et al., 2012). V publikaci Morseho et al., 2005 byl
experiment proveden na bunécénych liniich se zvySenou expresi inhibitord apoptézy.
Tyto nadorové buriky reaguji na lé€bu docetaxelem neapoptotickou formou bunécéné
smrti. Primarnim mechanismem bunécné smrti je v tomto pfipadé mitoticka katastrofa.
Z toho Ize usoudit, Zze |éCiva, ktera pusobi jako inhibitory déliciho vieténka, mohou byt
nejucinngjSi pfiléCb&é nadorl rezistentnich k apoptéze (Morse et al., 2005).
Mechanismus bunééné smrti v popsanych pfipadech byl studovan na bunécnych liniich
MCF-10A (nenadorové burky prsni tkané), MCF-7 (nadorové nemetastazujici burnky
odvozené od rakoviny prsu) a MDA-MB-231 (nadorové metastazujici buriky odvozené
od rakoviny prsu). Lze prepokladat, Ze mechanismus bunétné smrti mize byt
pfi odpovédi buriky na protinadorové I[éCivo zavisly na bunééné linii, genetické
informaci nadorové buriky, mechanismu uc€inku a davce protinadorového IéCiva
(Hartmann et al., 2012; Morse et al., 2005).
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Docetaxel podporuje polymerizaci tubulinu i za podminek, za nichZz by tubulin
normalné nepolymerizoval, tj. za situace, kdy je na vyménitelném misté vazano GDP,
nebo za nepfitomnosti hofCiku (Canales et al., 2011). Pfitomnost docetaxelu a
nepfitomnost GTP v burikach in vitro vede k indukci tvorby stabilnich mikrotubull a
shlukd mikrotubult (Ringel & Horwitz, 1991). Bylo publikovano, Ze pro polymerizaci
tubulinu indukovanou taxoidy (docetaxelem a paclitaxelem) je pFitomnost Mg®* ionttl
nezbytné nutna (Diaz et al., 1993). V této studii vSak byly pouzity nizké koncentrace
taxoidi: 50uM docetaxel a 10uM paclitaxel, (Canales et al.,, 2011), s vyS$Simi
koncentracemi taxoidi tento experiment zatim proveden nebyl. Polymerizace
mikrotubult je pfi pH = 6,1 — 6,7 nezavisla na pH, pfi pH niz§im nez 6,1 dochazi

k precipitaci tubulinu a ani pfi alkalickém pH tubulin nepolymerizuje (Diaz et al., 1993).

Bylo prokazano, Ze docetaxel a discodermolid soutézi, alespon ¢astecné, o stejné
vazebné misto na nepolymerizovanych tubulinovych a/f heterodimerech.
Pfedpokladana hodnota vazebné konstanty na nepolymerizovany tubulinovy o/
heterodimer pro docetaxel je mensi nez 1x10° M™' a pro discodermolid je rovna
2x10* M. Vzhledem ktomu, Ze v hodnotach vazebnych konstant pro docetaxel a
discodermolid je rozdil o jeden Fad, pfedpokladalo se, Zze pokud se k docetaxelu
navazanému na nepolymerizované tubulinové o/f heterodimery pfida discodermolid,
dojde k vyraznému poklesu koncentrace navazaného docetaxelu. Experimentalné
zjistény pokles koncentrace navazaného docetaxelu v8ak tak vyrazny nebyl. Z toho Ize
usoudit, Ze pro docetaxel existuje jesté jiné vazebné misto nez to, o které soutézi
s discodermolidem. O stejné vazebné misto na nepolymerizovanych tubulinovych a/
heterodimerech soutézi také, alespon CasteCné, discodermolid a epothilon B (Canales
et al., 2011).

Na zakladé dat ziskanych nuklearni magnetickou rezonanci (NMR) bylo zjisténo, ze
konformace vazby docetaxelu na nepolymerizovany tubulinovy a/B-heterodimer
vykazuje oteviengjSi uspofadani mezi hydrofobnimi skupinami (2-O-benzoyl a
terc-butoxy) nez konformace vazby docetaxelu na mikrotubuly (Obr. 12). Docetaxel se
na mikrotubulech vaze na vétSi receptor neZz v pfipadé nepolymerizovaného
tubulinového a/f heterodimeru. PFfi vazbé& docetaxelu na mikrotubuly i
na nepolymerizovany tubulinovy o/f heterodimer se nejvice uplatfiuji protony

aromatickych kruh( (Canales et al., 2011).
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Obr. 12: Cervené je zobrazena konformace docetaxelu v pfipadé, Ze se vaze
na mikrotubuly. Modfe je zobrazena konformace docetaxelu v pfipadé vazby

na nepolymerizovany tubulinovy a/f heterodimer (pfevzato z Canales et al., 2011).

Rentgenostrukturni analyzou, NMR a molekularnim modelovanim byla studovana
konformace nevazaného docetaxelu (Dubois et al., 1993). Rentgenostrukturni
analyzou i molekularnim modelovanim bylo potvrzeno, Ze volna rotace terc-butoxy
skupiny je znemozZnéna intramolekularni hydrofobni interakci s 2-O-benzoyl skupinou.
Rentgenostrukturni analyzou bylo zjisténo, Zze v pevném stavu zaujima postranni
fetézec docetaxelu specifickou konformaci v dusledku intramolekularnich vodikovych
vazeb (1-C=0 -- 2’-OH a 2’-OH -- NH) a interakci mezi substituenty postranniho
fetézce a substituenty taxanového skeletu (Obr. 13, struktura A). Studium konformace
docetaxelu vroztoku metodou NMR ukazalo podobny obraz vodikovych vazeb
mezi protony postranniho Fetézce jako u konformace urCené rentgenostrukturni
analyzou. Nejvétsi rozdil mezi konformacemi urCenymi NMR a rentgenostrukturni
analyzou spociva ve vzdalenosti mezi protonem na C2’ a methylovymi skupinami Me18
a methylem acetylu v pozici 4, tyto rozdily znamenaji odliSnou pozici 2’ hydroxylové
skupiny. Molekularnim modelovanim byla ziskana konformace docetaxelu s nizSi
energii (E = -441,3 kcal) nez rentgenostrukturni analyzou (E = -431,6 kcal).
Konformace ziskana molekularnim modelovanim (Obr. 13, struktura B) se

od konformace ziskané rentgenostrukturni analyzou (Obr. 13, struktura A) nejvice liSi
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orientaci hydroxylu na C2’ postranniho fetézce a tim, ze 2-O-benzoyl skupina na C2 je

blize terc-butoxy skupiné (Dubois et al., 1993).

Obr. 13: Konformace docetaxelu (A) uréena rentgenostrukturni analyzou, (B) uréena

molekularnim modelovanim (pfevzato z Dubois et al., 1993).

Na zakladé studia konformace docetaxelu a jeho dvanacti analog pomoci NMR a
s 2R, 3'S konfiguraci, které vykazuji takovou konformaci, ze 2-O-benzoyl skupina
na C2 drzi postranni Fetézec pevné v pozici urCené hydrofobnimi interakcemi
mezi postrannim fetézcem a taxanovym skeletem. Naopak 2’'S, 3'R izomery maji
malou biologickou aktivitu a vykazuji konformaci bez hydrofobnich interakci
mezi postrannim Fetézcem a taxanovym skeletem. Docetaxel ma konfiguraci 2'R, 3'S,
jeho 2’S, 3'R izomer ma 60x nizSi biologickou aktivitu (Dubois et al., 1993).

Bioaktivni konformace docetaxelu (urCena softwarovym modelovanim s vyuZzitim
NMR dat) ve vazebném misté v lumenu mikrotubulu je dosti podobna konformaci
vazby paclitaxelu uréené elektronovou krystalografii (Obr. 14). Ziskané 3D modely
ligand-protein komplexd ukazuji, Zze His229 tubulinové B-podjednotky na luminalni
strané mikrotubulu, ktery sou€asné interaguje s 2-O-benzoyl skupinou a postrannim
fetézcem v poloze C13 ve vnitfnim vazebném misté, &imz je prostorové oddéluje,
nehraje Zadnou z kli€ovych roli v procesu rozpoznani docetaxelu pérem mikrotubulu
(Canales et al., 2011).
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Obr. 14: (A) Vazba docetaxelu vlumenu mikrotubulu urCena softwarovym
modelovanim. (B) Vazba paclitaxelu vIumenu mikrotubulu urena elektronovou

krystalografii (pfevzato z Canales et al., 2011).

Pro vazbu docetaxelu do péru mikrotubulu byly softwarové predpovézeny dva
vazebné modely. V prvnim pfipadé (Obr. 15, tyrkysova struktura) byl docetaxel
navazan mezi tubulinovou [-podjednotku v blizkosti luminalni strany (B1) a
a-podjednotku dal§iho dimeru v protofilamentu (a2). V druhém pfipadé (Obr. 15, fialova
struktura) byl docetaxel navazan ve spodni €asti péru v blizkosti podjednotek 1 a p4
(Canales et al., 2011).

Obr. 15: Vazba docetaxelu do péru mikrotubulu. Ctyfi tubulinové heterodimery jsou
oznaCeny 1 (Sedd), 2 (modra), 3 (zelena) a 4 (oranzova). Docetaxel navazany
mezi heterodimerem 1 a 2 je znazornén tyrkysové a docetaxel navazany

mezi heterodimerem 1 a 4 je znazornén fialové (pfevzato z Canales et al., 2011).

Po srovnani experimentalnich dat se softwarové pfedpovézenymi strukturami bylo

zZjiSténo, ze nejvice se experimentalné zjiSténa a predpovézena struktura shodovala
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v pfipadé, Ze byl docetaxel navazan do poru mikrotubulu mezi tubulinovou
B-podjednotku v blizkosti luminalni strany (Obr. 15, tyrkysova struktura). V pfipadé, Ze
byl docetaxel navazan ve spodni ¢asti péru mikrotubulu v blizkosti podjednotek 31 a 34
(Obr. 15, fialova struktura) a v pfipadé vazby docetaxelu do lumenu mikrotubulu
(Obr. 14A) predpovézené struktury neodpovidaly experimentalné naméfenym datim.
Pozorovana NMR spektra odpovidala vazbé docetaxelu do péru  mikrotubulu.
Existence pozorované interakce nasvédcuje tomu, Ze proces rozpoznani docetaxelu se
déje ve dvou krocich. Nejdfive dojde k navazani docetaxelu do péru mikrotubulu a
nasledné ke vstupu docetaxelu do lumenu. Na zakladé srovnani experimentalnich dat
se softwarové predpovézenymi strukturami bylo také urleno, ktera z moznych
vazebnych mist na nepolymerizovanych tubulinovych a/f heterodimerech interaguji
s docetaxelem. Nejpravdépodobnéjsim vazebnym mistem docetaxelu
na nepolymerizovany tubulin je wvnitfni (luminalni) misto. Nicméné mira shody
mezi experimentalnimi a prfedpovézenymi daty se vyznamné zvySila, pokud byl
mezi vazebna mista zahrnut také prfispévek poloviny vazebného mista
na B1-podjednotce. = Koexistence  dvou vazebnych mist pro  docetaxel
na nepolymerizovanych tubulinovych a/f heterodimerech byla také prokazana vyse
zminénym kompetitivnim experimentem, pfi némz se zjiStovalo, zda docetaxel a
discodermolid soutéZzi o stejné vazebné misto. Docetaxel se na tubulinové a/f3
heterodimery vaze pfedevsim v misté, kde po vytvoreni mikrotubul( bude lokalizovano
luminalni vazebné misto, a na PB1-podjednotce, ktera je pozdéji soucasti poru

mikrotubulu (Canales et al., 2011).

Docetaxel je metabolizovan pfedevsim izoenzymy cytochromu P450 3A (CYP3A),
pficemz vznika nékolik farmakologicky neaktivnich oxidanich produktu (Baker et al.,
2006). U dospélych osob jsou za eliminaci léCiva zodpovédné zejména cytochromy
CYP3A4. Inhibice cytochromu P450 3A4 ketokonazolem vedla ke snizeni schopnosti
metabolizovat docetaxel 0 49 %. Cytochrom P450 3A5 je u rlznych osob exprimovan
s riznou intenzitou. U osob, u nichz je vice exprimovan CYP3A5, je vliv inhibice
CYP3A4 na schopnost metabolizovat docetaxel niz8i (Engels et al., 2004). Schopnost
organismu eliminovat docetaxel také zavisi na pfitomnosti transportnich protein(,
zejména P-glykoproteinu v membrané Zlu€ovych kanalku (Baker et al., 2006). Bylo
publikovano (van Waterschoot et al., 2010), Ze P-glykoprotein (MDR1/ABCB1)
DalSi vyznamny proteinovy transportér MRP2 (ABCC2) ma pfi nizké koncentraci

docetaxelu v krevni plazmé nizkou afinitu pro docetaxel, pfi vy8Si koncentraci
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docetaxelu v plazmé ma relativné vysokou kapacitu pro transport docetaxelu in vivo
(van Waterschoot et al., 2010).

problému rizna schopnost jednotlivych pacientu lé€ivo metabolizovat, coz znamena
riziko, Ze pacientovi nebude podana spravna koncentrace 1é€iva. DalSim problémem je
nizka biologicka dostupnost léCiva pfi Ustnim podani, proto se docetaxel pacientim
podava nitrozilné. Inhibice CYP3A a MDR1 zvySuje biologickou dostupnost ustné
podaného docetaxelu a zvySuje dobu pusobeni docetaxelu na buriky. Bylo zji§téno, ze
nadorové bunky Iépe odpovidaji na delSi dobu plUsobeni docetaxelu nez na podani
vySSi koncentrace léciva. DelSi doba plsobeni a nizSi koncentrace docetaxelu
v plazmé nez pfi nitrozilnim podani by vedla k efektivnéjSi a méné toxické léché
nadorového onemocnéni. Podani inhibitord CYP3A a MDR1 pacientim léenym
docetaxelem se nedoporucuje, protoze inhibice CYP3A a MDR1 také vede
k hematotoxicité a predevSim k toxickému puUsobeni na stfeva, které muze vést az

ke smrti pacientd (van Waterschoot et al., 2010).

3.3.4 Alkaloidy z barvinku

Biologicky aktivni alkaloidy z barvinku vinblastin, vinleurosin, vinkristin a vinrosidin
byly ziskany z extraktu zlistd barvinku Catharanthus roseus (Obr. 16) z Celedi
Apocynaceae (tojeStovité). Rostlina barvinku Catharanthus roseus je stalezelena

bylina, nebo poloker s riizovymi, nebo bilymi kvéty (Johnson et al., 1963).
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Obr. 16: Catharanthus roseus (barvinek rizovy, pfevzato z Noel, 2010).

Dfive byl Catharanthus roseus nazyvan Vinca rosea podle Linnaea a Lochnera
rosea podle Reichenbacha. Rostlina Catharanthus roseus pochazi z Madagaskaru.
Od 17. stoleti jsou znamy lécivé ucCinky této rostliny (Gidding et al., 1999). Bylo
popsano, ze extrakt zlistll Catharanthus roseus se pouzival v Brazilii ke kontrole
krvaceni, klécbé kurdéji, jako ustni voda pfi bolestech zubu, k hojeni a c&isténi
chronickych zranéni. Na ostrovech v Karibském mofi, které byly dfive britskymi
koloniemi, se Catharanthus roseus vyuzival k |éEbé diabetickych viedu. Na Filipinach
se uzival peroralné ke snizeni hladiny glukosy v krvi, ke stejnému ucelu se pouzival i
v jizni Africe pod nazvem Covinca. V Anglii byl rozSifen pod nazvem Vin-g-lin jako lék
proti diabetu. Jiz v 60. letech 20. stoleti byl Catharanthus roseus péstovan jako
okrasna rostlina v zahradach po celém svété (Johnson et al., 1963).

Bylo zjiSténo, Ze alkaloidy ze stonku a kofene jsou mnohem méné aktivni nez
alkaloidy zlistd (Johnson et al., 1963). Prvnim Cd&istym alkaloidem izolovanym
z Catharanthus roseus byl vinblastin (vincaleukoblastin) a bylo prokazano, ze jde
o latku s indolovym cyklem. Vinkristin je chemicky blizce pfibuzny vinblastinu
(Whitelaw & Kim, 1964). Z Catharanthus roseus bylo izolovano vice nez 130 alkaloidU
a asi 40 z nich jsou latky chemicky pfibuzné vinblastinu, ale vétSina z nich neni
v klinické praxi vyuzivana (Kelly et al. 2011). Byly popsany také protinadorové ucinky
semisyntetickych alkaloidu z Catharanthus roseus — vinorelbinu (Navelbin; Rahmani et

al., 1987), vindesinu (derivat vinblastinu, deacetylvinblastinamid; Barnett et al., 1978) a
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vinepidinu (derivat vinkristinu, 4'-epi-4'-deoxyvinkristin; Jordan et al., 1985). Védecké
¢lanky tykajici se vinepidinu vSak vznikaly pouze v letech 1985 — 1992, Zadné pozdéjsi
publikace nalezeny nebyly. Vinorelbin a vindesin jsou klinicky pouzivané. Dalsim
klinicky pouzivanym semisyntetickym alkaloidem z barvinku je vinflunin (Javlor; Song
et al, 2012), coz je bifluorovany derivat vinorelbinu (Hill, 2001). VétSina studii tykajicich
se konformace a vazby alkaloidl z barvinku na tubulin je zaméfena pFedevsim
na vinblastin.

Alkaloidy z barvinku inhibuji polymerizaci tubulinu (Himes et al., 1976) a indukuji
samovolnou asociaci tubulinu do vinutych spiralovitych agregati. Tvorba téchto
agregatl je 3 — 5x rychlejsi v pfitomnosti GDP nez v pfitomnosti GTP (Lobert et al.,
1996). Bylo zjiSténo, ze pfi nizkych koncentracich alkaloidt z barvinku v burice dochazi
k efektivnimu zastaveni dynamiky mikrotubull a pfi vysokych koncentracich v burice
alkaloidy z barvinku indukuji depolymerizaci mikrotubult (Kelly et al., 2011). Je znamo,
ze alkaloidy z barvinku se rychle a reverzibilné vazi do vysoce afinitniho mista
na B-tubulinu (Kelly et al.,, 2011). Bylo publikovano, ze vinkristin ma v porovnani
s vinblastinem a vinorelbinem nejvétsi afinitu k tubulinu, vinorelbin ma afinitu k tubulinu
uzivan v nejniz8ich davkach a vinorelbin v nejvy8Sich. K tubulinovym a/f3
heterodimerlim maiji vinkristin, vinblastin a vinorelbin pfiblizné stejnou afinitu, rozdilna
je jejich afinita k polymerim (Lobert et al., 1996). V publikaci Sertela et al., 2011 vSak
byla stanovena hodnota IC50 pro bunécnou linii CCRF-CEM u bunék oSetfenych
vinorelbinem niz8i (0,031 + 0,006 puM) nez u buné&k oSetfenych vinkristinem
vinorelbin by tedy mél byt ucinnéjsi. Také inhibiéni konstanty vyjadfené jako pK;
naznacuji, ze vinorelbin (pK; = 1,54 yM) ma veétsi afinitu k tubulinu nez vinkristin
(pKi = 2,05 pM; Sertel et al., 2011). Klinicky uzivané davky vinkristinu (1,4 mg na m?
télesného povrchu) jsou véak niz&i nez davky vinorelbinu (25 — 30 mg/m? télesného
povrchu) uzivané v klinické praxi (pfibalova informace Vincristine Teva, 2010;
pFibalova informace Vinorelbin Ebewe, 2012).

Nebyl pozorovan vliv téchto alkaloidd na Zadny jiny vlaknity protein. Zpasobuji
rozpad déliciho vieténka, a tim zastavuji bunécné déleni v metafazi (Himes et al.,

1976) a spousti apoptdzu nadorovych bunék (Kelly et al., 2011).
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3.3.4.1 Vinkristin

Vinkristin (Oncovin®, Vincasar Pfs®, leurokristin, 22-oxovinkaleukoblastin,
systematicky nazev (3aR,3a1R,4R,5S,5aR,10bR)-methyl-4-acetoxy-3a-ethyl-9-
((5S,7S,9S)-5-ethyl-5-hydroxy-9-(methoxykarbonyl)-2,4,5,6,7,8,9,10-oktahydro-1H-3,7-
methano[1]azacykloundecino[5,4-b]indol-9-yl)-6-formyl-5-hydroxy-8-methoxy-3a,3a1,
4,5,5a,6,11,12-oktahydro-1H-indolizino[8,1-cd]karbazol-5-karboxylat) je asymetricky
dimerni alkaloid. Je slozeny z dihydroindolového jadra vindolinu spojeného vazbou
uhlik-uhlik s indolovym jadrem catharanthinu (Obr. 17; Johnson et al., 1963).
Monomerni alkaloidy vindolin a catharanthin jsou ve srovnani s dimernimi alkaloidy
mnohem méné ucCinnymi inhibitory mikrotubuld (Owellen et al., 1976). Syntéza
necytotoxickych monomernich alkaloid(l je pfirozenym mechanismem rostliny, kterym
se chrani pfed vlastnimi jedy. Dimerni alkaloidy pusobi toxicky i na rostlinna pletiva,
proto rostlina tvofi méné toxické prekurzory, z nichZ jsou po stimulaci signalni drahy
vrostliné syntetizovany toxické produkty. Biosyntéza vinkristinu a vinblastinu
z vindolinu a catharanthinu je indukovana reaktivnimi kyslikovymi radikaly (Sertel et al.,
2011). Pfi chemoterapii se jako ucinna latka pouziva vinkristin sulfat (pfibalova
informace Vincristine Teva, 2010). Empiricky vzorec vinkristin sulfatu je
CasHs6N4,O19H2SO,4 (Gidding et al., 1999).

OH

CHO COOCH;

Obr. 17: Struktura vinkristinu (pfevzato ze Song et al., 2012; €islovani uhlikovych

atomu podle Kelly et al., 2011).

Prvni publikace tykajici se vinkristinu vznikaly v 60. letech 20. stoleti. V roce 1962
byl vinkristin poprvé pouZit v klinické praxi (Gidding et al., 1999) a vroce 1964
Whitelaw & Kim popsali pomérné dobré vysledky IéCby vinkristem u pacientd trpicich
Hodgkinovou chorobou, retikularnim sarkomem  (primarni  maligni  lymfom

non-Hodgkinova typu), lymfosarkomem, karcinomem prsu, akutni leukémii a
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choriokarcinomu. Dnes se vinkristin pouziva k lé€bé akutni lymfatické leukémie, coz je
rychle rostouci rakovina, pfi které vznika v lidském téle velké mnozstvi nezralych bilych
krvinek; Hodgkinovy choroby, rakoviny lymfatického cévniho systému; non-Hodgkinova
lymfomu, rakoviny lymfatickych uzlin, ktera nepatfi k typu Hodgkinovy choroby;
rakoviny plic malych bunék; rabdomyosarkomu, coz je forma rakoviny sval(i; Ewingova
sarkomu, coz je forma rakoviny kosti; hematomi se snizenym pocétem destiCek
(idiopaticka trombocytopenicka purpura); rakoviny dfené nadledvinek; primarniho
neuroektodermalniho tumoru, coz je rakovina €asti nervového systému; Wilmsova
tumoru, coz je typ rakoviny ledvin; rakoviny prsu, ktera se mulze dale rozSifovat
do organismu; vice€Cetného myelomu, coz je rakovina bunék imunitniho systému;
retinoblastomu, coz je typ rakoviny oka (pfibalova informace Vincristine Teva, 2010).

Vinkristin se podava intravenézné. Obvykla davka u dospélych je 1,4 mg na m?
télesného povrchu (maximalné 2 mg) jednou tydn&, u déti 1,5 — 2,0 mg na m?
télesného povrchu jednou tydné a u déti s hmotnosti do 10 kg je pocateéni davka
0,05 mg na kg télesné hmotnosti jednou tydné (pfibalova informace Vincristine Teva,
2010). V srpnu 2012 byly nejvy$Sim organem pro schvalovani novych Ié€iv FDA (Food
and Drug Administration) v USA schvaleny liposomové injekce vinkristin sulfatu
(Marqgibo, Talon Therapeutics) k lé¢bé dospélych pacientd se vzacnym typem
leukémie, akutni lymfoblastickou leukémii s negativnim filadelfskym chromozomem
(U. S. Food and Drug Administration, 2012). Jde o aplikaci vinkristinu uzavieného
v liposomalnich véaccich tvofenych sfingomyelinem a cholesterolem. Liposomové
injekce vinkristin sulfatu (Marquibo) ve srovnani s volnym vinkristinem déle cirkuluji
v krevni plazmé a pasivné transportuji vinkristin cilené k nadorové tkani. Ve srovnani
s volnym cytostatikem zajiStuje podani vinkristinu v podobé liposomu déle trvajici
dostupnost, vysSi aktivitu a vySSi protinadorovou ucinnost u solidnich nadorG a
lymfomd. Bylo prokazano, ze liposomové injekce vinkristin sulfatu vykazuji dobré
vysledky i pfi |é€bé& agresivniho non-Hodgkinova lymfomu. U pacientd s agresivnim
non-Hodgkinovym lymfomem vykazovala dvojnasobna davka vinkristinu ve formé
liposomu pfiblizné stejnou toxicitu jako standardni davka volného vinkristinu. Zda se,
Ze vinkristin podavany ve formé liposomd muze byt ucinny i pfi 1é€bé jinych typu
rakoviny a v kombinaci s dalSimi cytostatiky (Rodriguez et al., 2009).

Pacient nemuze byt Ié€en vinkristinem, pokud je pfecitlivély na vinkristin sulfat nebo
na kteroukoli slozku tohoto roztoku, trpi poruchou nervi a svalu nazyvanou Charcot-
Marie-Tooth syndrom, trpi na zacpu nebo hrozi zablokovani stfeva (ileus), ma
zavaznou poruchu jaternich funkci, nebo se podrobuje radioterapii jater. Komplikaci
pfi chemoterapii vinkristinem mohou byt také poruchy nervového systému, poruchy

jaternich funkci, srde&ni onemocnéni jako je ischemicka choroba srdec¢ni, pfipadné
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problémy se srdcem a krevnim ob&éhem a uzivani Iéku, které mohou nepfiznivé
ovliviiovat nervovou soustavu. Pokud pacient musi b&éhem chemoterapie uZivat i jiné
léky, muzZe vinkristin s témito Iéky interagovat. Vinkristin mudzZe sniZzovat uc€inek
digoxinu, ktery se uziva ke snizeni srdeCni funkce a srde€nich arytmii. SouCasné
uzivani vinkristinu a Iéku, které inhibuji jaterni enzymy, jako je napfiklad ritonavir a
nelfinavir (uzivané k |écbé AIDS), ketokonazol a itrakonazol (uzivané k Iécbé
plishovych onemocnéni), erytromycin (uzivany k Ié€bé infekci) a nefazodon (uzivany
k 1éEbé deprese) mize vést k rychlému vyskytu, popfipadé zvySené zavaznosti,
svalovych onemocnéni. Pfi sou€asném uzivani vinkristinu a Iékua (napfiklad nifedipin
uzivany k lécbé vysokého tlaku), které inhibuji p-glykoprotein, dochazi ke zvySovani
hladiny vinkristinu v krvi, coz mlze vést k vétSimu vyskytu nezadoucich ucinkd. Pokud
pacient uziva léky k l1é¢bé epilepsie (napfiklad (fos)fenytoin), mize vinkristin snizovat
hladinu fenytoinu v krvi. Pfi uzivani vinkristinu s dalSimi I&€Civymi pfipravky k inhibici
kostni dfené jako je doxorubicin (zvlasté pak v kombinaci s prednisonem) se mohou
zesilovat nezadouci uc€inky a inhibi¢ni uc€inky na kostni dfen. Léky, které mohou mit
nepriznivy vliv na nervovy systém (napfiklad isoniazid uzivany k lé¢bé tuberkuldzy,
L-asparaginasa uzivana k lé¢bé rakoviny krve a cyklosporin A uZivany k potlaceni
imunitniho systému), mohou zesilovat nepfiznivé pusobeni vinkristinu na nervovy
systém. Vinkristin potlacuje imunitni systém, proto muize mit vliv na schopnost
organismu reagovat na vakcinu. Soubézné podani vinkristinu a mitomycinu C (lék
uzivany k lécbé nékterych forem rakoviny) muze vyvolat dychaci potize.
Pfi soubé&zném uziti vinkristinu a cyklosporinu, takrolimu nemusi byt imunitni systém
schopen chranit organismus pfed nemocemi (imunosuprese) a hrozi nebezpedi rlstu
nékterych bunék (lymfoproliferace). Léky GM-CSF a G-CSF, které se pouzivaji
ke stimulaci r@stu krvinek po chemoterapii, mohou pfi soubé&zném uzivani
s vinkristinem zplUsobovat onemocnéni nerva (neuropatie). U pacientl s rakovinou
ledvin (Wilmsav tumor) bylo pfi sou¢asném uzivani vinkristinu a daktinomycinu hlaseno
zavazné postizeni jater. Kombinace |éCiv bleomycinu a vinkristinu mize vyvolat stav
ovliviiujici pfi zménach teplot nebo stresu pfivod krve do prstd rukou, nohou, nosu a
usi (Raynaudliv syndrom). Radioterapie mize zesilovat nezadouci ucinky vinkristinu
na nervovy systém (pfibalova informace Vincristine Teva, 2010).

NejCastéjSim vedlejSim u€inkem, ktery se vyskytuje u vice nez 1 z 10 pacientd, je
vypadavani vlast. U 1 — 10 % pacientd se objevuje pfechodné zvySeni poctu krevnich
destiCek, bolesti hlavy, zavraté, mraveneni v prstech rukou nebo nohou, modfe
zbarveny nos, modfiny, krvaceni dasni, periferni neuropatie, ktera muze ovlivnit
pohyblivost, vnimani a télesné funkce, mohou se objevit smyslové poruchy, lechtivost,

svédéni nebo brnéni bez zjevné priCiny, nervové bolesti, pohybové problémy, ztrata
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reflexd (hlubokych $lach), slabost nebo ochrnuti svali chodidla, svalova slabost,
problémy s koordinaci, ochrnuti, postizeni kranialniho (tj. mozkového) nervu, svalova
slabost v oblasti hrtanu, chrapot, obrna hlasivek, slabost vné&jSich ocnich sval,
spadani o¢nich vicek, zdvojené vidéni, poruchy oc¢nich nervd, poruchy nervl okolo o¢i,
pfechodna slepota, zacpa, bolesti bficha, kifeCe v oblasti bficha vyvolané kfeCovitym
stazenim stfev a ZluCovych cest, nevolnost, zvraceni, podrazdéni v misté vpichu
injekce a u muzu Ubytek semene, bolest nervu varlat. Zvlasté pfi sou¢asném uziti Iéku
s mitomycinem C se vyskytuje kratky dech a dusnost kvuli kieCovitému stazeni svalu
dychacich cest. Méné Castymi vedlejSimi ucinky vyskytujimi se u 0,1 — 1 % pacientu
jsou snizena funkce kostni dfené, poruchy krve jako anémie, nedostatek bilych krvinek,
nedostatek krevnich destiCek, zachvaty, kfeCe Casto spojené se zvySenym krevnim
tlakem, zmény védomi, deprese, vzruSeni, nespavost, zmatenost, téZké mentalni
postizeni s poruchou kontroly chovani a jednani (psychoézy), halucinace, hluchota,
problémy s mocCenim, pfitomnost vysokych hladin nékterych latek ur¢enych k vylouceni
z organismu (kyselina moc€ova) v krvi, bolest, zanét zil a podkoznich pojivovych tkani
béhem podani do Zily, horeCka a u Zen pferudeni menstruace. Zvlasté u malych déti
dochazi ke ztraté chuti k jidlu, ubytku télesné hmotnosti, prdjmu, zhorsené ¢innost
stfevniho traktu kvili paralyze (paralyticky ileus, u kterého stfeva pfestanou fungovat a
ztrati peristaltiku). U nékterych pacientl, ktefi byli IéCeni vinkristinem v kombinaci
s jinymi cytostatiky nebo byli pfedtim ozafovani v oblasti srdce, se objevovaly poruchy
cév, srdce a srde¢ni zachvaty. U 0,01 — 0,1 % pacientd byly pozorovany vedlejSi
ucinky jako precitlivélost spojena s vyraznym poklesem krevniho tlaku, bledost, neklid,
slaby a rychly tep, vlhka kuze, snizené védomi, vyrazka, akumulace tekutin, zvyseni,
nebo snizeni krevniho tlaku, zanét sliznic ust, odumirani vystelky tenkého stfeva nebo
vyskyt poskozeni stfevni stény a bolest hlavy. Zvlasté u déti byly zjiStény poruchy
funkce jater v dusledku uzavéru jaterni zily. Dale dochazi k nedostatenému
uvolnovani antidiuretického hormonu, které vede k nizkému krevnimu tlaku,
dehydrataci, abnormalni hladiné slou¢enin obsahujicich dusik, coz se mlze projevit
pocitem sucha v uUstech, zmatenosti, Unavou, a k retenci tekutin, coz mlze vést
k edému a nedostatku sodiku. U méné nez 0,01 % pacientld byly zjistény vedlejsi
uCinky jako zanét slinivky bfiSni (pankreatitida) a inkontinence. Bé&hem |éCby
vinkristinem muze také dojit k onemocnéni bilé hmoty mozkové (leukoencefalopathie),
nebylo vSak dosud zjiSténo, u kolika procenta pacientd k tomu dochazi. Symptomy
toho onemocnéni zahrnuji mentalni poruchy a kfeCe. Bé&hem chemoterapie
vinkristinem nesmi Zeny kojit ani se jim nedoporucuje otéhotnét. O uzivani vinkristinu a
jeho moznych Skodlivych Uu€incich na téhotné Zeny neni k dispozici dostatek

adekvatnich informaci. V pokusech na zvifatech se vSak tento |éCivy pfipravek jevil
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jako skodlivy. Vinkristin mGze vyvolat neplodnost, ktera maze byt nevratna. Pacientim
muzského pohlavi se doporucuje, aby se nepokouseli ani béhem I1é&by ani po dobu
6 mésicl po jejim ukonceni zplodit dité (pfibalova informace Vincristine Teva, 2010).

Pro konformaci vinkristinu je dilezity kontaktni uhel mezi catharanthinovym a
vindolinovym skeletem vinkristinu (mezi uhliky C17° — C18" — C15 — C16). Je
umoznéna volna rotace vazby C17° — C18" — C15 — C16. Volny vinkristin zaujima
konformaci s nejniz8i energii, pro kterou je typicky kontaktni uhel mezi C17° — C18" —
C15 — C16 uhliky 207,6° + 0,8° a pfi které piperidinovy kruh vykazuje zidlickovou
konformaci. Vzdalenost mezi uhliky C4" a C10 je 7,27 + 0,1 A. Po vazbé na B-tubulin
se velikost zminéného Uhlu snizi na hodnotu 201,6° = 0,7° a vzdalenost mezi uhliky
C4" a C10 vzroste na hodnotu 8,29 + 0,05A. U ostatnich klinicky vyuZivanych
alkaloidi z barvinku jsou rozdily v konformaci mezi volnou formou IéCiva a IéCivem
vazanym na B-tubulin je$t€ mensi nez u vinkristinu a nebyl pozorovan zadny trend
zmén hodnot velikosti Uhlu mezi uhliky C17° — C18" — C15 — C16 a vzdalenosti
mezi uhliky C4" a C10.

Vinkristin se vaze na specifické vazebné misto na B-tubulinu. Na zakladé studia
vinblastinu byla charakterizovana Vinca vazebna doména, kterou tvofi 173. — 211.
aminokyselina B-tubulinu, pfipadné 172. — 177. a 208. — 225. aminokyselina B-tubulinu
a dale bylo zjisténo, Ze soucasti této vazebné domény muze byt jesté 11 dalSich
aminokyselinovych rezidui. Aminokyseliny Vinca vazebné domény mohou byt rdzné
v zavislosti na izoformé B-tubulinu (Kelly et al., 2011). Molekularnim dokovanim byla

analyzovana vazba vinkristinu na a/8 tubulinovy dimer (Obr. 18; Sertel et al., 2011).
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Obr. 18: Vazba vinkristinu na o/ tubulinovy dimer. Je zobrazen farmakofor
specificky pro Vinca alkaloidy na a/f tubulinovém dimeru, (A) ve farmakoforu je
zobrazeno 6 struktur (catharanthin, vindolin, vinblastin, vinkristin, vinorelbin a vindesin),

(B) vazba vinkristinu ve specifickém farmakoforu (pfevzato z Sertel et al., 2011).

Analyza vazebného mista vinkristinu ukazala, Ze vinkristin vytvafi vodikové vazby
s aminokyselinami tubulinu Asn249C, Asn329C, Lys336C, Pro222B, Tyr210B,
Val177B, hydrofobni interakce s vinkristinem zprostfedkovava 15 rezidui tubulinu
(Sertel et al., 2011). V jiné publikaci byla popsana interakce vinkristinu pfi vazbé
na B-tubulin interaguje s aminokyselinami Pro173, Lys174, Val175, Asp177, Tyr208,
Pro220, Thr221 a Tyr222. S kazdou z aminokyselin interaguje 1 — 5 uhlikovych atomu.
S Thr221, Lys174 a Pro222 interaguji 1, 2 a 3 atomy kysliku. Jednotlivé interakce
nebyly blize popsany. Celkovy pocet identifikovanych interakci byl roven 27. Vyznamna
je interakce vinkristinu s Pro173, protoZe bylo zjisténo, Ze bodova mutace, kdy Pro173
je nahrazen alaninem, zpusobuje destabilizaci mikrotubuld (Kelly et al., 2011).
Vazebné misto pro alkaloidy z barvinku na a/f bylo studovano také v publikaci
Codercha et al., 2012 (Obr. 19). Bylo publikovano, ze v tomto vazebném misté jsou
pfedevSim postranni fetézce nepolarnich aminokyselin obou (a, B) tubulinovych
monomeru. Aminokyseliny B-tubulinu Val177, Tyr210, Thr221, Pro222, Thr223, Tyr224
a Leu227 interaguji s catharanthinovou &asti molekuly a aminokyseliny Pro175 a
Lys176 interaguji s vindolinovou c¢asti molekuly. Na a-tubulinu zprostfedkovavaji

kontakt s catharanthinovou doménou aminokyseliny Leu248 a Pro325, aminokyseliny
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Val328, Asn329, 1le332, Ala333, a Val353 interaguji jak s catharanthinovym tak
s vindolinovym skeletem. Specificky pro vinkristin toto vazebné misto popsano nebylo
(Coderch et al., 2012).

Obr. 19: Vinkristin ve vazebném misté na Ba, tubulinu. Zelené a modfe jsou

znazornény jednotlivé podjednotky tubulinu, fialové GDP a Zluté vinkristin.

Ve vSech tfech publikacich byla analyza aktivhiho mista provedena softwarovym
modelovanim.

Dulezitym proteinem zodpovédnym za rezistenci bunék k vinkristinu je transportér
lé¢iv  P-glykoprotein (ABCB1, MDR1). Bunéc¢na linie CEM/VCR1000, ktera
nadexprimuje P-glykoprotein, je rezistentni k vinkristinu. Na urovni exprese mRNA byly
identifikovany geny, které jsou zodpovédné za rezistenci bunék k vinkristinu, a geny
které jsou zodpovédné za citlivost bunék k vinkristinu. S rezistenci k vinkristinu jsou
spojeny geny kodujici ektonukleosidtrifosfatdifosfohydrolasu 1 (enzym katalyzujici
hydrolyzu ATP v nervovém systému a zabrafujici agregaci krevnich desti¢ek) a dva
neznamé proteiny. S citlivosti bunék k vinkristinu jsou spojeny geny koédujici glycin
N-methyltransferasu (reguluje metabolismus methioninu), receptor pro prolaktin,
BCL2/adenoviralni E1B 19kD interagujici protein (hraje roli pfi apoptdze),
transformujici rtstovy faktor (protein z TGF-beta rodiny, ucastni se embryogeneze a
bunécéné diferenciace), klaudin 1 (integralni membranovy protein a soucast t&€snych
spojeni bunécnych memnbran), KIAA1161 (pravdépodobné glukosidasa) a tfi neznamé
proteiny (Sertel et al., 2011).
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Vinkristin je metabolizovan pfedevsim dvéma izoenzymy cytochromu P450 (CYP), a to
CYP3A4 a CYP3A5. Tuto skuteCnost potvrzuji klinické studie, které uvadi, Ze
pfi souéasném podani inhibitord CYP3A itrakonazolu a nifepidinu a vinkristinu dochazi
k interakci téchto 1ékd. Enzymy CYP3A4 a CYP3A5 metabolizuji vinkristin na hlavni
metabolit M1, ktery vznika oxidativhim &tépenim piperidinového kruhu, a dva vedlejsi
metabolity. Uloha CYP3A5 je v metabolismu vinkristinu vyznamnéjsi nez role CYP3A4.
Enzym CYP3AS5 vinkristin metabolizuje selektivnéji a produkuje 9x — 14x vice
metabolitu M1 nez enzym CYP3A4. Selektivni metabolismus vinkristinu enzymem
CYP3AS5 je klinicky vyznamny, protoze existuji polymorfismy v jeho expresi, napfiklad
alela CYP3A5*1 se nachazi u 70 % populace Afroameri¢ant, ale pouze u 20 %
Kavkazan(. Genetické polymorfismy v expresi zminénych cytochromi se mohou
podilet na interindividualni variabilité v klinické odpovédi na vinkristin (Dennison et al.,
2006).

3.3.4.2 Vinorelbin

Vinorelbin  (Navelbin®, 5'-noranhydrovinblastin, 4-(acetyloxy)-6,7-didehydro-15-
((2R,6R,8S5)-4-ethyl-1,3,6,7,8,9-hexahydro-8-(methoxykarbonyl)-2,6-methano-2H-
azecino(4,3-b)indol-8-yl)-3-hydroxy-16-methoxy-1-methyl-methyl ester; Obr. 20) byl
poprvé syntetizovan z vindolinu a catharanthinu pfes meziprodukt anhydrovinblastin
Np-oxid, ze kterého byl reakci vychazejici z modifikované Polonovskiho reakce
pfipraven intermediat diimoniova sll a z ni byl plsobenim tetrahydrofuranu a vody
pfipraven vinorelbin (5'-noranhydrovinblastin, Mangeney et al., 1979). Modifikovana
Polonovskiho reakce je reakce tercidlniho amin-N-oxidu s anhydridem Kkyseliny
trifluoroctové (Cave et al., 1967). Pozdéji byly publikovany dalSi cesty syntézy
vinorelbinu. Vyuzivana je syntéza biomimetickym spojenim vindolinu a catharanthinu a

naslednym zkracenim kruhu velbenaminové ¢asti (Song et al., 2012).

| Z
CH; COOCH,

Obr. 20: Struktura vinorelbinu (pfevzato ze Song et al., 2012)
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Uginnou latkou pfi chemoterapii je vinorelbin ve formé ditartratu. Pouziva se k 1é¢bé
nékterych typl rakoviny plic a rakoviny prsu (pfibalova informace Vinorelbin Ebewe,
2012). Uspésna byla léba pokrogilé a metastatické rakoviny prsu, nadord lymfatickych
uzlin, mékkych tkani, kGze, plic a jater. Metastaze v kostech po podani vinorelbinu
vyléCeny nebyly (Degardin et al., 1994). Je u€innym chemoterapeutikem pfi [éCbé
nemalobuné&ného karcinomu plic a rakoviny vaje¢nikt (Ngan et al., 2000).

Vinorelbin je podavan intravenézné jako pomala injekce do zily po dobu 5 — 10 min,
nebo jako infuze do zily po dobu 20 — 30 min. Po ukonéeni infuze by mélo nasledovat
proplachnuti Zily fyziologickym roztokem. Obvykla davka je 25 — 30 mg/m? t&lesného
povrchu 1x tydné. Zasobni roztok vinorelbinu musi byt pfed podanim nafedén
fyziologickym roztokem, nebo 5% roztokem glukézy. Nesmi se fedit alkalickymi
roztoky, protoze hrozi riziko tvorby srazeniny (pfibalova informace Vinorelbin Ebewe,
2012). Vinorelbin je podavan také peroralné ve formé mékkych zelatinovych tobolek.
Peroralni podani bylo schvaleno u pacientd starSich 18 let, u mladSich osob se
doporuCuje pouze intravendézni podani. Za béznych podminek jsou tobolky
s vinorelbinem uzivany jednou tydné, celkova davka by nikdy neméla prekrocit 160 mg
tydné. Tekutina uvnitf tobolky ma drazdivé ucinky, proto musi byt tobolky spolknuty
celé, nesmi byt rozkousany, nebo jinak poruSeny a obsah tobolky nesmi pfijit
do kontaktu s pokozkou, oCima nebo sliznici. Tobolka nema byt zapijena teplym
napojem, ktery by ji pFili§ rychle rozpustil (pfibalova informace Navelbine Oral, 2012).
DalSi mozZnou formou podani jsou injekce vinorelbinu inkorporovaného do lipidové
emulze, které jsou zatim ve fazi klinického testovani. Zatim publikované vysledky
ukazuji, Ze injekce svinorelbinem ve formé& lipidové emulze maji stejnou
protinadorovou aktivitu a souCasné vyrazné méné drazdi zilu v misté vpichu a ma
vyrazné nizsi toxicky uc€inek na kostni dfef ve srovnani s intraven6zné aplikovanym
vinorelbinem ve formé roztoku. Zminéné vysledky byly pozorovany u bezsrstych mysi
s lidskymi nadory plic (A549), prsu (BCAP-37) a s G2 (stfedné diferencovanym)
jaternim solidnim nadorem (Su et al., 2011). Ve fazi testd jsou také liposomové injekce
vinorelbinu  (Alocrest™).  Vinorelbin je uzavfeny v liposomech tvofenych
sfingomyelinem a cholesterolem. U bezsrstych mySi s lidskymi nadory prsu MX-1 bylo
zjisténo, ze léCivo je doruCovano cilené k nadoru, hromadi se v nadorové tkani a je
béhem nékolika dni postupné vylou€eno zorganismu. Vinorelbin ve formé
liposomovych injekci vykazoval vysSi protinadorovou aktivitu bez zvySeni toxicity
(Deitcher et al., 2007)

Pacient nesmi vinorelbin uzivat, jestlize ma, nebo v nedavné dobé prodélal tézkou
infekci, je precitlivély, nebo alergicky na vinorelbin a jiné alkaloidy z barvinku, ma

zavazné snizen pocCet bilych krevnich bunék (neutropenie), ma zavazné snizen pocet
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krevnich desti¢ek, nebo ma zavaznou poruchu funkce jater. Je nutné zabranit kontaktu
vinorelbinu s o€ima, protoZze existuje riziko téZkého podrazdéni, a dokonce
zviedovaténi rohovky. V pfipadé jakéhokoliv kontaktu o€i s vinorelbinem musi byt oko
okamzité dikladné vyplachnuto fyziologickym roztokem. Komplikaci pfi chemoterapii
vinorelbinem mohou byt také ischemicka choroba srde¢ni, radioterapie zaméfrena
na léCeni jater, pfiznaky pfipominajici infekci (napfiklad horecka, nachlazeni, bolest
v krku) nebo snizenou funkce jater. Bylo zjisténo, ze vinorelbin interaguje s I&Civymi
pripravky, které mohou mit vliv na kostni dfeni, jde zejména o protinadorové léky. Dale
byla popsana interakce s léky pouzivanymi k l|éCbé& epilepsie karbamazepinem,
fenytoinem a  fenobarbitalem; antibiotiky  rifampicinem,  erythromycinem,
klarithromycinem a telitromycinem; tfezalkou teCkovanou (Hypericum perforatum);
protiplisfiovymi |éCivymi pFipravky ketokonazolem a itrakonazolem; antivirotiky
pouzivana k |é¢bé HIV (napfiklad ritonavirem, coz je inhibitor HIV proteasy); lékem
proti depresi nefazodonem; Iéky snizujicimi aktivitu imunitniho systému cyklosporinem
a takrolimem; Iéky pouzivanymi pfi srde€nich onemocnénich verapamilem a
chinidinem; jinymi protinadorovymi Iéky (napfiklad mitomycin C, cisplatina); Iéky
pouzivanymi ke sniZeni srazlivosti krve (napfiklad warfarin); s vakcinou proti Zluté
zimnici a jinymi Zivymi vakcinami (napfiklad proti spalniCkam, pfiusnicim, zardénkam)
protoZe ty by mohly zvysit riziko Zivot ohroZujiciho onemocnéni z vakciny (pfibalova
informace Vinorelbin Ebewe, 2012; pfibalova informace Navelbine Oral, 2012).
NejcastéjSimi vedlejSimi UCinky, které se objevuji u vice nez 10 % pacientd, jsou
pokles poctu bilych krvinek, pokles poctu Cervenych krvinek (anémie), vypadavani
vlas(, zanét v ustech nebo krku, nevolnost (nauzea), zvraceni, ztrata chuti k jidlu,
zacpa, prUjem, unava, horecka, bolesti, abnormalni hodnoty jaternich testl a ztrata
hlubokych Slachovych reflexd. V misté vpichu injekce se mohou objevit otoky, bolest
nebo vyrazka. DalSimi vedlejSimi ucinky pozorovanymi u 1 — 10 % pacientl jsou bolest
na hrudi, potize s dychanim, reakce dychaci soustavy, abnormalni hmatové vjemy,
bolest kloubl a svalll, infekce, alergické reakce, nizka hladina krevnich desticek,
zvySeni hladiny kreatininu v krvi, coz indikuje zménu ve funkci ledvin. U 0,01 — 0,1 %
pacientl dochazi v dusledku lé€by k zuzeni, pfipadné ucpani stfeva, bolesti klouba,
zanétu slinivky bfisni, snizeni koncentrace sodiku v krvi, zménam na EKG, slabosti
v nohach, koznim defektim kolem mista vpichu injekce, onemocnéni plic, srde¢nimu
zachvatu a mlzZe se objevit i angina pectoris projevujici se bolesti na hrudi, ktera
vystieluje do Sije nebo ramene. VedlejSimi u€inky u méné nez 0,01 % pFipadu byly
Guillain-Barrého onemocnéni, coz je zanét perifernich nervl, ktery muze zpusobit
téZkou slabost, a syndrom nepfiméfené sekrece antidiuretického hormonu, mezi jehoz

pfiznaky patfi pfibirani na vaze, nevolnost, zvraceni, svalové kieCe, zmatenost a
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celkové kieCe. Vinorelbin mize mit genotoxicky ucinek. Nedoporuéuje se, aby muzi
béhem chemoterapie vinorelbinem a po dobu 6 mésicd po jejim ukonCeni pocali
potomky. V prabéhu I[éCby vinorelbinem také muze dojit ke vzniku nevratné
neplodnosti. Zeny museji b&hem |é&by pouzivat Gginné antikoncepéni metody, protoze
vinorelbin zplsobuje vrozené vady a nesmi se uzivat béhem téhotenstvi. Neni znamo,
zda se vinorelbin dostava do matefského mléka, kojici Zeny v8ak musi kojeni prerusit

(pFibalova informace Vinorelbin Ebewe, 2012).

Konformace volného vinorelbinu je charakterizovana kontaktnim dhlem mezi
catharanthinovym a vindolinovym skeletem vinorelbinu (mezi uhliky C17" — C18" — C15
— C16), ktery je roven 197,0° + 0,7°. Stejné jako u vinkristinu piperidinovy kruh
vykazuje zZidlickovou konformaci a je umoznéna volna rotace vazby C17° — C18" — C15
— C16. Vzdalenost mezi uhliky C4” a C10 je 8,07 + 0,04 A. Po vazbé& na B-tubulin se
velikost zminéného uhlu snizi na hodnotu 195,6° £ 0,9° a vzdalenost mezi uhliky C4" a
C10 se snizi na hodnotu 7,94 + 0,00 A. Také vinorelbin se vaze na Vinca vazebnou
domeénu, ktera byla popsana pro vinblastin (Kelly et al., 2011). Vazba na a/B tubulin

byla charakterizovana molekularnim dokovanim (Obr. 21; Sertel et al., 2011).

Obr. 21: Vazba vinorelbinu ve farmakoforu specifickém pro Vinca alkaloidy na ao/f3
tubulinovém dimeru. (A) ve farmakoforu je zobrazeno 6 struktur (catharanthin, vindolin,
vinblastin, vinkristin, vinorelbin a vindesin), (B) vazba vinorelbinu ve specifickém

farmakoforu (pfevzato z Sertel et al., 2011).
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Nasledna analyza vazebného mista ukazala, ze vinorelbin vytvari vodikové vazby
s aminokyselinami Asn329C; Pro175B; Pro222B; Val353C a se 13 aminokyselinovymi
rezidui vytvari hydrofobni interakce (Sertel et al., 2011). Kelly et al., 2011 uvadi, ze
vinorelbin interaguje s nasledujicimi aminokyselinami B-tubulinu: Pro173, Lys174,
Tyr208, Thr221 a Tyr22. Vinorelbin interaguje s nizSim poctem aminokyselin B-tubulinu
nez ostatni dimerni alkaloidy z barvinku a s kazdou aminokyselinou interaguji 2 — 4
atomy uhliku. Blize specifikované tyto interakce nebyly. Stejné jako u vinkristinu byla
zjiSténa interakce vinorelbinu s Pro173, jehoz mutace zplsobuje destabilizaci
mikrotubull (Kelly et al., 2011). Coderch et al., 2012 charakterizoval vazebné misto
pro vinorelbin stejnymi aminokyselinami jako u vinkristinu, tj. Val177, Tyr210, Thr221,
Pro222, Thr223, Tyr224, Leu227, Pro175 a Lys176 B-tubulinu a aminokyseliny Leu248,
Pro325, Val328, Asn329, 11e332, Ala333, a Val353 a-tubulinu (Obr. 22).

Obr. 22: Vinorelbin ve vazebném misté na Bi0, tubulinu. Zelené a modfe jsou

znazornény jednotlivé podjednotky tubulinu, fialové GDP a Sedé vinorelbin.

Bylo zjisténo, Ze vinkristin-rezistentni burfiky CEM/VCR1000 vice rezistentni
k vinorelbinu nez k vinkristinu, ve srovnani s bufkami CCRF-CEM byly burky
CEM/VCR1000 41,8x odolngjSi vici vinkristinu a 341,9x odolné&jsi vuci vinorelbinu
(Sertel et al., 2011).

Vinorelbin vykazoval ve srovnani s ostatnimi alkaloidy z barvinku vysSi klinickou
ucinnost a nizsi toxicitu, proto byla studovana i dalSi analoga vinorelbinu. Tato analoga

byla pfipravena biomimetickym spojenim vindolinu s riznymi C16 substituenty a
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catharanthinu. Vysledkem této syntézy byla struktura (Obr. 23) s rdznymi substituenty
(Song et al., 2012).

R = methyl
ethyl
propyl
butyl
heptyl
isopropyl
terc-butyl
2-acetoxyethyl
acetonyl

acetyl

Obr. 23: Analoga vinorelbinu (pfevzato ze Song et al., 2012).

Cytotoxicita byla testovana na bunéCnych liniich HelLa (epitelialni bunky
adenokarcinomu délohy) a A549 (buriky nemalobunééného karcinomu plic). Bylo
zjisténo, ze cytotoxicita pfipravenych analog vinorelbinu klesa s rostouci délkou
alkylového fetézce C16 substituentu vindolinu. Ethyl-substituovany derivat vykazoval
pfiblizné stejnou cytotoxicitu jako vinorelbin, cytotoxicita propyl-substituovaného a
acetonyl-substituovaného derivatu byla pfiblizné 5x nizZsi nez u vinorelbinu a u heptyl-
substituovaného derivatu byla cytotoxicita cca 33x nizsi. Prekvapivé velky pokles
cytotoxicity (cca 20x ve srovnani s vinorelbinem) byl zjistén u izopropyl-

substituovaného derivatu (Song et al., 2012).

3.3.5 Podophylotoxin — dalSi inhibitor mikrotubull s protinadorovym uéinkem

Podophylotoxin je izolovan z extraktu z kofene rostlin Podophyllum sp. (noholist;
Krishan et al., 1975) z Celedi Berberidaceae (Russell et al., 1997). LéCebné ulinky
tohoto extraktu jsou znamy od 18. stoleti (Krishan et al., 1975), uCinky pfi [éCbé
rakoviny jsou studovany od roku 1947. Z ethanolického extraktu Podophyllum peltatum
nebo Podophyllum emodi Wall (syn. P. hexandrum Royle) se ziskava podophylin, ktery
je zdrojem aryltetralinového lignanu, podophylotoxinu (Canel et al., 2000).
Podophyllum peltatum (Obr. 24) je puvodni v Severni Karoliné v USA (Russell et al.,
1997).
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Obr. 24: Podophyllum peltatum (noholist Stitnaty, pfevzato z Russell et al., 1997)

Podophylotoxin (Obr. 25) a jemu pfibuzné slou€eniny a jeho derivaty vykazuji
biologickou aktivitu, jsou silnymi antivirovymi a protinadorovymi 1é&ivy. Derivaty
podophylotoxinu, etoposid (VP-16-213), etopophos (etoposid fosfat) a teniposid
(VM-26), jsou také vyuzivany k lé¢bé fady nadorl (Canel et al., 2000). Podophylotoxin
inhibuje skladani mikrotubull. Jeho derivaty inhibi¢ni uc€inek na polymerizaci
mikrotubuld nemaji (Loike et al., 1978). Bylo zjist€no, Zze podophylotoxin a zminéné
derivaty inhibuji pfijem nukleosidi do bunék. U podophylotoxinu a etoposidu byla
pomoci sledovani radioznateného prekurzoru pozorovana inhibice syntézy
makromolekul, poruSeni metabolismu nukleosidd a nukleotidd a inhibice transportu
nukleosidu (Yalowich et al., 1984). Podophylotoxin inhibuje buné&ény cyklus v G2/M
fazi, pripadné v M fazi. Etoposid a teniposid inhibuji bunéény cyklus vS a G2 fazi
(Krishan et al., 1975). Podophylotoxin je podle Statniho ustavu pro kontrolu léCiv
homeopatickym [éCivym pfFipravkem bez schvalenych léEebnych indikaci (pfibalova
informace Podophyllum peltatum, 2012). V sou€asné dobé se jako protinadoroveé lécivo
vyuziva predevsim etoposid a jsou testovany nove derivaty podophylotoxinu.
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Obr. 25: Struktura podophylotoxinu (pfevzato z Loike et al., 1978)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1 Chemikalie

Voda pro MS (Direct-Q 3 System, Millipore, Francie); RPMI-1640 médium R8758
(Sigma-Aldrich, USA); fetalni hovézi sérum dialyzované ultrafiltraci proti 0,15M NacCl
(Sigma-Aldrich, USA); streptomycin (Sigma-Aldrich, USA); penicilin (Biotika, Ceska
republika); 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid (MTT; Sigma-
Aldrich, USA); dodecylsulfat sodny (SDS; Sigma-Aldrich, USA); Magic Red kaspasovy
3/7 test (Immunochemistry Technologies, USA); RPMI-1640 médium bez argininu a
lysinu (Biowest, USA); "*C¢-lysin a "*Cg-arginin (Cambridge Isotope Laboratories, USA);
docetaxel (Rhéne-Poulenc Rorer, nyni Sanofi-Aventis, USA); vinkristin (Teva
Pharmaceuticals, Ceska republika); vinorelbin (Pierre Fabre Oncologie, Francie); PBS,
pH = 7,4 (phosphate buffered saline; ve formé sackl se solemi, Sigma-Aldrich USA);
protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich, USA); tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris;
Serva, Némecko); HCI (RNDr. Jan Kulich, Ceska republika); mogovina (Sigma-Aldrich,
USA); dithiothreitol (DTT; Sigma-Aldrich, USA); Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA);
bensonasa (Novagen, Némecko); SDS loadovaci pufr (Bio-Rad, USA); Repen Silan
(GE Healthcare, Svédsko); 30% akrylamid mix (Bio-Rad, USA); 1,5M Tris pufr, pH= 8,8
(Bio-Rad, USA); 0,5M Tris pufr, pH= 6,8 (Bio-Rad, USA); dodecylsulfat lithny (LDS;
Sigma-Aldrich, USA); N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED; Serva, Némecko);
persiran amonny (APS; Sigma-Aldrich, USA); Tris-Glycinovy pufr, 10x koncentrovany
(BioRad, USA); kyselina octova, p. a. (Penta, Ceska republika); ethanol (Merck,
Némecko); acetonitril (J. T. Baker, Nizozemi); Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid
(TCEP; Sigma-Aldrich, USA); jodacetamid (IAA; Sigma-Aldrich, USA); Trypsin Gold
pro MS (Promega, USA); kyselina octova pro MS (Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko);
ethylmorfolin (Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina trifluoroctova (TFA; Sigma-
Aldrich, USA); kyselina mravendi (FA, formic acid; Fluka, Sigma-Aldrich, Némecko);
a-kyanohydroxyskoficova kyselina (Bruker Daltonics, Némecko);
dihydrogenfosfore¢nan amonny (NH4H.PO,; Sigma Aldrich, USA); Peptide calibration
standard Il pro hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Némecko);
aceton (Sigma Aldrich, USA); médium bez methioninu (Gibco, Life Technologies,
USA); formaldehyd (Fagron, Ceska republika); hovézi sérovy albumin (BSA; Sigma
Aldrich, USA), Click-iT AHA (L-azidohomoalanin; Invitrogen, Life Technologies, USA);
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Click-iT kit (10% koncentrovany Click-iT reakéni pufr, aditivum do Click-iT reakéniho
pufru, CuSQO,, Alexa Fluor 488 Alkyne; Invitrogen, Life Technologies, USA); puromycin
dihydrochlorid z Streptomyces alboniger (Sigma-Aldrich, USA).

4.1.2 Pristrojové vybaveni

o spektrofotometr Labsystems iIEMS Reader MF (Labsystems, Finsko)

o fluorimetr BMG FLUOstar Galaxy (BMG Labtech, Némecko)

e aparatura pro preparativni elektroforézu Mini Prep Cell (Bio-Rad, USA)

¢ kolona MacroTrap (Bruker-Michrom, USA)

e kapalinovy chromatograf nanoHPLC Agilent nano1200 (Agilent Technologies,
USA) s HPLC kolonou Agilent Zorbax 300SB-C18 (Agilent Technologies,
Némecko) spojeny s hmotnostnim spektrometrem Bruker HCT Ultra PTM
Discovery System ESI-IT (Bruker Daltonics, Némecko)

e kapalinovy chromatograf Agilent Capillary 1200 (Agilent Technologies, USA)
s kolonou Michrom Magic C18AQ (Bruker-Michrom, USA) spojeny se spoterem
Proteineer fc (Bruker Daltonics, Némecko)

¢ hmotnostni spektrometr Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Némecko)

e prutokovy cytometr FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences, USA)

4.1.3 Software

HyStar 3.2 (Bruker Daltonics, Némecko), Esquire control verze 6.2 (Bruker
Daltonics, Némecko), Data analysis verze 4.0 (Bruker Daltonics, Némecko), WARP-LC
software verze 1.3 (Bruker Daltonics, Némecko), FlexAnalysis software verze 3.3
(Bruker Daltonics, Némecko), Proteinscape 3.0.0 446 software (Bruker Daltonics,
Némecko), Mascot verze 2.4 (Matrix Science, Velka Britanie), Phenyx verze 2.6
(Genebio, Svycarsko), Bioconductor R Project verze 2.15.3 (R Development Core
Team, Rakousko), GeneGo (MetaCore, Thomson Reuters), CELLQuest verze 3.3

(Becton Dickinson Biosciences, USA).

4.1.4 Biologicky material
Pro vS8echny experimenty byla pouZita bunécéna linie CCRF-CEM, cozZ je bunécna
linie odvozenda od akutni T-lymfoblastické leukémie. Buriky byly ziskany od spolecnosti

ATCC (American Tissue Culture Collection).
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4.1.5 Analyza IC50 a doby do apoptézy

Analyza IC50 a doby do apoptdzy byly provedeny jiz dfive pracovniky z laboratofe
tkanovych kultur.

Buriky byly kultivovany v inkubatoru pfi 37°C, 5 % CO, v RPMI-1640 médiu (Roswell
Park Memorial Institute — instituce, kde bylo médium poprvé pfipraveno) s 20% FCS
(Fetal Calf Serum, fetalni hovézi sérum) a s antibiotiky (0,5% streptomycin, 0,05%
penicilin).

Inhibice rastu nadorovych bunék byla vyjadfena hodnotou IC50 (koncentrace
vyvolavajici 50% inhibici rastu bunék). Hodnota IC50 byla stanovena MTT testem. MTT
test je zalozen na tom, Zze na mitochondrialni membrané zivych bunék se zluty MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) redukuje na nerozpustny
formazan (modré hvézdicovité krystaly). Formazan byl rozpustén v 10% dodecylsulfatu
sodném (SDS) a intenzita modrého zbarveni byla vyhodnocena spektrofotometricky
pfi vinové délce 540 nm na spektrofotometru Labsystems iEMS Reader MF. Cim vys$si
byla absorbance pfi 540 nm, tim vice bunék prezilo.

Doba do apoptézy byla uréena Magic Red kaspasovym 3/7 testem
(Immunochemistry Technologies, USA). Pro pocCatek apoptdzy je charakteristicka
aktivita kaspas 3 a 7. Kaspasy 3 a 7 specificky $tépi aminokyselinovou sekvenci
aspartylglutamylvalylasparagovou kyselinu (DEVD). Enzymovou reakci byla tato
sekvence pfipojena k fluoroforu, kresylové violeti, a vznikl substrat pro kaspasy 3 a 7,
kresylova violet-(DEVD),. V pfitomnosti kaspas 3 a 7 byla Stépena jedna, nebo obé
aminokyselinova sekvence DEVD za vzniku Cerveného fluorescencniho produktu.

Na fluorimetru BMG FLUOstar Galaxy byla méfena flurescence pfi 590 nm.

4.1.6 Kultivace bunék, metabolické znacdeni SILAC, oSetieni cytostatiky a
priprava bunécénych lyzata

Kultivace bunék, metabolické znaceni SILAC, oSetfeni cytostatiky a pfiprava
bunécénych lyzatd byly provedeny jiz dfive pracovniky z laboratorfe tkanovych kultur.

Buriky byly kultivovany v inkubatoru pfi 37°C, 5 % CO, v RPMI-1640 médiu s 20%
FCS a s antibiotiky (0,5% streptomycin, 0,05% penicilin).

Nasledné byly buriky centrifugovany pfi 290x g po dobu 5 min pfi 4°C a plvodni
médium bylo odlito. K Casti bunék bylo pfidano RPMI-1640 médium bez argininu a
lysinu s 20% FCS a byl pfidan "*Ce-lysin a "*Cg-arginin — izotopicky znadena bunééna
linie. Ke druhé ¢asti bunék bylo pfidano opét normalni RPMI-1640 médium s izotopicky
neznaenym argininem a lysinem — izotopicky neznacena bunécna linie. Obé bunééné

linie byly kultivovany po dobu péti pasazi, dokud u izotopicky zna¢ené buné&cné linie
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nedoslo ke kompletni vyméné lehkych izotopd aminokyselin za tézké izotopy.
SkuteCnost, Ze lehké aminokyseliny byly zcela nahrazeny té&Zkymi aminokyselinami,
byla ovéfena MALDI hmotnostni spektrometrii. |1zotopicky neznaena buné&cna linie
byla zfedéna na koncentraci 10° bunék/ml a byla oSetfena cytostatiky docetaxelem,
vinkristinem a vinorelbinem o koncentraci 5xIC50 (docetaxel 1,38-10" M, vinkristin
4,54-10" M, vinorelbin 7,62:10™"" M) po dobu poloviny &asu do apoptézy (docetaxel
150 min, vinkristin 300 min, vinorelbin 250 min). lzotopicky znacena bunécna linie
nebyla oSetfena cytostatikem (jde o kontrolni bunécnou linii) a byla kultivovana
paralelné s buné¢nou linii oSetfenou cytostatikem. Bunécéna linie byla oSetfena vzdy
pouze jednim cytostatikem a kazdym z cytostatik byla bunécna linie oSetfena ve tfech
biologickych opakovanich.

Po uplynuti doby poloviny ¢asu do apoptézy byly bunky oSetfené cytostatikem
smichany s burfikami neoSetfenymi v poméru 1:1. Smichané suspenze bunék byly
centrifugovany pfi 1200 rpm po dobu 5 min pfi 4°C. Po smichani byly bunky dvakrat
promyty ledovym PBS (phosphate buffered saline, pH = 7,4; 0,01M pufr byl pfipraven
rozpusténim 1 sacku se solemi v 1 | vody) s inhibitory proteas (Protease inhibitor
cocktail, Sigma Aldrich) a jednou byly promyty ledovym PBS bez inhibitor( proteas.
Mezi jednotlivymi promytimi a po promyti byly buriky centrifugovany pfi 290x g po dobu
5 min pfi 4°C a supernatant (PBS) byl odsat. Nasledné byly buriky resuspendovany
v SILAC lyzaénim pufru, pH = 6,6 (20mM Tris-HCI, 7M mocovina, 10mM dithiothreitol
(DTT), 1% Triton X-100, 0,5% SDS) a byly pfidany 2 jednotky bensonasy. Suspenze
bunék v lyzaénim pufru byla pfenesena do mikrozkumavek a inkubovana na ledu
po dobu 5 min. Potom byly pfidany dalsi 2 jednotky bensonasy a vzorky byly opét
inkubovany na ledu podobu 5min. Lyzované burky (bunétné Ilyzaty) byly
centrifugovany pfi 20 817x g pfi4°C podobu 10 min. Supernatant byl pfenesen

do nové mikrozkumavky a zamrazen na — 80°C.

4.1.7 Preparativni elektroforéza

Pfed separaci byla provedena denaturace proteini v bunéném lyzatu. Bunécny
lyzat (100 pl) byl smichan s 5x koncentrovanym SDS loadovacim pufrem (40 pl) a
s 1M DTT (10 pl). Nasledné byl bunécny lyzat inkubovan v termobloku pfi teploté 95°C
po dobu 10 min.

Byla sestavena aparatura Mini Prep Cell (Bio Rad) pro naliti gelu do trubi¢ky. Sténa
trubi¢ky byla pfed sestavenim smocena pomoci Repen Silanu pro snadngjsi vytlaceni
gelu z trubiCky po separaci. Separace byla provedena v 12% akrylamidovém

separacnim gelu a 5% akrylamidovém zaostfovacim gelu. Separaéni gel byl pfipraven
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smichanim 30% akrylamidu mix (smés akrylamid/bisakrylamid; 3,3 % C); 1,5M Tris
pufru, pH = 8,8 (vysledna koncentrace 0,375 M); 10% dodecylsulfatu lithného (LDS;
vysledna koncentrace 0,1 %); vody pro MS; N,N,N",N"-tetramethylendiaminu (TEMED;
0,2 ul/ml) a iniciatoru polymerizace 10% persiranu amonného (APS; vysledna
koncentrace 0,1 %). Zaostfovaci gel byl pfipraven smichanim 30% akrylamidu mix
(smés akrylamid/bisakrylamid; 3,3 % C); 0,5M Tris pufru, pH = 6,8 (vysledna
koncentrace 0,0625 M); 10% LDS (vysledna koncentrace 0,1 %); vody pro MS;
TEMEDu (2 pl/ml) a iniciatoru polymerizace 10% APS (vysledna koncentrace 0,1 %).
Separacni gel byl nalit do trubicky do vySky 90 mm, zaostfovaci gel byl doplnén
do vy$ky 100 mm. Po ukonéeni polymerizace zaostifovaciho gelu byl seskladan systém
pro separaci podle navodu vyrobce. Elektrodovy Tris-Glycinovy pufr s LDS byl
pripraven nafedénim 10x koncentrovaného Tris-Glycinového pufru (BioRad) a
pfidanim LDS (kone¢na koncentrace 0,1% LDS) a byl nalit do nadrzi systému.
Do trubicky byl nanesen vzorek. Vlastni elektroforeticka separace probihala
pfi konstantnim vykonu 1 W po dobu cca 3 h. Po separaci byl gel vytlaen z trubi¢ky a
oplachnut ve vodé. Gel byl fixovan ve fixanim roztoku (kyselina octova, ethanol, voda
v poméru 10:35:55) po dobu 10 min. Potom byl gel 3x po 5 min promyt ve vodé
pro MS. Gel byl skladovan v lednici ve vodé pro MS.

4.1.8 Stépeni proteint v gelu

Gel s proteiny o délce 9 cm byl po elektroforetické separaci nafezan na platky
o tloustce 2 mm (celkem 45 frakci). Kazdy platek byl nafezan na kosti¢ky o rozmérech
pfiblizné 1x1x2 mm a ty byly pfeneseny do 45 mikrozkumavek. Jednotlivé frakce gelu
byly dehydratovany pfidanim 400 pl acetonitrilu, vzorky byly sonikovany po dobu 5 min
a potom byl acetonitrii odebran. Disulfidové vazby mezi cysteiny proteind byly
redukovany Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochloridem (TCEP). Ke kazdé frakci gelu
bylo pfidano 150 pyl 50mM TCEP, vzorky byly inkubovany pfi 90°C po dobu 10 min a
nasledné byl roztok odebran. Po redukci byly jednotlivé frakce gelu promyty 400 pl
vody, vzorky byly sonikovany po dobu 5 min a voda byla odebrana. Nasledovala
dehydratace jednotlivych frakci gelu pfidanim 400 pl acetonitrilu, vzorky byly
sonikovany po dobu 5 min a potom byl acetonitril odebran. Redukované cysteiny byly
alkylovany jodacetamidem (IAA). Ke kazdé frakci gelu bylo pfidano 150 pl 50mM IAA,
vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 1 h a nasledné byl roztok odebran. Po alkylaci
byly jednotlivé frakce gelu promyty 400 ul vody, vzorky byly sonikovany po dobu 5 min
a voda byla odebrana. Byla provedena dehydratace jednotlivych frakci gelu pfidanim

400 pl acetonitrilu, vzorky byly sonikovany po dobu 5 min a potom byl acetonitril
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odebran. Promyti vodou a dehydratace acetonitrilem byly po alkylaci provedeny celkem
tfikrat. Nakonec bylo k frakcim gelu pfidano 400 pl 50% acetonitrilu, vzorky byly
sonikovany po dobu 5 min a kapalina byla odebrana. Po redukci, alkylaci a promyti
byly proteiny v gelu Stépeny trypsinem. Byl pfipraven roztok trypsinu o koncentraci
500 ng/ul  rozpusténim 100 pg trypsinu  (Trypsin Gold pro MS, Promega)
ve 200 pl 50mM kyseliny octove. Trypsin o koncentraci 500 ng/ul byl 80x nafedén
v pufru obsahujicim 50mM ethylmorfolin a 10% acetonitril, pH = 8,3. Ke kazdé frakci
gelu bylo pfidano 150 ul trypsinového pufru a vzorky byly inkubovany pfi 37°C

pres noc.

4.1.9 Extrakce peptidi

Na laboratorni teplotu bylo schlazeno 45 mikrozkumavek s jednotlivymi frakcemi
gelu v trypsinovém pufru, sto¢eno v centrifuze a jejich kapalny obsah byl pfenesen
do 45 novych mikrozkumavek. V puvodnich mikrozkumavkach zlstaly frakce gelu,
ke kterym bylo pfidano 100 ul 0,1% kyseliny trifluoroctové (TFA) v 80% acetonitrilu, tyto
vzorky byly sonikovany po dobu 10 min a kapalina byla pfenesena do mikrozkumavek
s prvnim extraktem. Daldim krokem extrakce bylo pfidani 150 ul 0,1% TFA ke gelu
v mikrozkumavkach, tyto vzorky byly sonikovany po dobu 10 min a kapalina byla
pfenesena do mikrozkumavek s pfedchozimi extrakty. Ke gelu v mikrozkumavkach
bylo nakonec pfidano 100 ul 50% acetonitrilu, tyto vzorky byly sonikovany po dobu
10 min a kapalina byla pfidana k extraktim. Extrakty v mikrozkumavkach byly
odpareny a rozpustény v 5 ul 0,1% TFA v 80% acetonitrilu a nasledné nafedény 145 l

0,1% TFA. V dalSim kroku byla provedena purifikace peptidu.

4.1.10 Purifikace peptidil

Peptidy byly purifikovany na C18 koloné (MacroTRAP, Bruker-Michrom). Kolona
MacroTRAP byla sestavena dle navodu vyrobce. Vzorky a jednotlivé roztoky byly
na kolonu aplikovany pomoci stfikacky Hamilton. Stfikacka Hamilton byla 2x
proplachnuta 100% acetonitrilem. Kolona MacroTRAP byla 2x proplachnuta 100%
acetonitrilem a potom 0,1% TFA v 80% acetonitrilu. V tomto okamziku byla kolona
pfipravena k vlastni purifikaci peptida.

Kolona MacroTRAPu byla ekvilibrovana 500 pl 0,1% TFA. Na kolonu byl aplikovan
vzorek (150 pl vzorku). Vzorek byl odsolen 500 pl 0,1% TFA. Peptidy z kolony byly

eluovany do nové mikrozkumavky pomoci 200 pl 0,1% TFA v 80% acetonitrilu. Timto
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zplsobem byly na koloné postupné precistény vSechny vzorky, peptidy ze 45
mikrozkumavek byly eluovany do 45 novych mikrozkumavek

Eluaty v mikrozkumavkach po purifikaci byly odpafeny. Cisté peptidy byly
rozpustény v 1 pl 0,1% TFA v 80% acetonitrilu. Roztoky peptidi byly nafedény 19 pl
0,1% kyseliny mravenci (FA, formic acid) na konecny objem vzorku 20 ul. Vzorky ze 45
mikrozkumavek byly pfeneseny do 45 inzertd, které byly umistény do vialek. Timto byly

vzorky pfipraveny pro HPLC-MS analyzu.

4.1.11 Analyza HPLC/MS/MS-ESI/IT

Vzorky byly analyzovany na kapalinovém chromatografu nanoHPLC Agilent
nano1200 spojeném s hmotnostnim spektrometrem Bruker HCT Ultra PTM Discovery
System ESI-IT s ionizaénim zdrojem ESI nano sprayer. Separace HPLC probihala
na koloné Agilent Zorbax 300SB-C18 o rozmérech 150 mm x 75 um a velikosti ¢astic
3,5 um pfi pritoku mobilni faze 0,5 pl-min™'. Byl nastaven nelinearni gradient mobilni
faze (Tab. 1), misila se voda s 0,1% FA (roztok A) a acetonitrilem s 0,1% FA (roztok
B). Doba separace jednoho vzorku byla nastavena na 120 min. Parametry HPLC

separace byly nastaveny v softwaru HyStar.

Tab. 1: Gradient mobilni faze béhem chromatografické separace nanoHPLC Agilent
nano1200.

¢asové rozmezi (min) roztok A (%) roztok B (%)
0-5 90 10
5-280 65 35
80 - 98 10 90
98 — 120 90 10
Byla méfena hmotnostni spektra peptidid eluovanych mezi 4. — 90. minutou

od zagatku separace. Pro ziskavani dat byl vyuzit sofware Esquire control. Hmotnostni
spektra byla méfena v pozitivnim médu a ve skenovacim moédu standard enhanced.
Pro MS1 byl nastaven rozsah 300 — 1600 m/z. Pro MS2 byly nastaveny dvé CID
fragmentace, které probihaly v ultra scan moédu, a rozsah 100 — 2800 m/z.
Pro fragmentaci byla iontova past plnéna na cilenou hodnotu 200 000 iontd a
maximalni akumulacni €as byl nastaven na 200 ms. Izolacni Sifka pro prekurzor byla
nastavena na 4,0 a pro vybér prekurzord byly vylou€eny jednonasobné nabité ionty.

Pro vybér prekurzoru byl dale nastaven hmotnostni rozdil (A mass) mezi lehkym a
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téZkym partnerem 6,02 Da, maximalni pocCet znaceni 2 na peptid a rozsah naboje
1-3.

Ziskana hmotnostni spektra byla automaticky zpracovana v softwaru Data analysis.
Pro detekci peakl byl vyuzit vyhledavaci algoritmus apex peak finder s Sifkou peaku
v poloviné vysky 0,1 m/z; pomé&rem S/N = 1,0; relativni intenzitou pozadi 0,1 % a
s absolutni intensitou pozadi 100. Pro dekonvoluci hmotnostnich spekter byla zvolena
dekonvoluce nabojového stavu povolenych fragmentaénich spekter.

Data byla nasledné odeslana do softwaru Proteinscape, v némz byly identifikované
proteiny vyhledany dvéma algoritmy — Mascot a Phenyx. V algoritmu Mascot byly
nastaveny nasledujici parametry: databaze NCBI, taxonomie ¢lovék (Homo sapiens),
enzym trypsin, 2 povolena chybna §tépeni, modifikace — karbamidomethylace cystein(
a pripadna oxidace methionin(i, znageni '>Cg na argininu a lysinu, hmotnostni tolerance
peptidd £ 0.5 Da, MS/MS tolerance + 0.5 Da, naboj peptidu 2+ a 3+ a monoizotopicka
hmota. Byly akceptovany pouze peptidy s mascot skore vySSim nez 12 a proteiny
s mascot skére vySSim nez 40. V algoritmu Phenyx byly nastaveny nasledujici
parametry: databaze uniprot_sprot, taxonomie Homo sapiens, mozny naboj
rodi¢ovského iontu 2, 3, 4, hodnotici model HCTUItra, hodnota Trust parent charge
byla nastavena na medium, stejné modifikace jako v algoritmu Mascot, enzym trypsin
(KR), tolerance pfesnosti rodicovského iontu 0,5 Da, maximalné povolena 2 chybna
Stépeni, cleavage mode byl nastaven na hodnotu half cleaved, Turbo on, b-y ionty,
chybova tolerance 0,5 Da, 20% pokryti sekvence. Proteiny vyhledané kazdym
z algoritmU byly spojeny do jednoho vysledku a zpracovany v Proteinscapu s vyuzitim
nastroje Protein extractor.

Nasledné byl ze ziskanych dat pro kazdou frakci vygenerovan Exclusion Scheduled
Precursor List (SPL), ktery obsahoval zaznam o kazdém z identifikovanych peptidu.
Pro Exclusion SPL byla nastavena tolerance m/z - 0,3 Da a + 3 Da a tolerance
retencniho €asu 240 s. Exclusion SPL byl vyuzit pro naslednou reanalyzu vzorku.
Béhem této analyzy byla ziskana dalSi spektra, ktera nebyla detekovana béhem
pfedchozi analyzy. VSechny parametry LC-MS analyzy i parametry vyhledani

identifikovanych proteinl byly nastaveny stejné jako pfi prvni LC-MS analyze.

4.1.12 Analyza HPLC/MS-MALDI TOF/TOF

Po zmérfeni vzorkll na hmotnostnim spektrometru ESI/IT bylo ze 45 frakci vzorku
pfipraveno 20 frakci tak, aby v jednotlivych frakcich byl pfiblizné stejny pocet
identifikovanych peptidd. Takto upravenych 20 frakci bylo analyzovano metodou
HPLC/MS-MALDI TOF/TOF.
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Vzorky byly separovany na kapalinovém chromatografu Agilent Capillary 1200
spojeném se spoterem Proteineer fc. Separace HPLC probihala na koloné Michrom
Magic C18AQ o rozmérech 0,2 mm x 150 mm, velikosti Castic 5 yum a 200 A velikost
vnitfnich &astic pfi pritoku mobilni faze 4 pl-min™. Byl nastaven nelinearni gradient
mobilni faze (Tab. 2), misila se voda s 0,1% FA (roztok A) a acetonitrilem s 0,1% FA
(roztok B). Doba separace jednoho vzorku byla nastavena na 88 min. Pro nastaveni

parametri HPLC separace byl vyuzit software HyStar.

Tab. 2: Gradient mobilni faze b&hem chromatografické separace Agilent Capillary
1200.

¢asové rozmezi (min) roztok A (%) roztok B (%)
0-5 95 5

5-44 70 30

44 — 65 5 95

65— 88 95 5

Na MALDI desti¢ku byly spotovany frakce eluované po 15 — 48,6 min od zacatku

separace. Frakce z HPLC kolony na spoteru Proteineer fc smiseny s 1ul 5,29uM
a-kyanohydroxyskoficové kyseliny v acetonitrilu s TFA (vysledna koncentrace 0,1 %) a
NH4H.,PO, (vysledna koncentrace 1 mM) a byly spotovany na desticku MTP
AnchorChip 1536 T F, 6s step.
Po spotovani vzorku byl na desti¢ku nakapan roztok kalibrantl. Byla pouzita komeréni
smeés kalibrantd Peptide calibration standard Il (Bruker Daltonics, Némecko)
pro hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF obsahujici peptidy Bradykinin 1 — 7
(757,39916 Da); Angiotensin Il (1046,54180 Da); Angiotensin | (1296,68480 Da);
Substance P (1347,73540 Da); Bombesin (1619,82230 Da); Renin Substrat
(1758,93261 Da); ACTH klip 1 — 17 (2093,08620 Da); ACTH klip 18 — 39
(2465,19830 Da); Somatostatin 28 (3147,47100 Da). Komeréni lyofilizovana smés
kalibrantd byla rozpusténa v 250 pl 0,1% TFA. Kalibranty v 0,1% TFA (15 ul) byly
smichany se 100 pl roztoku 5,29mM a-kyanohydroxyskoficové kyseliny v acetonu,
200 pl ethanolu a 135 pl 0,1% TFA. Na jeden kalibraCni spot bylo aplikovano 0,5 pl
roztoku kalibrantd.

Hmotnostni spektra byla zméfena na pfistroji Bruker Ultraflextreme v reflektronovém
pozitivnim mdédu pfi relativni sile laseru 25 %. Rozsah byl 600 — 3500 m/z, detekce
peptidd byla potlatena do hodnoty 500 Da. RozliSeni detektoru bylo nastaveno
na maximalni hodnotu 4 GS/s, hodnota citlivosti byla nastavena na 100 mV. Vysledné

spektrum bylo sestaveno z 2000 zasahu. Méfilo se pfi napéti 25,24 kV na zdroji 1;
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22,79 kV na zdroji 2; 7,46 kV na coCce; 26,60 kV na reflektronu 1; 13,33 kV
na reflektronu 2 a pfi zpozdéné extrakci 110 ns. Napéti na reflektronovém detektoru
bylo rovno 2426 V.

Ziskana hmotnostni spektra byla automaticky zpracovana v softwarech WARP-LC a
FlexAnalysis a tyto softwary také vybraly peptidy dané hmoty pro naslednou MS/MS
analyzu. Hmotnostni spektra byla odeslana do softwaru Proteinscape a identifikované
proteiny vyhledany algoritmy Mascot a Phenyx. Parametry pro vyhledani
identifikovanych protein byly stejné jako pfi MS-ESI/IT experimentu s vyjimkou
nasledujicich parametr: naboj peptidd 1+, MS tolerance 100 ppm, MS/MS tolerance
0,5 Da. Proteiny vyhledané kazdym z algoritmU byly opét spojeny do jednoho vysledku

a zpracovany v Proteinscapu s vyuzitim nastroje Protein extractor.

4.1.13 Statisticka a bioinformaticka interpretace vysledkt

Byly zpracovany vysledky pro buriky oSetfené studovanymi cytostatiky, kazdé
biologické opakovani bylo zpracovano zvladt nasledujicim postupem. Seznamy
proteinl pro jednotlivé frakce (45 frakci u MS-ESI/IT experimentu a 20 frakci
u MS-MALDI TOF/TOF experimentu) byly v softwaru Proteinscape s vyuzitim nastroje
ProteinExtractor spojeny tak, aby vznikl kompletni seznam proteind pro dané
biologické opakovani. Proteiny byly kvantifikovany ve WARP-LC softwaru. Kvantifikace
byla vyjadiena pomérem L/H (lehké peptidy/tézké peptidy, tj. pomér intenzity piku
odpovidajiciho proteinu neznacené, cytostatikem oSetfené, bunééné linie a intenzity
piku odpovidajiciho proteinu izotopicky znacené, kontrolni, bunééné linie). Z tohoto
vysledku byl do MS Excel vyexportovan seznam vsech identifikovanych peptidl, ktery
byl dale zpracovan ve statistickém skriptu napsaném pro tento ucel. V tomto skriptu
byly urCeny odlehlé hodnoty kvantifikace peptidu, tj. takové hodnoty, které byly
odlehlejSi nez 1,5 nasobek rozdilu mezi prvnim a tfetim kvartiem. Po odecteni
odlehlych hodnot byl spocitan novy kvantifikaCni pomér a vyjadfen jako log, pro stejné
vyjadfeni podexprese a nadexprese daného proteinu. Zavérecnym krokem tohoto
skriptu bylo odecteni medidnu od jednotlivych proteinovych pomérd, aby byla
odstranéna pfipadna chyba v michani znaCeného a neznacCeného vzorku, a tim bylo
umoznéno porovnani vzorku mezi sebou.

ProtoZe analyzy hmotnostnimi spektrometry s ionizaci ESI a MALDI se povaZzuji
za komplementarni (Medzihradszky et al., 2001), byly pomoci statistického softwaru
Bioconductor R Project (R Development Core Team, 2012) spojeny vysledky kazdého

opakovani naméfené obéma hmotnostnimi spektrometry do jednoho souboru.
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Nasledné byla provedena analyza téchto dat na urovni proteinovych interakci a
regulacnich siti pomoci komeréniho programu GeneGo (MetaCore, Thomson Reuters).
Pro GeneGo analyzu byly nastaveny nasledujici parametry: p-hodnota 1; prahova
hodnota 0.

Kompletni proteinové seznamy pro kazdé biologické opakovani byly porovnany
mezi sebou a pro analyzu byly pouzZity jen proteiny pfitomné ve vSech tfech
biologickych opakovanich. Analyza hlavni komponenty a hierarchického klastrovani

probéhla ve spolupraci se statistiky v programu R.

4.1.14 Analyza inhibice proteosyntézy pritokovou cytometrii

Buriky byly kultivovany v inkubatoru pfi 37°C, 5 % CO, v RPMI médiu s 15% FCS a
s antibiotiky (0,5% streptomycin, 0,05% penicilin). Pro analyzu bylo pouzito
2,5x10° bunék v 10 ml média na kultivaéni lahev. Buriky byly kultivovany stale
za stejnych podminek do nasledujiciho dne, kdy bylo k bunkam pfidano cytostatikum
o koncentraci 5xIC50 (docetaxel 1,38-10"° M, vinkristin 4,54-10"° M, vinorelbin
7,62:10" M). Byly analyzovany bufiky oS$etfené docetaxelem, vinkristhem a
vinorelbinem. Buriky byly s cytostatiky inkubovany po dobu poloviny ¢asu do apoptézy
(docetaxel 150 min, vinkristin 300 min, vinorelbin 250 min). Sou€asné s kazdym
vzorkem (bufikami oSetfenymi cytostatiky) byla kultivovana negativni kontrola (buriky
neoSetiené cytostatiky, misto cytostatika byl k bufkam pfidan stejny objem vody) a
pozitivni kontrola (burniky oSetfené puromycinem; ¢ = 18,4 uM). Po uplynuti doby
inkubace byly bufky sklizeny, promyty teplym PBS (37°C) a pfeneseny do média
bez methioninu. Po 1 h inkubace v médiu bez methioninu byl k bufikdm pfidan
L-azidohomoalanin (Click-iT AHA; 2,58 pl/ml) a buriky byly inkubovany dalSi hodinu.
DalSim krokem bylo sklizeni bunék, promyti PBS, fixace podobu 15 min v 4%
formaldehydu v PBS a permeabilizace po dobu 15 min v 0,25% Tritonu X-100 v PBS.
Potom byly buriky promyty v 3% BSA v PBS. Byla pfipravena Click-iT reakéni smés
smichanim 10x zfedéného Click-iT reakéniho pufru (880 pl/ml), aditiva do Click-iT
reakéniho pufru (100 pl/ml), CuSO,4 (20 pl/ml) a Alexy Fluor 488 Alkyne (3,88 pl/ml).
Buriky byly v Click-iT reakéni smési po dobu 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Pak
byly buriky opét promyty v 3% BSA v PBS a inkubovany s propidium jodidem po dobu
15 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Nasledovalo méfeni na prutokovém cytometru.

Namérfena data byla zpracovana a vyhodnocena v softwaru CELLQuest.
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4.2 Vysledky

Vysledky analyzy IC50 a analyzy doby do apoptdézy nejsou soucasti této prace,
stejné tak i validace pomoci MALDI-MS, zda se metodou SILAC inkorporovaly
do proteinu tézké aminokyseliny. Tyto analyzy byly jiz dfive provedeny pracovniky
laboratofe tkafiovych kultur a vysledky budou soucasti pfipravované publikace.

V €asti vysledky jsou v obrazcich a tabulkach pro buriky oSetfené jednotlivymi léCivy
zavedeny zkratky: VCR, vinkristin; NVB, vinorelbin (navelbin); TXTR, docetaxel
(taxoter).

421 Proteomicka analyza

4.2.2 Analyza bunéénych procest

4.2.2.1 Analyza bunéénych procesti v bunkach osetrenych vinkristinem
4.2.2.2 Analyza bunéénych procesu v bunkach osetrenych vinorelbinem
4.2.2.3 Analyza bunéénych procesu v bunkach osetfrenych docetaxelem

4.2.3 Porovnani proteomickych profila tcinku léciv

4.2.4 Analyza inhibice proteosyntézy
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4.3 Diskuse
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5 ZAVER

Byl zanalyzovan proteom bunécéné linie CCRF-CEM oSetfené protinadorovymi léCivy
docetaxelem, vinorelbinem a vinkristinem. Odpovéd bunécné linie CCRF-CEM
na oSetfeni zminénymi protinadorovymi lé¢ivy byla posuzovana na zakladé vysledku
analyzy bunécénych procesl a statistického srovnani jednotlivych proteomickych profilQ.
Vysledky diplomové prace byly porovnany s doposud znamymi publikovanymi
klinickymi ucinky studovanych protinadorovych léciv. Bylo vSak zjisténo, ze publikaci,
se kterymi by bylo mozné srovnavat dosazené vysledky, je malo. Byly ziskany zcela
nové vysledky, které budou dale validovany a studovany a které budou soucasti
publikace. Pavodni mysSlenkou diplomové prace bylo studovat proteomické profily
uCinku alkaloidl z barvinku, vinkristinu a vinorelbinu, a srovnat je s proteomickym
profilem ucinku docetaxelu. Vzhledem ke stejnému mechanismu ucinku vinkristinu a
vinorelbinu se predpokladal také podobny proteomicky profil ucinku vinkristinu a
vinorelbinu.. Jelikoz se tento prfedpoklad nepotvrdil, bude dale studovana také odpovéd

bunék na dalsi klinicky pouzivany taxoid, paclitaxel.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1D-SDS-PAGE

2D-DIGE
2D-SDS-PAGE

A549
ACTH
AHA
AIDS

ALICE

APS
AQUA

ATP

BCAP-37

BSA

CaCo-2
CCRF-CEM
CDC42

CDK
CEM/VCR1000

CID

CLL

Cy2, Cy3, Cy5
CYP

DNA

DTT

ECM29

elF

EKG

ESI

jednorozmérna gelova elektroforéza s dodecylsulfatem
sodnym na polyakrylamidovém gelu

dvourozmérna fluorescencni diferenéni gelova elektroforéza
dvourozmérna gelova elektroforéza s dodecylsulfatem
sodnym na polyakrylamidovém gelu

bunéc&na linie odvozena od nemalobunééného karcinomu plic
adrenokortikotropni hormon

L-azidohomoalanin

Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného
selhani imunity

acid-labile isotope-coded extractants, znafeni proteinQ
izotopickou znackou, ktera je Stépitelna kyselinou

persiran amonny

absolute quantification of proteins, absolutni kvantifikace
proteind

adenosintrifosfat

nadorové buriky odvozené od rakoviny prsu

hovézi sérovy albumin

bunécna linie odvozena od kolorektalniho adenokarcinomu
bunéc&na linie odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie
kontrolni protein buné¢ného déleni 42

cyklin-dependentni kinasa

bunécéna linie odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie
rezistentni k vinkristinu

kolizi indukovana disociace

bunécéna linie odvozena od chronické lymfocytické leukémie
cyaninoveé fluorescenéni barvivo 2, 3, 5

cytochrom P450

deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

protein asociujici s proteasomem

eukaryotni factor iniciace translace

elektrokardiogram

electrospray ionization, ionizace elektrosprejem
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FA
FCS
FDA

FT-ICR

G-CSF
GDP
GM-CSF
GTP
HelLa
HIV
HNF4
HPLC
HSP

IC50
ICAT

ICPL

iTRAQ

KIF
KSP
L/H
LC-MS

LDS
m/z
MALDI

MAP
MAP3K
MAPK

kyselina mravenci

fetalni hovézi sérum

Food and Drug Administration, organizace pro schvalovani
[€Civ pro uzivani v klinické praxi

Fourier transform ion cyclotron resonance, analyzator iontové
cyklotronové resonance s Fourierovou transformaci
granulocytovy kolonie stimulujici faktor

guanosindifosfat

granulocytovy makrofagovy kolonie stimulujici faktor
guanosintrifosfat

bunécna linie epitelialniho buriky adenokarcinomu délohy
lidsky imunodeficientni virus

jaterni jaderny faktor transkripce 4

vysokoucinna kapalinova chromatografie

heat-shock protein, protein teplotniho Soku

jodacetamid

koncentrace vyvolavajici 50% inhibici ristu bunék
isotope-coded affinity tag, znacCeni proteind izotopickou
znackou

isotope-coded protein label, znaceni proteint izotopickou
znackou

ion trap, hmotnostni analyzator iontova past

isobaric tags for relative and absolute quantification, znaceni
proteinl pro relativni a absolutni kvantifikaci izobarickou
znackou

kinesin

kinesinovy protein déliciho vieténka

pomeér intensity piku lehkych peptidi/tézkych peptidu
kapalinova  chromatografie spojena s  hmotnostni
spektrometrii

dodecylsulfat lithny

pomér hmotnost/naboj

matrix assisted laser desorption/ionization, laserova
desorpcelionizace za ucasti matrice

proteiny asociujici s mikrotubuly

mitogenem aktivovana kinasa-kinasa-kinasa

mitogenem aktivovana kinasa
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MCF-10A
MCF-7
MDA-MB-231
MDA-MB-468

MDR1

mRNA
MRP2

MS Excel
MS
MS/MS
MSA
MTA
MTT
MX-1
NAD*
NADH
NCBI
NF-kB
NK
NMR
NVB
PARP-1
PBS
PC1

PC2
PC-3, DU-145, 22RV1
PCA

PhIAT

PK
PMF

nenadorové buriky prsni tkané

nadorové nemetastazujici buriky odvozené od rakoviny prsu
nadorové metastazujici burfiky odvozené od rakoviny prsu
nadorové buriky odvozené od rakoviny prsu bez receptoru
pro estrogen a nadexprimujici receptor pro epidermaini
rstovy faktor

multidrug resistance protein 1, mnohocCetnou I|ékovou
rezistenci zprostfedkovavajici protein 1 = P-glykoprotein
mediatorova RNA

multi-drug resistance protein 2, protein zodpovédny
za mnohocetnou Iékovou rezistenci

Microsoft Excel

hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

microtubule stabilizing agents, 1éCiva stabilizujici mikrotubuly
microtubule targeting agents, antimitoticka IéCiva
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
nadorové buriky odvozené od rakoviny prsu
nikotinamidadenindinukleotid, oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid, redukovana forma

National Center for Biotechnology Information

jaderny transkripéni faktor kB

negativni kontrola

nuklearné magneticka resonance

vinorelbin (navelbin)

poly-(ADP)ribosapolymerasa-1

phosphate buffered saline, fosfatovy solny pufr

pfispévek zmény ke konecné podobé grafického vyjadreni
analyzy hlavnich komponent v 1. dimenzi

pfispévek zmény ke konecné podobé grafického vyjadfeni
analyzy hlavnich komponent v 2. dimenzi

bunécné linie odvozené od rakoviny prostaty

analyza hlavnich component

phosphoprotein  isotope-coded  affinity tag, znaceni
fosfoproteinu izotopickou znackou

pozitivni kontrola

peptide mass fingerprinting

-84 -



PSMD
RNA
RP-HPLC
RPMI

S/N

SDS
SEC61
SILAC

SPL
TCEP
TEMED
TFA
TLR
TNF
TOF
TRAF6
Tris
TXTR
VCR
WASP

ne-ATPasova regula¢ni podjednotka 26S proteasomu
ribonukleova kyselina

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
Roswell Park Memorial Institute

pomér signal/Sum

dodecylsulfat sodny

proteinova translokasa

stable isotope labeling by amino acids in cell culture, znaceni
bunék pomoci aminokyselin se stabilnimi izotopy
Scheduled Precursor List, seznam prekurzorovych iontt
Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid
N,N,N’,N’-tetramethylendiamin

kyselina trifluoroctova

toll-like receptor

tumor necrosis factor

time-of-flight, hmotnostni analyzator doby letu

faktor 6 asociovany s receptorem TNF
tris(hydroxymethyl)aminomethan

docetaxel (taxoter)

vinkristin

protein Wiskott-Aldrichova syndromu
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