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Abstrakt

Platinova cytostatika jsou v soucasné¢ dobé jedna z nejpouzivanéjSich
protinadorovych 1é¢iv v klinické praxi. Pii 1€¢bé konvencnimi 1é¢ivy vSak ¢asto dochazi
k vedlejsim nezadoucim efektiim, jako je neuro- , nefro- a ototoxicita, ale i rezistence
na léCivo, které casto omezuji ¢i dokonce znemoznuji Uplné vyléCeni pacientd.
V poslednich letech v8ak vzrista zajem o cilenou 1é¢bu, ktera by tyto vedlejsi efekty
minimalizovala. Tato prace méa za ukol shrnout zékladni informace tykajici se transportu
platinovych cytostatik do bun¢k a moznosti cileného doruceni 1éCiva do nadorovych

bunék.



Abstract
Platinum cytostatics are currently one of the most widely used anticancer drugs
in clinical practice. In the treatment of conventional drugs it often occurs secondary
undesirable effects such as neuro-, nephro- and ototoxicity but also resistance to a drug,
which often limit or even make it impossible to a complete cure patients. In recent
years, a growing interest in targeted therapies that would minimize these side effects.
This work is intended to summarize basic information regarding transport platinum

agents into cells and the possibility of targeted drug delivery into tumor cells.



Seznam zkratek:

"H NMR analyza — protonova jaderna magnetické rezonance

A —adenin

ABC — vicelécivovy nosic

ABCC — podceled ABC

ABCC1 — transmembranovy glykoprotein podceledi ABCC zastavajici funkci GS-X
Cerpadla

ADP — adenosin difosfat

Aft — apoferritin

APN — aminopeptidaza N

ATP — adenosin trifosfat

ATP7A a ATP7B — ATPazy P — typu (piepravujici méd’)

ATPaza — enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu ATP

BPs — bisfosfonaty

C —cytosin

CD - cyklodextriny

Cl — chlor

CTR — protein pienasejici méd’

CTR1 a CTR2 — protein piepravujici meéd’ 1,2

CV — 1 buiiky — opici ledvinové bunky

d(ApG) — mustek mezi sousednim adeninem a guaninem uvniti jednoho fetézce DNA
d(GpG) — mistek mezi dvéma sousednimi guaniny uvniti jednoho fetézce DNA
DCA — dichloracetat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E. Coli — Escherichia coli.

EPR efekt — ,,enhanced permeability and retention efekt (= efekt zvySené propustnosti
a retence)

ER — estrogenovy receptor

ER(+) — estrogenreceptor pozitivni tkané (tkan€ vysoce citlivé na estrogeny)
Era, Erb — typy estrogenovych receptori

Ft — ferritin, zelezouchovavajici protein

G —guanin

G2 faze — druhé generaéni (premitotickd) faze bunécného cyklu



GSH - glutathion

GS-X pumpa/¢erpadlo — pumpa piepravujici slouceninu s navazanym glutathionem
H* — vodikovy kationt

H,0O — voda

HA40 — alifatické polyestery

HA — kyselina hyaluronova

HACs — hydroxyapatitové krystaly

HEK?293 buiiky — embryonalni ledvinové bunky

HMG — ,,high mobility group*

hodnota 1Csp — odpovida koncentraci 1éCiva, ktera vyvola 50 % bunécného
poskozeni/smrti

hSLC47A2 — transportérovy protein 2 patiici do podrodiny 47 SLCs, t¢Z hMATE2-K
I —jod

MATE — ,,multidrug and toxin extrusion*

MRP 1 — 5 — konkrétni typy GS — X pumpy

MT — metalothionein

N7 — dusik v poloze 7 na purinovém zbytku

NaCl — chlorid sodny

NAD" — nikotinamidadenindinukleotidovy kationt

NADH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NGR - peptidovy motiv (Ans-Gly-Arg)

OCT1, OCT2, OCT3 - organické kationtové transportéry typu 1,2,3

OCTs — organické kationtové transportéry

P — fosfor

PBR — periferni benzodiazepinovy receptor

PEG — polyethylenglykol

PEO — poly(ethylenoxid)

PG2 — polyglycerol

PHPMA — poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid)

Pt — platina

PVP — poly-(vinylpyrolidon)

RES - retikuloendotelidlni systém; systém majici za kol zniceni cizorodych latek a
spoluucast na tvorbé protilatek

RGD - peptidovy motiv (Arg-Gly-Asp)



RNA — ribonukleova kyselina

S —sira

Se —selen

SLC22 — podrodina 22 nosicii rozpustnych latek

SLC22A1, SLC22A2, SLC22A2 — organické kationtové transportéry typu 1,2,3 téz
OCT1,2,3

SLCA47 — podrodina 47 nosicii rozpustnych latek

SLCA47A1 — transportérovy protein 1 pattici do podrodiny 47 SLCs, t¢z MATE1
SLCs — ,,solute carriers (= nosic¢e rozpustnych latek)

SV40 chromozom — chromozom opiciho viru

SWNHs — , single-walled nanohorns*

SWNTs — ,,single-walled nanotubes

T — thymin

T4 DNA a T7 DNA polymeraza — bakteriofagové polymerazy

TF — transferin

ayP3, ayfs — receptory v transmembrané

BCD — typ cyklodextrinu
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1 Uvod

Platinova cytostatika jsou pouzivana k 1écbé nadorti jiz nékolik desitek let.
Poprvé byl jejich protinddorovy uc¢inek pozorovan Rosenbergem, ktery zkoumal vliv
elektrického pole na rist bun¢k Escherichia coli. (Jamieson a Lippard 1999). Pti jeho
experimentu se mu podafilo poprvé nahodn¢ identifikovat anorganickou slouceninu cis-
diammindichloridoplatnaty komplex, nazyvanou téz cisplatina. Zjisténi cytostatického
ucinku cisplatiny polozilo zakladni kdmen pro vyzkum platinovych cytostatik.

V dnesni dobé jsou v klinické praxi vyuzivany i dal$i analogy cisplatiny,
karboplatina [cis-diammin(1,1-cyclobutandicarboxylato)platnaty ~ komplex] a
oxaliplatina [(1R,2R-diamminocyclohexane)oxalatoplatnaty komplex)] (obr. ¢. 1), které
byly syntetizovany pii vyhledavani méné toxickych a organismus mén¢ zatézujicich
protinddorové ucinnych latek, jako tzv. druhd a tfeti generace téchto platinovych
cytostatik. (Arnesano a kol. 2013). Platinova cytostatika maji Siroké vyuziti pii 1é¢bé
rakoviny varlat, vajecnik, hlavy a krku, tlustého stfeva, mocového méchyte, zaludku,
plic (Bruger a kol. 2011), délozniho ¢ipku a jicnu (Jamieson a Lippard 1999). Jejich
Siroké pouziti je vSak omezeno fadou vedlejSich U¢inkd jako je nefro-, neuro-,

ototoxicita vlastni nebo ziskana rezistence a relapse (Bruger a kol. 2011).

cl . N
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H3N/ \m H3N o N 0 0
0 Ha
cisplatin carboplatin oxaliplatin

Obrazek ¢. 1 — Platnata protinadorova léciva. Prevzato z (Wang a Guo 2013).

V sou€asné dobé€ je jednim z hlavnich cilii vyvoje novych platinovych cytostatik

minimalizovat vedlejsi G¢inky, a to formou jejich cileného transportu pfimo do nadori.
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2  Cil prace

Cilem této prace je vypracovat reSersi, ktera by shrnovala soucasny stav znalosti

o pasivnim a aktivnim transportu platinovych cytostatik do bunék podle osnovy:

=  Molekularni mechanismus protinadorového ptisobeni konvencni cisplatiny
- Vstup do bunék a akumulace cytostatika v buitkach
- Aktivace
- Vazbana DNA
- Odpovéd bunek na poskozeni DNA
» Pasivni transport cisplatiny do bunék
= Aktivni transport cisplatiny do bun¢k
- Transportéry platinovych cytostatik do bunék
* Cileny transport platinovych cytostatik do nadorovych bunék

V této praci budou rovnéz diskutovany znalosti o transportu platinovych
cytostatik do bunék ve vztahu k jejich mechanismiim zodpovédnym za protinddorové

efekty téchto metalofarmak. Cilem této prace bylo také vypracovat seznam

vvvvvv
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3  Molekularni mechanismus protinadorového piisobeni
konven¢ni cisplatiny

Jiz od samotného nahodného objevu protinddorovych ucinkii cisplatiny byl
zkouman mechanismus jejiho protinddorového ptisobeni. Pravé pochopeni mechanismu
pusobeni je dulezité pro efektivni vyuziti téchto 1é¢iv a pro vyvoj novych ucinnéjSich
platinovych cytostatik.

V prubéhu let bylo zjisténo, ze mechanismus protinddorového plisobeni
cisplatiny je multifaktoridlni jev (Brabec 1990, Brabec a Kasparkova 2005, Dhar
a Lippard 2009, Burger a kol. 2011). Jedna se tedy o sousled n¢kolika déja, mezi néz
patii: 1. vstup do bunky, 2. aktivace 1éCiva, 3. vazba na DNA, kterd je cilovym mistem
pusobeni platinovych cytostatik (Jamieson a Lippard 1999), a v neposledni fad¢ i 4.
odpovéd’ bun€k na poskozeni DNA, které nasledné v buiice vyvolaji farmakologicky
efekt. Za farmakologicky efekt budeme povazovat takové déje, které vyvolaji v buiice
programovanou bunécnou smrt tzv. apoptoézu, a nebo ty, pii nichz dojde k zastaveni
bunééného déleni.

V této kapitole se budeme =zabyvat jednotlivymi aspekty mechanismu

protinadorového plisobeni cisplatiny, které byly popsany vyse.

3.1 Vstup do bunék a akumulace cytostatika v buikach

Vstup cisplatiny do buiiky je prvnim vyznamnym krokem k tomu, aby mohlo
dojit v bunice k farmakologickému efektu. Pravé zhorSena vnitrobunééna akumulace
1é¢iva, zptisobena bud’ omezenym vstiebavanim, nebo zvysenym odtokem léc¢iva, mize
patfit mezi mechanismy, které snizuji tvorbu Pt-DNA adukti odpovédnych za bunéénou
smrt, a tim pfispivaji k rezistenci nddorovych buné€k vici cisplatiné (Jamieson a Lippard
1999). Nasi snahou by tedy mélo byt zvySeni akumulace cytostatika v nadorovych
buiikach, a to bud’ zvySenim vstiebavani, nebo naopak snizenim odtoku 1éciva z bunky.
Abychom vSak docilili pozadovaného farmakologického efektu, musime mit na paméti,
ze pouhé nahromadéni cytostatika v buiice ndm pro tento cil nepostaci. Je nutné
pamatovat také na to, ze po vstupu cisplatiny do bunky dochazi k aktivaci a translokaci

platinového komplexu a poté k vazbé na DNA (Jung a Lippard 2007). Tyto postupné
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kroky vstupu 1éCiva se v jistém sméru podobaji substratovému vazani a aktivaci slozek
enzymového reakéniho mechanismu. Pokud by tedy byl tento proces pomaly a nebo by
mohl byt inhibovan, byla by spolu s tim ohrozZena i aktivita 1é¢iva. Cilem tohoto prvniho
kroku (vstup do bunék) je akumulovat platinova 1é¢iva v naddorovych buikach, nebo
alespont ve specifickych tkanich, kde se naddor nachazi. Specifické cileni platinovych
cytostatik do nadorovych bun¢k muize vést k vyraznému snizeni vedlejSich ¢inkd.

Cisplatina je aplikovdna intravenozné. Jiz v krevnim feCiSti muze podléhat
hydrolyze, nebo reagovat s biomolekulami (napt. s proteinem albuminem), coz vede
k silnému omezeni dostupnosti 1éCiva (Arnesano a kol. 2013). Presto vSak cisplatina
prostupuje do bunék ptes lipidovou dvojvrstvu diftzi, endocytézou, nebo aktivnim
transportem, ktery mize byt zprosttedkovdn napf. organickymi kationtovymi
transportéry (OCTs), méd’natym transportérem 1 (CTRI1), nebo jinymi dosud
neznamymi transportéry.

I ptes fadu studii zkoumajicich jak pasivni tak i aktivni transport cisplatiny do
buiiky nebyly dosud jednozna¢né popsany vSechny mechanismy, kterymi je cisplatina

piepravovana pies plazmatickou membranu.

3.2 Aktivace

Jak jiz bylo feceno, cisplatina je aplikovana intravenézng. Casto je podavana
v roztoku, ktery obsahuje 154 mM NaCl (Arnesano a kol. 2013). V krevnim fecisti jsou
zastoupeny Vv pomérné vysoké koncentraci (100 mM) chloridové ionty, které potlacuji
hydrolyzu cisplatiny, ¢imz ji udrzuji v neutrdlnim stavu (Jamieson a Lippard 1999).
V cytoplazmé je vSak koncentrace NaCl podstatné nizsi (3 — 20 mM), coz zplsobi
naslednou hydrolyzu slouCeniny a tim 1 jeji aktivaci (Jamieson a Lippard 1999,

Arnesano a kol. 2013).
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Obrdzek ¢. 2 - Schéma mechanismii, které ridi bunécnou akumulaci léciv na bazi platiny. Cisplatina se
podrobuje hydrolyze a/nebo reaguje s biomolekulami za vzniku riiznych forem. Neutralni Pt léciva mohou
prejit pres lipidové dvojvrstvy pasivni difuzi, endocytozou nebo jsou dopraveny do bunky transportéry
Jjako jsou: organické kationtové transportéry (OCT5), transportér médi 1 (CTRI). Uvniti burniky mohou
vstoupit do jadra, nebo mohou byt deaktivovany vazbou na metalothioneiny (MT), nebo miizou byt
V chelatu s glutathionem (GSH) a nasledné pomoci GS-X cerpadla (MRP1-5) vylouceny ven 7 buriky. Pt
léciva mohou byt také zachycena v subcelularnich organeldch jako jsou vacky (vesicles) prostiednictvim
ATP7B, nebo melanosomech a nasledné pomoci exocytozy vylouceny ven z buriky.

Prevzato z (Arnesano a kol. 2013).

Prvni krok hydrolyzy je klicovym procesem pro aktivaci lé¢iva (Arnesano a kol.
2013). Pti tomto procesu dochdzi k hydrolyze cisplatiny (Wang a Lippard 2005). Dojde
tedy k nahrazeni jednoho nebo obou atomt chloru vodou a vytvaii se tak kladné nabité
hydratované formy cis-[Pt(NHs),CI(OH.)]* a cis-[Pt(NH3),(OH,)2]*". Tyto hydratované
formy jsou mnohem vice reaktivni nez dichloridované formy. Platinova cytostatika
muzou byt uvnitf buiikky deaktivovana vazbou na molekuly bohaté na siru (naptiklad
metalothioneiny (MT), mlzou vytvofit chelat s glutathionem (GSH), ktery je nasledné
vyloué¢en GS-X pumpou (MRP1-5) ven z bunky, atd.). Platinova cytostatika mohou byt
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také zachycena bunéénymi organelami vacky, prostfednictvim ATP7B, nebo
melanosomy a nasledné pomoci exocytoézy vylouceny z bunék. Tyto hydratované formy
mohou také podstoupit proton-disocia¢ni rovnovdhu za vzniku hydroxido-chloridové
formy cis-[PtCI(OH)(NH3),], ktera je neutralni a mohla by tedy difundovat pies
lipidové dvojvrstvy (Arnesano a kol. 2013). Nazorné schéma akumulace platinového

cytostatika (napf. cisplatiny) je znazornéno na obrazku €. 2.

3.3 Vazba na DNA

V pribéhu let byly zkoumdny interakce cisplatiny s jejim hlavnim bunénym
(farmakologickym) cilem. I pfes fadu experimentt, pfi nichz byla sledovéana interakce
cisplatiny s ruznymi bunéénymi slozkami, jako napf. proteiny, fosolipidy, RNA,
mikrovlakny tvofici cytoskelet buiiky, je vSeobecné uznavan jako priméarni bunécny cil
cisplatiny molekula DNA (Jamiesson a Lippard 1999, Wang a Lippard 2005). Nicméné
jen maly zlomek cisplatiny vstupujici do bunky, odhaduje se, ze asi 1%, muze
dosahnout jaderné DNA (Yu a kol. 2008).

Jak jiz bylo feceno, po vstupu cisplatiny do buiiky podléha cisplatina hydrolyze
za vzniku kladné nabitych hydratovanych forem, které se mizou vdzat na DNA. Vazba
na DNA probiha ve dvou krocich (Brabec a KaSparkova 2005). Po aktivaci cisplatiny
v buiice hydrolyzou za vzniku cis-[Pt(NH3),CI(OH,)]" iontu dochazi k prvnimu kroku
vazby na DNA, a to k vytvofeni monofunk¢niho aduktu navazanim hydratované formy
pfednostné na guaninové zbytky. Druhy krok vazby na DNA probihd v navaznosti na
hydrolyzu druhého chloridového ligandu. Pti tomto kroku dochazi k uzavieni mustku
nejcastéji mezi sousednimi purinovymi bazemi téhoz fetézce za vzniku bifunkéniho
aduktu.

Timto zpasobem mohou vznikat rizné DNA adukty vytvorené cisplatinou, které
byly identifikovany rtiznymi metodami. Enzymatické St€épeni DNA ze spermatu lososa,
kterd byla podrobena pusobeni cisplatiny, ndsledované chromatografickou separaci
produkti a 'H NMR analyzou, umoznily identifikaci majoritnich DNA adukti
vytvofenych cisplatinou (Fichtinger-Schepman a kol. 1985). Mezi hlavni produkty
interakce cisplatiny s DNA patii 1,2 — vnitrofetézcové mastky spojujici dva sousedni

zbytky deoxyguanozinu (cis-GG) propojené fosfodiestrerickou vazbou, Cis-
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[Pt(NH3){d(GpG)}] byly zastoupeny ve 47 — 50 %, dale pak 1,2 — vnitrofetézcové
mustky (Cis-AG) spojujici deoxiguanozin a deoxyadenozin taktéz propojené pies
fosfodiesterickou vazbu cis-[Pt(NH3){d(ApG)}] ve 23 — 28 %. Také byly
identifikovany 1,3 — vnitrofetézcové mustky spojujici dva guaninové zbytky (cis-GNG),
mezi nimiz je vSak vloZena jedna baze (N = A, C, T), a mezifetézcové adukty, které
spole¢n¢ zastupuji 8 — 10 % vsech vzniklych aduktl, av§ak mnozstvi mezifetézcovych
pficnych vazeb ve dvousSroubovicové DNA modifikované cisplatinou neptesahuje 1%
(Eastman 1986). Dalsi 2 — 3 % vSech vzniklych produktii byly vysledkem monofunkéni
vazby na guanin, ktera vSak neni odpovédnd za protinadorovy ucinek. Ve vsSech
ptipadech vSak byla platina védzana na atom N7 purinovych bézi, coz muze byt
1987). Obecné se tedy predpoklada, ze pravé 1,2 — vnitrofetézcové mustky koreluji
s protinadorovou aktivtou cisplatiny (Poirier a kol. 1985, Reed a kol. 1986, Reed a kol.
1987).

Vzniklé DNA adukty vytvofené cisplatinou ovlivituji sekundéarni strukturu DNA
(Brabec a KaSparkovd 2005, Jamiesson a Lippard 1999). Dochazi k riznym
konformac¢nim zménam na molekule DNA. Rozsah téchto zmén zavisi na typu aduktu
vytvotreného cisplatinou na molekule DNA. Pfi téchto zménach dochazi vsak ke stoceni
rovin mezi platinovanymi purinovymi zbytky, posunuti platinového atomu z rovin
purinovych kruht, ohybu osy Sroubovice smérem do velkého Zlabku a mistnimu
odvinuti dvojité Sroubovice DNA. Také byly pozorovany dalsi jevy, jako jsou rozsifeni
a zplosténi malého zlabku DNA na opac¢né stran¢ od cisplatinového aduktu, vytvoteni
hydrofobni kapsy a lokdlni modifikace dalSich parametri konformace B dvojité
Sroubovice DNA v okoli aduktu, vedouci ke zménam charakteristickym pro A- formu
DNA.

Pro ziskani vice informaci o mechanismu vazby cisplatiny na DNA je zapotiebi
se zaméfit i na rychlost samotného navéazani cisplatiny na DNA. Radou experimenti
bylo zji§téno, Ze rychlost vazby cisplatiny je fizena spiSe kineticky nez termodynamicky
(Jamiesson a Lippard 1999). Jak jiz bylo feCeno, pfi vstupu cisplatiny se hydrolyzuje
chloridovy ligand a vznika cis-[Pt(NH3),CI(H,0)]". Polocas této hydrolyzy je 2 hodiny
(Bancroft a kol. 1990, Johnson a kol. 1980, Barnham a kol. 1995), coz zasadnim
zpiisobem snizuje rychlost vazby na DNA. Hydratovana forma cisplatiny se pak navaze
na N7 atom guaninové baze a dochazi k odlouceni vody za tvorby monofunkéniho

aduktu, ptficemZz polocas této reakce je 0,1 h. Uzavieni mistku pro vytvofeni
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bifunkéniho aduktu je spjato opét s hydrolyzou, tentokrdt vSak jiz druhého,
chloridového ligandu. Proto je zapotiebi opét pamatovat na polocas reakce 2 hodiny.
Polocas hydrolyzy 2 hodiny je tedy pfiliS vysoka hodnota, pokud vezmeme v Gvahu
moznost reakce cisplatiny 1 s jinymi latkami. Jak jiz bylo feCeno, cisplatina muze
reagovat i s thioly nebo jinymi molekulami bohatymi na atomy siry, jako jsou
metalothioneiny, glutation, vic¢i kterym ma cisplatina daleko vyssi afinitu nez k atomu
N7 purinovych bazi, nebo k jinym zbytkim bazi (Reedijk 1999, Jansen a kol. 2002).
Vazbou cisplatiny na bilkoviny obsahujici siru dojde k inaktivaci cisplatiny a tim i ke
zvySovani rezistence k cisplatiné. Moznym krokem ke zefektivnéni 1é¢by cisplatinou by

tedy mohlo byt i snizeni polocasu hydrolyzy chloridovych ligandd uvnitt buiky.

3.4 Odpovéd’ bunék na poskozeni DNA

K protinadorovému efektu cisplatiny nesta¢i pouze vstup cytostatika do buiiky,
akumulace, aktivace, vazba na DNA nebo pozménéni sekundarni struktury DNA. Tyto
vSechny kroky jsou vSak nedilnou soucasti jeji protinadorové aktivity. Samotnou
protinadorovou aktivitu vSak zprostifedkovavéa sama buiika a jeji bunééné mechanismy,
kterymi dochdzi k odpovédi na poSkozeni jaderné DNA. Diky témto pfirozenym
pochodiim uvnitit bunky, kterymi bunka reaguje na zmény vyvolané vazbou cisplatiny
na DNA, mutze dojit k zastavé bunécného déleni, coz mize vyustit v programovanou
smrt bunky. Témito procesy miizeme tedy dosahnout pozadovaného farmakologického
efektu.

Vazbou cisplatiny na DNA dojde ke zméné konformace, coz mé vliv na bunécné
mechanismy, jako je bunééné déleni nebo tvorba proteinii. Casto jsou adukty vzniklé
vazbou cisplatiny na DNA piehlizeny RNA a DNA polymerdzami, ale také se na né
vaze mnoho proteint, které jsou odpovédné za spravny pribéh bunécnych mechanismu
(Brabec a KaSparkova 2002). Mtze se tedy stat, ze se na DNA, ktera je pozménéna
cisplatinou, navdzou proteiny, které zpusobi ndslednou opravu (napt. vystfizeni)
poskozené Casti, ale taktéZ se mohou navazat proteiny, které naopak mohou zpusobit
zastavu nékterého z bunécnych mechanismi, které jsou pro bunku kritické, a tim

vyvolat v bunice apoptdzu, neboli programovou bunécnou smrt.
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34.1 Inhibice replikace DNA vlivem cisplatiny

Pfi hledani primarniho bunécného cile piisobeni cisplatiny byla zjisténa inhibice
syntézy DNA. Predpoklada se tedy, Ze cisplatina ovliviuje replikaci DNA (Jamieson a
Lippard 1999). Replikace zahrnuje tii dil¢i procesy, jako je rozpleteni dvoufetézcové
DNA v chromatinu, oddéleni fetézcli a syntézu nového vlakna DNA za pouziti
puvodniho fetézce jako templatu. Do tohoto procesu jsou zapojeny DNA polymerazy.
Inhibice replikace byla navrzena jako schopnost vyvolat bunécnou smrt pravé tim, ze
zabrani syntetizovani nového vlakna, které je potiebné pro bunécné déleni.

Mnohymi experimenty bylo dokézano, Ze cisplatina inhibuje replikaci G€¢innéji
neZ jeji neaktivni analogy. Cisplatina byla 5 krat €¢inngj$i neZ jeji izomer transplatina
(Johnson a kol. 1978). V tomto experimentu vSak probihala inkubace DNA templatu po
dobu 3 hodin pfti teploté 37 °C, coz v piipad¢ transplatiny nemuselo byt dostate¢né
dlouho na to, aby vznikly bifunk¢éni adukty. Pfi jiném experimentu bylo zjisténo, ze [Pt
(dien)-CI]" kationty, které mohou tvofit s DNA pouze monofunkéni adukty, nedokéazaly
blokovat syntézu DNA (Jamieson a Lippard 1999). Je tedy mozné piedpokladat, ze
tvorba bifunkénich DNA aduktl je zodpovédna za inhibici replikace DNA.

V jinych experimentech bylo zjisténo, Ze inhibice replikace probiha vzdy na
podobnych mistech aduktu cisplatiny a to jak u eukaryot, tak i u prokaryot (Jamiesson a
Lippard 1999). Pti téchto studiich bylo taktéz zminéno, Ze cis-GG adukty inhibuji
replikaci vice nez cis-AG adukty. Tato sekvencni specificnost muize poslouzit
K uspésnému pouziti cisplatiny v 16¢bé.

Na tuto myslenku navazala i dal$i studie, ve které byly pouzity M13 genomy
mistné specificky modifikované cisplatinou, aby byla posouzena schopnost rtznych
aduktd cisplatina — DNA blokovat replikaci in vitro (Comess a kol. 1992). V této studii
byly zkoumany rtizné DNA adukty cisplatiny cis-GG, cis-AG a cis-GNG adukty a
pouzita fada DNA polymeraz, véetné DNA polymerazy I, bakteriofagové T7 DNA
polymerazy, bakteriofagové T4 DNA polymerazy a dalSich. Vysledky ukazaly, Ze
vSechny pouzité polymerazy se dopustily chyby tzv. ,bypassu®, nebot pii jejich
pusobeni doslo k opomenuti/obejiti navdzané cisplatiny na DNA primérné v 10 %
pfipadi. Frekvence replikacniho obejiti se liSila pro rizné polymerazy, avSak
bakteriofagova T4 DNA polymeraza se této chyby dopoustéla pouze ve 2 % ptipadii.
Cis-GG adukt zde vystupoval jako nejsiln€jsi inhibi¢ni 1éze. Na zaklad¢ téchto vysledki

je mozné tvrdit, ze cisplatina mtize byt mutagenni pravé v dasledku zminéného bypassu.
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Dalsi experimenty za pouziti SV40 chromozému v CV-1 bunkach zelenych opic
ukdzaly, ze pro ziskéni stejné ucinnosti inhibice replikace DNA cisplatinou a jejim
netcinnym izomerem — transplatinou je zapotiebi pouzit az 14 krat vice transplatiny nez
v ptipad¢ cisplatiny (Ciccarelli a kol. 1985). Pfi stejném rozsahu inhibice replikace
DNA vsak bylo zjisténo, ze mnozstvi bifunkéné navazané cisplatiny a transplatiny je
stejné. Vyssi davky transplatiny mohou byt odidvodnény rozdilnym opravnym
mechanismem nebo rozdilnou schopnosti vazat se na DNA. V experimentech s HelLa
bunikami a bunkami 293 (Heiger-Bernays a kol. 1990) byla odhalena zvysena selektivni
aktivita v opravach pro DNA modifikovanou transplatinou, ale dalsi studie s buiikami
¢inskych kieckd a africkych kockodand nebyly schopny najit dikazy pro selektivni
opravy aduktt transplatiny (Roberts a kol. 1987). Nemusi se tedy jednat pfimo o
zvySenou selektivni opravnou aktivitu pro DNA modifikovanou transplatinou.
Pravdépodobné se vSak jednd 0 rozdilné bunécné zpracovani. Inhibice replikace tedy
nemiize sama vysvétlit protindadorové ucinky cisplatiny i piesto, Ze je soucasti tohoto

mechanismu.

3.4.2 Inhibice transkripce DNA vlivem cisplatiny

Zpocatku se tedy pifedpokladalo, Ze inhibice replikace je zodpovédna za
protinddorovou aktivitu cisplatiny, av§ak pozdéjsi studie ukazuji, ze cisplatina inhibuje
rust nddorovych bunék jiz pfi vyrazné nizSich davkach, neZ jsou davky vyvolavajici
inhibici replikace (Jamiesson a Lippard 1999, Brabec a Kasparkova 2002). Tyto studie
prokdzaly vliv cisplatiny na transkripci. Pfi téchto studiich byla sledovana inhibice
replikace v zdvislosti na koncentraci a cytotoxicité cisplatiny. BEhem pozorovani tedy
dochazelo k zastavé bunky v G2 fazi bunééného cyklu. Bylo zjisténo, ze inhibice
replikace zavisi pouze na koncentraci cisplatiny, nekoreluje vSak s jeji cytotoxickou
aktivitou, zatimco schopnost cisplatiny zastavit buiku v G2 fazi bunétného cyklu
korelovala s cytotoxickou aktivitou. V ptipadé nizkych koncentraci cisplatiny byla tato
zastava pouze docasnd, avSak v pfipadé vysokych koncentraci trvala tak dlouho, dokud
nedoslo k apoptoze. Tyto vysledky ukazuji, Ze zastava ve fazi G2 bunécného cyklu je
dasledkem neschopnosti buné€k transkribovat geny nezbytné pro zahdjeni mitozy.

Jiz bylo dokazano, ze adukty cisplatiny jsou schopny inhibovat iniciaci a

elongaci RNA polymerazy II v lidskych bunécnych extraktech (Cullinane a kol. 1999).
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Také mohou ovliviiovat transkripci, a to tim zptisobem, ze transkripéni faktory, potiebné
pro zahdjeni transkripce, se vlivem poskozeni DNA nemohou dostat na své normalni
(pfirozené) vazebné misto, a tim nemuze dojit k transkripci.

Jsou tedy dva zpisoby, jakymi cisplatina ovliviiuje transkripci. Burika tedy
vlivem cisplatiny pozastavi bunécné déleni v G2 fazi, a to do takové miry, jaka
odpovida mife koncentrace cisplatiny, a nebo ji neni umoznéno vibec transkripci zacit
praveé v disledku vychytavani transkripcnich faktorti adukty cisplatiny, ¢imz se zabrani

jejich vazbé na jejich normalni (pfirozena) vazebna mista v DNA.

3.4.3 Degradace telomer a omezeni telomerazové aktivity

Telomery jsou sekvence nukleotidi oblasti, které se nachazeji na koncich
chromozom. Jejich funkci je chranit genetickou informaci do té miry, aby nedoslo
k degradaci chromozomti, a tim zajistuji spravné piedavani genetické informace
Z generace na generaci. Pfi bézném bunééném déleni dochéazi ke zkracovani telomer o
50 az 200 paru bazi, a tim dochazi ke starnuti buniky (Harley a kol. 1990, Allsopp a kol.
1992, Levy a kol. 1992). Pii dostate¢ném zkraceni telomer pak dochazi k apoptoze.
Predpoklada se tedy, ze telomery a telomerdzy hraji vyznamnou roli v nddorovém
bujeni.

Telomerické oblasti DNA jsou atraktivnim cilem pro vazbu cisplatiny, nebot
obsahuji sekvence bohaté na guanin (Jamieson a Lippard 1999). Jiz byl studovan vliv
cisplatiny na telomerazovou aktivitu (Burger a kol. 1997). V této studii bylo dokazano,
ze cisplatina inhibuje telomerdzovou aktivitu, zatimco jiné pro DNA Skodlivé latky jako
napf. bleomycin tuto vlastnost neprokéazaly. Da se tedy pfedpokladat, Ze spolu s inhibici
telomerazové aktivity dochéazi i ke zkracovani telomer. Tato hypotéza byla potvrzena 1
experimentalné (Ishibashi a Lippard 1998). Pfi tomto experimentu dochazelo
v bunkach, které byly podrobeny pusobeni cisplatiny, ke zkraceni a degradovani
telomer. Navic pfi nizké koncentraci cisplatiny bylo pozorovdno v 61 % smrtelné
poskozeni bun¢k prave v disledku ztraty telomer, coz vedlo k apoptdze.

Ze ziskanych vysledkli se predpoklada, Ze nejen, ze cisplatina interaguje
s telomerazovymi oblastmi bohatymi na guanin, ale také pravdépodobné interaguje
s telomerni RNA nebo proteiny, které jsou potfebné pro spravnou telomerazovou

aktivitu. Tedy, vlivem interakce DNA modifikované cisplatinou S proteiny potfebnymi
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ke spravné funkci telomerazy podléhd buika degradaci telomer a nasledné i apoptdze,
coz ma za nasledek inhibici rychlosti nddorového bujeni. Je zde vsak zapotiebi uvést, ze
po skonceni vlivu cisplatiny na funkci telomerdz nemizeme ocekavat u nadorovych
bunck i nadale degradaci telomer. Je tedy zapotiebi, aby doslo pii 1é¢bé nadorti pomoci
cisplatiny k usmrceni vSech nadorovych bunék. V opaéném ptipadé by 1écba nebyla

pravdépodobné dostatecné ti€inna.

34.4 Bunééna smrt vlivem cisplatiny

Jiz bylo feceno, Ze cisplatina ovlivituje riizné bunééné procesy v takové mire, ze
dochazi v buiice k vyvolani programové bunécéné smrti neboli apoptoéze. Apoptdza je
vSak natolik specificky proces, Ze pocet moznych cest, jakymi je zprostfedkovéana stale
neni zcela zndm (Brabec a Kasparkova 2002).

Apoptoza je charakterizovana redukci objemu bunék, konvoluci a tzv.
,blebbing* (zpuchytkovanim) povrchu buiiky, kondenzaci chromatinu s aktivaci
endogenni endonukledzy, rozpoznani fagocytarni buniky a zdvislosti na aktivni
proteinové syntéze (Wyllie 1987).

Vysledky experimentil, které sledovaly inhibici transkripce vlivem cisplatiny a
zastavu bunécného déleni v G2 fazi bunééného cyklu, poukazovaly na schopnost
cisplatiny vyvolat v bufice apoptdézu (Sorenson a Eastman 1988 a, b). Béhem téchto
experimentll byly pozorovany zlomy dvouietézcové DNA. Nasledné bylo zjisténo, ze
tyto zlomy vytvati v gelech ,zebiiky” typické pro bunétnou smrt. Timto prvnim
krokem byla odhalena schopnost cisplatiny vyvolat v buiice apoptozu. V této studii bylo
také moZzné pozorovat i dalSi znaky charakterizujici bunécnou smrt, jako je bunécné
smrStovani a ,,blebbing* povrchu bunky. V jiné studii byla prokdzdna 1 fragmentace
DNA (Barry a kol. 1990). Konkrétné&jsi kroky, jakymi lze pomoci cisplatiny vyvolat
bunécnou smrt, ¢ekaji na své odhaleni.

Bunka tedy pravdépodobné podléhd apoptdze v disledku neschopnosti opravy
poskozeni DNA, které vzniklo vlivem cisplatiny. Tato neschopnost opravy poSkozeni
muZe pochazet z fatdlniho poSkozeni DNA nebo nedostatkem latek potfebnych pro jeji

opravu.
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3.4.5 Opravné mechanismy bunky

V ptedchozich odstavcich bylo naznaceno, Ze bunécné opravné systémy maji
taktéz velky vyznam pii farmakologickém efektu cisplatiny. V pfedchozich odstavcich
byly zminény pasivni reakce buiiky na piisobeni cisplatiny. Cisplatina totiz v buiikach
vyvolavala reakce (pfedevSim inhibici) béznych bunéénych mechanismii. Na tomto
misté vSak zminime aktivni roli bunky v reakci na ptisobeni tohoto cytostatika.

Pfi studiu primérniho cile farmakologického piisobeni cisplatiny byla zkoumana
zavislost cytotoxicity tohoto cytostatika u bun¢k schopnych oprav (proficientnich) a
neschopnych oprav (deficitnich) (Beck a Brubaker 1973, Brabec 1990). V téchto
studiich bylo doké4zéano, Ze buiiky deficitni na opravy jsou k 1é€b¢ cisplatinou mnohem
vice citlivé nez ty, které jsou schopné ti¢inn¢ poskozeni DNA opravovat.

Nejvétsi pozornost byla vénovana predevsim nukleotidovym excisnim opravam
(NER). Pii téchto opravach dochazi k vystfizeni poskozené c¢asti DNA pomoci
hydrolyzy fosfodiesterové vazby a nasledné Kk dosyntetizovani fetézce podle
komplementarniho fetézce, ktery slouzi jako templat. Timto procesem je snadno
vysttizen 1,2 — GG vnitrofetézcovy adukt, ktery je hlavnim aduktem vzniklym pii vazbé
cisplatiny na DNA. Jedna se o specificky proces, pii némz dochazi nejprve K rozpoznani
mistku DNA endonukleasami, ktery vznikl vazbou cisplatiny na DNA. Nasledné
probéhne vysttizeni oligonukleotidu obsahujiciho adukt cisplatiny.

Po vystiizeni aduktu cisplatiny by vsak farmakologicky efekt tohoto cytostatika
byl ztracen. Aby nedochazelo ke ztraté farmakologického efektu, je zapotiebi omezit
vliv nukleotidové excisni opravy. Na DNA modifikovanou cisplatinou se velmi dobie
vazou proteiny s HMG-doménou. Tyto proteiny blokuji vystfizeni 1,2-GG
vnitrofetézcovych mastkd, nikoliv vSak 1,3- GG vnitrofetézcovych mistkd (Jamieson a
Lippard 1999). Zda se tedy, ze tyto proteiny hraji vyznamnou roli jak v aktivité
cisplatiny, tak i v rezistenci bun¢k vici tomuto cytostatiku (Brabec a Kasparkova 2002).

V dal8ich experimentech byl zkoumén i pfinos dalSich opravnych mechanismt
pro cytotoxickou aktivitu cisplatiny. V experimentech s bunikami E. Coli, které obsahuji
mutaci bud’ v rekombinac¢nich opravach nebo opravach nespravného parovani bazi
(mismatch repair), byla sledovana taktéz vyssi citlivost na cisplatinu (Beck a Brubaker
1973, Fram a kol. 1985). V jiné studii bylo dokazano, ze ztrata schopnosti opravovat
nespravné parovani bazi Kkoreluje s 2,3-nasobnym nardstem rezistence nékterych

bunécnych linii k cisplatiné (Modrich 1997). Do jaké miry maji vliv tyto a dals§i opravné
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mechanismy na G¢innost cisplatiny, je vSak zatim neznamé.

Bunka tedy aktivné reaguje na poskozeni DNA vzniklé pilsobenim cisplatiny
riznymi formami oprav, pfedevSim vSak nukleotidovou excisni opravou, ve snaze
odstranit toto poskozeni, anebo syntézou riznych proteind, napi. proteini s HMG-
doménami, které zastinuji toto poskozeni, ve snaze minimalizovat efekty vzniklé timto

poskozenim.
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4 Pasivni transport cisplatiny

Pasivni transport cisplatiny je jednim ze zptisobu, jakymi muze cisplatina
proniknout pies bunéénou membranu do vnitiniho prostfedi bunky a tak pokrac¢ovat ve
své cesté k cilovému mistu svého farmakologického efektu uvnitt buniky.

Zpocatku bylo povazovano za samoziejmé, ze cisplatina vstupuje do bunky
pasivni difuzi, coz bylo podloZzeno fadou dikazii (Arnesano a kol. 2013). Bylo
dokézano, ze limitujici faktor akumulace je koncentrace cisplatiny uvnitf bunky.
Bunécnd absorpce cisplatiny probiha linearn€ s ¢asem po dobu jedné hodiny bez
nasyceni az do koncentrace 1 mM. Daéle bylo zjisténo, ze nedochazi k inhibici
akumulace cisplatiny v dusledku ptisobeni jejich strukturnich analogi, coz je v souladu
s hypotézou, podle které¢ neni transport cisplatiny do buiky zprostiedkovan nosicem
(Andrews a kol. 1988). Je vSak nutné brat v tvahu, Ze transport nemusi byt nutné
zprostiedkovan nosi¢em, ktery by byl shodny jak pro konvenéni cisplatinu, tak i pro jeji
strukturni analogy. Pokud by tedy existovaly rtizné nosice jak pro konvencni cisplatinu,
tak 1 pro jeji strukturni analogy, nedochazelo by k ovlivnéni akumulace cisplatiny
v dtsledku ptisobeni jejich strukturnich analogi, ale zaroven by se mohlo uvazovat o
nosic¢em zprostiedkovaném aktivnim transportu pro konvencni cisplatinu.

Pasivni transport vyuziva n€kolika zakladnich charakteristik solidnich (pevnych)
nadorl. Jednou znich je nedokonale vybudovany cévni systém, ktery se vytvari
angiogenezi (novotvorbou cév) pii zhoubném bujeni. Pii této angiogenezi dochazi
k rychlé tvorbé cévniho fecisté, které vSak neni dokonale ohrani¢ené od okolniho
prostfedi. Cévni endotel se vytvaii velmi rychle a nespojité, coZ ma za nasledek vyssi
pocet fenestrace (prodéravéni) (Wang a Guo 2013). V téchto nové vzniklych cévéach
nadorovych tkénich se nachazeji pory, které umoznuji na rozdil od normalnich cév
prichod i makromolekularnim latkam, a to o velikosti v rozmezi 200 nm — 1,2 mm (obr.
3). Tento pfistup cileni je tedy vhodny pro makromolekuldrni latky, napt. polymery
(Rihova 2003), ale i nano&astice (Wang a Guo 2013).
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Obrdzek & 3 — Zndazornéni EPR efektu v nddorové tkani. Prevzato z (Rihova 2003).

Dalsi vlastnosti solidnich nadort je také to, Ze bunécné stény noveé vznikajicich
bungk pti zhoubném bujeni jsou tenéi, nez u bun€k normalnich tkani, a tudiz jsou i Iépe
propustné. Déle je také vyuzivano nedokonalého lymfatického odvodu, ¢imz dochazi
k hromadéni latek uvnité buiiky. Uvnitf solidnich nadort tedy dochazi k tzv. EPR
(enhanced permeability and retention) efektu neboli zvySené propustnosti a naslednému
zadrzeni dané latky (Graf a Lippard 2012, Wang a Guo 2013).

EPR efekt je hlavnim principem pasivniho transportu, téZ nazyvaného pasivni
akumulace (Rihova 2003). Jeho u¢inek je pozorovan v nékolika typech nadorti (Wang a
Guo 2013). Koncentrace 1é¢iva v nadorové tkani mize byt diky EPR efektu 10 krat az
30 krat vyssi nez v krvi. Pro dosazeni spravného EPR efektu je zapotiebi, aby léky
cirkulovaly v krevnim fecisti po dobu nejméné 6 hodin. EPR efekt hraje roli nejen
V pasivnim transportu, ale také prodluzuje uchovani 1é¢iva, a to i po nékolik tydnt
(Maeda a kol. 2009). Pro vytvoieni novych platinovych 1éka vyuzivajici EPR efekt pro
svoje smérovani by mohlo byt vyuZito vlastnosti nanocastic a makromolekul, jako jsou
micely nebo liposomy (Wang a Guo 2013).

Vsechny tyto vlastnosti solidnich nadort napomahaji k hromadéni cytostatika,
zvlasté pak cytostatika s makromolekularnim nosi¢em, uvniti nadoru. Presto samotny
pasivni transport nenabizi dostatecné zacileni cytostatika k nddorové buice, protoze
vice nez 95 % cytostatika ur¢eného pro pasivni transport je umisténo v jinych
nenadorovych tkanich (Bae a kol. 2011), coz miize pfispivat k vedlejSim ucinkim
cytostatika. Existuje vSak jeste dalsi zpiisob, jakym se mohou platinova l1é¢iva dostat do

vnittniho prostfedi burnky, a tim je aktivni transport.
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5  AKtivni transport cisplatiny

ey ee

nebo zprostfedkovana rliznymi transportéry, které ovliviuji jak vstup cisplatiny do
bunék, tak i odtok cisplatiny z bun¢k (Jamieson a Lippard 1999). Tento uleh¢eny nebo
zprostiedkovany transport se téZ nazyva aktivni transport.

Aktivni transport mél jiz ve svych piredstavach némecky biochemik a
farmakolog Paul Ehrlich, ktery aktivné sméfované 1é¢ivo nazval ,kouzelnou stielou*
(Rihova 2003). Lé¢ivo by v idedlnim piipadé dorazilo p¥imo a jen K nemocnym
bunkam. Tato zdanlivé jednoducha myslenka je ovSem v praxi uskuteCnitelnd jen
S obtizemi. Je totiz zapotiebi, aby nemocnd buiika vykazovala charakteristicky znak,
kterym by se odliSovala od ostatnich zdravych bunck, a aby bylo mozné tento
charakteristicky znak néjakym zpisobem zamifit.

Aktivni transport se tedy vyznacuje pravé specifickymi molekularnimi
interakcemi mezi 1é¢ivem a builkkou nebo tkaniovym prvkem (Wang a Guo 2013).
V ideédlnim piipadé by bylo mozné aktivnim transportem regulovat akumulaci 1é¢iva
pfimo v nadorové buiice. Regulace akumulace by bylo mozné dosdhnout pomoci
transportérti dvojim zptsobem a to 1. zvySenim vstfebavani platinovych 1é¢iv do bunky,
nebo 2. sniZzenim odtoku téchto platinovych lé€iv ven z nadorové bunky. Pomoci
aktivniho transportu je tedy mozné selektivné v nadorovych buikéach zvysit akumulaci

cytostatika, coz je prvnim pottebnym krokem k farmakologickému efektu.

5.1 Transportéry platinovych cytostatik do bunék

Transportéry platinovych cytostatik hraji vyznamnou roli v akumulaci
platinovych cytostatik v buiice. Jejich vlastnosti byly pozorovany v fadé studii, které
demonstrovaly regulaci akumulace cisplatiny v buiikach.

Mezi takové transportéry se fadi rizné membranové nosice a kandly, kterym se
fika souhrnné transportomy. Do bunééného hromadéni je zapojen pouze omezeny pocet
lé¢ivovych nosicl véetné vtokovych i odtokovych pump (Burger a kol. 2011). Mezi
takové nosiCe patii proteiny prendsejici méd (CTR), prenasece organickych kationth
(OCTs) patiici do rodiny SLC22 (Koepsell a Endou, 2004), a nedefinované cis-

konfiguraéni specifické platnaté vtokové nosice (Helleman a kol. 2006).
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Existuji vSak 1 transportéry, které naopak snizuji akumulaci v buiikéch. Do této
skupiny lze zafadit ATP vazebnou kazetu (ABC) vicelécivového nosice,
méd-prenasejici P-typ ATPazy a MATE proteiny patfici do podrodiny SLC47
membranovych transportérc (Bruger a kol. 2011). I tyto transportéry pfispivaji

k regulaci akumulace cytostatika v nadorové burce.

5.1.1 Transportéry médi (CTR) a méd’ transportujici ATPazy P - typu

Funkce transportéri médi a ATPazy, kterd rovnéz transportuje méd’, byla
sledovana v piimé spojitosti s akumulaci platinovych cytostatik v bunkach (Safaei a
Howell 2005). K zajimavym vysledkim patii také zjisténi, ze proteiny fidici
homeostazu médi se mohou podilet na regulaci hladiny platiny v bufice (Jung a Lippard

2007).

CTR transportéry

Piimé souvislost mezi pfitomnosti méd'natého transportéru a vstupem cisplatiny
do bungk byla také prokazana pii experimentech s kvasinkami (Ishida a kol. 2002).
Kvasinkové bunky postradajici méd’ — absorbujici protein CTR1 vykézaly zvySenou
rezistenci a snizenou akumulaci vici cisplatin€. Pozdé¢jsi studii bylo také potvrzeno, Ze
tyto proteiny transportujici méd’ zprosttedkovavaji akumulaci ciplatiny v bunikach (Jung
a Lippard 2007).

Do skupiny CTR transportéra patii CTR1 a CTR2 (Bruger a kol. 2011). CTRI je
polypeptid, ktery ma tfi transmembranové domény, které se spojuji dohromady
Vv symetricky homotrimer s deviti Sroubovicemi, a tak vytvatfeji por skrz lipidovou
dvojvrstvu (obr. ¢. 4) (Nose a kol. 2006). CTR1 zprosttedkovava vtok cisplatiny,
karboplatiny a oxaliplatiny a je vyznamnym faktorem citlivosti na tyto slouceniny
(Bruger a kol. 2011). Podobné vlastnosti, co se tyka cytotoxicity a schopnosti regulovat

akumulaci cisplatiny a karboplatiny v burice, ma také CTR2 transportér.
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Lipid bilayer
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Obrazek ¢ 4 — Schématické znazornéni CTR 1 transportéru. Prevzato z (Bruger a kol. 2011).

ATPazy P-typu

Jeden z prvnich vyznamnych zvrati v ivahach o aktivnim transportu cisplatiny
pfiSel s pozorovanou rezistenci bunék vici tomuto cytostatiku poté, co byla provedena
transfekce ATPazy prepravujici méd (ATP7B) do lidskych epidermoidnich
rakovinovych bunék, ¢imz byl nasledné zvySen odtok lé¢iva z bunék (Komatsu a kol.
2000). Timto experimentem bylo poukédzdno na to, Ze proteiny, které se podileji na
homeostazi médi, mohou byt rovnéz zapojeny do homeostaze platinovych sloucenin.

Do skupiny ATPaz P-typu lze zahrnout dva vnitrobunééné transportéry ATP7A a
ATP7B. Tyto transportéry se podileji na uklddani a vytlacovani médi z prostoru
lokalizovaném v ramci trans-Golgiho sit¢ v plazmatické membrané (Samimi a kol.
2004), ale také jsou zapojeny do vesikularniho ukladani a sekrece platinovych slouc¢enin
zprosttedkovaného Golgiho aparatem (Bruger a kol. 2011). Casto jsou tyto proteiny
spojovany s rezistenci bun¢k na cisplatinu, avSak dikazy, které by tuto hypotézu
potvrdily, jsou pouze nepiimé. Napiiklad ve studii Nakayma a kol. (2004) byla
pozorovana zvysena exprese ATP7B v korelaci s neptiznivym klinickym vysledkem.
V dalSich studiich byla tato zvySena hladina ATP7B spojovéana se Spatnym vysledkem
pri 1€cbé pacientii s karcinomem ovaria cisplatinou (Samimi a kol. 2003) nebo pfi 1é¢be
kolorektalniho karcinomu oxaliplatinou (Martinez - Balibrea a kol. 2009). Zda jsou tyto

proteiny hlavni nebo jen vedlejsi pficinou rezistence, zatim je zapotiebi jeSte objasnit.

ATP — vazebna kazeta (ABC) vicelécivovych nosic

Dalsim zptsobem, jakym je mozné ovliviiovat akumulaci v nadorové bunce, je

spolupiisobeni ABC mnoholécivovych nosicti podéeledi ABCC a biosyntézy glutationu

28



(Bruger a kol. 2011). Bylo totiz zjiSténo, ze nddorové buiiky rezistentni na platinu jsou
schopné eliminovat platinovou slou¢eninu, ktera konjugovala s glutationem, a to
zpusobem zavislym na ATP pomoci aktivniho odtokového mechanizmu. Tento odtokovy
mechanismus je zprostfedkovan tzv. GS-X Cerpadlem. Pozdéji bylo zjisténo, ze funkci
tohoto GS-X cerpadla zastava transmembranovy glykoprotein ABCCI. Také bylo
zjisténo, ze pouze samotny ABCCI1 nezapficiiluje rezistenci na platinové slouceniny.
Avsak pii zvySené biosyntéze glutationu a zaroven i expresi ABCC1 Cerpadla mize

dochazet k inhibici akumulace a ke zvyseni rezistence bun¢k.

512 Nosice rozpustnych latek (SLCs)

Huang a Kkol. v roce 2004 zvetejnili, ze protinadorové 1éky mohou vstupovat do
buiiky pomoci SLC transportérii. Nad¢eled’ nosic¢t rozpustnych latek (SLCs = Solute
carriers) zahrnuje 55 podceledi, které zahrnuji pasivni transportéry, symportéry,
antiportéry stejné jako mitochondridlni a vesikularni transportéry (Bruger a kol. 2011).
Vétsina téchto SLC se nachazi ve vnéjsi bunééné membrang, i kdyz nékteré z nich se
nachdzeji také v organelovych membranach uvnitf bunky (He a kol. 2009). Mezi
nejvyznamngéj$i nosice rozpustnych latek, které maji vliv na akumulaci platinovych
slouCenin v bunkach, patii organické kationtové transportéry (OCTs) patiici do
podrodiny SLC22 a MATE (multidrug and toxin extrusion) transportéry, které patii do
podrodiny SLC47.

Organické kationtove transportéry (OCTs)

Kromé médnatych transportérii bylo zjisténo, Ze usnadnéné vstfebavani do
bun€k je spojeno s ptitomnosti organickych kationtovych transportérti neboli OCTs,
které patti do podrodiny SLC22 (Burger a kol. 2011).

Podskupina organickych kationtovych transportéri zahrnuje tfi Cleny, a to:
SLC22A1 téz znamy jako OCT1, SLC22A2 (= OCT2), SLC22A3 (= OCT3) (Bruger a
kol. 2011). Obecna stavba OCTs se vyznacuje 12 transmembranovymi doménami (obr.
€. 5). OCT1 je prevazné exprimovan v bazolaterdlni membrané hepatocytii v jatrech.
OCT?2 je ptevazné exprimovan v proximalnim tubularnim epitelu v ledvinach, ale také
byl exprimovan v nadorovych builkdch karcinomu tlustého stfeva, vajecniku i

kolorektalniho karcinomu. OCT3 je exprimovan v jatrech, placente, ledvinach, srdci i
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Vv kosternim svalstvu. Pravé tyto tkdné s vysokou expresi OCTs jsou Castéji citlivéjsi

k toxicité platiny. OCTs tedy hraji roli v absorpci, distribuci a vylu¢ovani 1é¢iva.

Extracellular space

Lipid bilayer
of the cellular
membrane

Cytoplasm

Obrazek ¢. 5 — Schématické znazorneni OCT transportéru. Prevzato z (Bruger a kol. 2011).

V fadé studii bylo zvefejnéno, Zze OCT2 se kriticky podili na pifijmu a
cytotoxicité platinovych sloucenin (Bruger a kol. 2010). V lidskych renalnich
proximalnich tubulech bylo pozorovano zprostfedkované vstiebavani cisplatiny
organickym kationtovym transportérem OCT2, nikoliv v§ak OCT1, ale spolu s tim bylo
pozorovano potlaceni apoptézy indukované cisplatinou (Ciarimboli a kol. 2005).
K podobnému zavéru se doslo i v experimentu, v némz byla akumulace cisplatiny vys$si
pravé v bunkach HEK293, které stabilné exprimuji krysi OCT2 (Yonezawa a kol. 2005).
V jinych studiich byla prokézana také vysSi akumulace oxaliplatiny v builkach
exprimujicich OCT2 a naopak inhibice vstiebavani v pfitomnosti specifickych
inhibitord OCT2 (Bruger a kol. 2011). Naopak karboplatina nevykazuje Zadny
transport ulehéeny OCT2. OCT2 tedy vykazuje odlisSnou aktivitu k platinovym
slouc¢eninam, a to v disledku jejich rozdilné afinity. V ptipadé OCT1 a OCT3 se nezda,
ze by hraly vyznamnou roli v ptijmu, dopravé a farmakokinetice platinovych sloucenin.

Ocekava se tedy, ze OCT2 bude usnadiiovat pfepravu platinovych cytostatik a
zprostiedkovavat jejich vychytdvani. Dale je mozné organické kationtové transportéry
OCT2 povazovat za vyznamné pro platinovou nefrotoxicitu a spolu s tim je zapotiebi
pamatovat i na specifické antagonisty OCT2, které mohou hrat vyznamnou roli v fizeni

nefrotoxicity v klinickych aplikacich.
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MATE transportery

Jak jiz bylo tfeceno, MATE transportérové proteiny patii do skupiny nosici
rozpustnych latek SLC47. Nachazeji se téméf u vSech prokaryot a eukaryot (Bruger a
kol. 2011). Jsou odpovédny za vyluCovani metabolického odpadu a cizorodych
organickych kationtl v ledvinéach a jatrech (Moriyama a kol. 2008).

Bylo zjisténo, ze lidské SLC47A1 (MATE1l) a hSLC47A2 (hMATE2-K)
proteiny jsou hojné exprimovany vV membrané ledvin. MATE1 je také exprimovan
v nadledvinach, varlatech, v kosternim svalstvu a jatrech. Bylo zvefejnéno, ze cisplatina
a oxaliplatina, nikoliv karboplatina, jsou piepravovany pravé témito MATEI] a
hMATEZ2-K transportéry (Yonezawa a kol. 2006). Tyto MATE transportéry tedy mohou
hrat vyznamnou roli pfi rendlni eliminaci platinovych sloucenin a také mohou byt
vyznamnym faktorem pii nefrotoxicité vyvolané cisplatinou.

Pti uvahach o efektivnéjSim podavani 1é¢iv je tedy zapotiebi pamatovat na vyse
zminéné mechanismy, které ptsobi jak zvySenim akumulace cytostatika v nadorové
buiice (OCTs, SLC22, CTR), tak i snizenim nebo omezenim této akumulace (ATPazy P-
typu, ATP — vazebna kazeta ABC vicelécivovych nosi¢li, MATE proteiny). Celkové
muzeme fici, ze membranové transportéry platinovych sloucenin, zahrnujici jak
proteiny fidici homeostazu médi, jednotlivé transportéry organickych kationtti (OCTs)
ale 1 nosi¢e rozpusténych latek SLCs, miiZzou nejen predikovat citlivost a odolnost
nadoru vici cisplating, ale také mohou vyznamné€ ovlivnit rozhodujici parametry
farmakokinetiky (Burger a kol. 2011).

Shrneme-li tedy vySe uvedené informace, je ziejmé, ze cisplatina vstupuje do
bunék rliznymi cestami, které zahrnuji jak pasivni, tak i aktivni transport. Totéz plati i
pro dalsi platinové slouceniny (Jung a Lippard 2007). Kazda z téchto cest pak mulzZe
ovlivnit akumulaci platinové slouceniny v buiice v zévislosti na jejim chemickém
sloZeni a struktufe. Pravé vyuzitim rozdilnych charakteristik platinovych sloucenin a
kombinaci aktivniho a pasivniho transportu by bylo mozné dosahnout cilené 1écby

nadoru.
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6  Cileny transport platinovych cytostatik do nadorovych
bunék

V nedavné dobé¢ se rapidné zvysil zdjem o cileny transport 1éCiv, a to ve snaze
minimalizovat vedlejsi €inky a zefektivnit Ié¢bu. Podobné tomu bylo 1 v pfipadé cilené
1écby nadorh pomoci platinovych cytostatik. Platinova cytostatika jsou rtznymi
zptisoby modifikovana tak, aby umoznila lepsi klinické pouziti. V disledku tohoto
zajmu je pii vyvoji novych 1é¢iv kladen diraz na dobrou rozpustnost ve vodé, ale také i
na dostatecnou stabilitu potiebnou pro intaktni priichod organismem, jeSté vyraznéjsi
zvyseni akumulace platiny v nadorovych bunkéch a naopak snizeni toxicity v jinych nez
nadorovych tkdnich a celkové na upravu léCiv tak, aby byly fizené¢ aktivovatelné.
Tomuto idealu je mozné se piiblizit neaktivnimi formami 1é¢iv, tzv. ,,prodrugs®, coz
jsou latky, které jsou neaktivni do té doby, neZz jsou metabolitovany v nadorovych
buiikéch za vzniku jejich aktivnich forem.

Pii cileném transportu je ptihlizeno k riznym vlastnostem, kterymi se odlisuji
nadorové tkan¢ od zdravych. Nejen, Ze je mozné vyuzit nedokonalého cévniho systému,
ktery zasobuje néador, jak jiz bylo popsano v kapitole o pasivnim transportu, ale také je
mozné vyuzit hypoxického prostfedi uvnitt nadoru (Wang a Guo 2013). Toto hypoxické
knému pfiispiva i nedokonaly cévni systém, ktery nedostatecné zasobuje nador
kyslikem. U nadorovych bun¢k byla pozorovana zvySend aerobni glykolyza a zvySena
zavislost na glykolytickych cestach pro generaci ATP zndm4 téZ jako Warburgiv efekt.

Glykolyzu je mozZné jednoduse shrnout rovnici

Glukoza + 2P+ 2 ADP + 2 NAD * — 2 Pyruvat + 2ATP+ 2 NADH + 2 H " + 2 H,0

V disledku téchto glykolytickych reakci dochdzi ke snizeni pH uvnitf
nadorovych tkani. Toho je moZné vyuZit pro aktivaci platinového 1é€iva. Mohou tedy
byt navrZena takova ,,prodrugs®, ktera jsou neaktivni v krevnim fecisti (pii pH 7,4), ale
stanou se aktivnimi poté, co vstoupi do nadorové tkané. Pfedpokladem pro tuto
schopnost je pritomnost hydrolyzovatelné skupiny citlivé na pH v ¢asti nosice 1éCiva a
také vazba mezi 1é¢ivem a nosi¢em by méla byt zavisld na pH, zaroven vsak by jeji
stabilita méla zapadat do rozmezi 2 — 3 jednotek pH.

Diéle je také mozné vyuzit nékterych specidlnich vlastnosti pfimo jednotlivych
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nadorovych tkani, jako napf. vystaveni urcitych receptorti, které umoziuji vstup dovnitf
nadorové burky, nebo zavislost na piitomnosti n¢kterych latek pottebnych pro spravny
vyvoj danych nadorovych bun¢k.

Existuji tedy pfiblizn¢ tifi hlavni zplsoby, jakymi lze dosédhnout cileného
transportu, a to jsou: 1. pfimé doruceni 1éCiva do nddoru (napf. pomoci injekce) a
nasledné lokalni uvolnovani 1é¢iva, 2. pasivni cileny transport, ktery vyuzivéa predevSim
fyzikéalné-chemickych vlastnosti 1€civ (napi. jejich velikost, lipofilitu), 3. aktivni
transport, ktery je umoznén diky smeérovaci ¢asti, kterd doruci 1é¢ivo na pozadované
misto (Rabiskova 2008). V nésledujicich fadcich zminime tedy aktivni i pasivni systém

dorucovani platinovych cytostatik.

6.1 Aktivni cileni platinovych cytostatik

Jiz v kapitole o aktivnim transportu cisplatiny bylo uvedeno, ze tento transport
1é¢iv je ulehCeny. V piipadé samotné cisplatiny lze jeji transport pouze usnadnit vyse
zminénym zpusobem, a to pomoci riznych transportéri. AvSak v ptipadé cileného
aktivniho transportu je mozné modifikovat platinova 1é¢iva do takovych forem, které
budou efektivnéji plnit svoji funkci na bliZe specifikovaném miste.

Aby bylo mozné blize specifikovat misto plisobeni 1€Civa, je zapotiebi, aby
nadorova buiika obsahovala na svém povrchu specificky znak — receptor (Rihova 2003).
Tento ptistup vSak muze byt aplikovan na nadory, které obsahuji biochemické subjekty,
jejichz mnozstvim nebo funkénosti se 1i§i od normélnich tkani (Wang a Guo 2013).
Tento zpiisob cileni se jevi velmi U¢inny, avSak Casto je obtizné zasdhnout vSechny
nadorové bunky, protoZze ne vSechny nadorové bunky maji dany specificky znak na
svém povrchu (Rihova 2012). Také se Casto stava, Zze buitky méni sviij povrch
v diisledku zmény okolniho prostiedi, napt. po zahajeni 1é¢by (Rihova 2003). Buiika se
tim snazi zabranit navazani ,,cizorodych latek®, jimiz jsou v tomto piipad¢ léCiva, na
svém povrchu. I pfesto vSak tento zplisob umoznuje selektivni zacileni nddorovych
bunck.

Mame-li zajistény specificky receptor na povrchu nadorové buiiky, je mozné tuto
buniku zacilit, a to formou smeérujici molekuly navazané k 1écivu. Jako smeérujici
molekulu lze pak pouZit protilatky, hormony, cukry, lektiny (Rihova 2003), ristové
faktory, transferin, enzymy, vitaminy, polysacharidy, peptidy (Rihova 2012), ale i
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aminokyseliny a bis-fosfonaty (Dancey a Chen 2006). V typickém aktivnim cileném
dorucovacim systému je pak tato smérujici molekula vazana k farmakoforu (urcita ¢ast
molekuly zodpovédna za biologickou aktivitu 1é¢iva) pomoci spaceru (vlozky) a linkeru
(spojniku) (Wang a Guo 2013). Polysacharidy, polyaminokyseliny, proteiny a ve vod¢
rozpustny polyethylenglykol (PEG) vykonavaji pak funkci dorucovatele. Uvolnéni
farmakoforu z nosice lze dosahnout jak pomoci extracelularnich enzymi, mezi néz patii
proteazy, glukurondidzy, karboxylesterdzy 1 metalloproteazy, tak 1 pomoci
intracelularnich enzymt (vétsinou proteazami) (Rihova 2012). Také je mozné vyuzit
specifického prostiedi uvnitt nddoru a napiiklad pomoci hydrolyzy pii nizkém pH je

mozné odstépit farmakofor z nosice, jak jiz bylo zminéno vyse.

6.1.1 Aktivni cileni pomoci estrogeni

Estrogeny patii do skupiny hormont, které miizeme pouzit jako smeérujici
skupinu. Je moZzné je vyuzit pro cileni tkdni bohatych na estrogenové receptory (ER).
kol. 2004, Wang a Guo 2013). V téchto tkanich bylo zjisténo, ze dochazi k vyrazné
akumulaci molekul, které maji pravé vysokou vazebnou afinitu k témto receptorim
(Wang a Guo 2013). Tkané, které jsou citlivé na estrogeny a které tudiz exprimuji
estrogenové receptory ve znacné mite, jsou definovany jako ER(+).

Estrogeny mohou prochéazet ptres bunéénou membranu pasivni difuzi diky své
vysoké lipofilicité, v cytoplasmé se vdzou na estrogenovy receptor a nasledné jsou
pfenaSeny do jadra bunky (Wang a Guo 2013). Jsou identifikovany dva typy
estrogenovych receptort. Prvni z nich je klasicky estrogenovy receptor ERa, ktery
zprostiedkovava proliferativni u¢inek (podporuje bujeni) estrogenu v bunikach. Druhy je
ERb, ktery se rovnéz podili na modulaci ristu normalnich a malignich tkéni a
pravdépodobné zprostfedkovava anti-proliferacni ucinek. Jelikoz tyto receptory
zprostifedkovavaji opacny mechanismus plisobeni estrogenu v buiikach, mohly by tedy
podobné i derivaty hormonti vést bud k agonistickym nebo antagonistickym
biologickym ucinkiim (Dahlman-Wright a kol. 2006). ERb se tedy jevi jako zajimavy
terapeuticky cil a tedy 1 ERb-selektivni agonisté jsou potencidlni 1é¢iva pro terapii
rakoviny prsu, pravé v disledku antiproliferacnich vlastnosti.

Pro vyuziti cileni platinovych 1é¢iv pomoci estrogentll je vétSinou platnatd ¢ast
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spojena s nosi¢em prostiednictvim spojovaci skupiny o riznych délkach. Tuto spojovaci
skupinu  mutze tvofit napt. alkylovy fetézec, karbamétové skupiny nebo
polyethylenglykol (PEG) (Wang a Guo 2013). Casto je platinova hlavice vazéna
Vv poloze odpovidajici 7a-, 11B- nebo 17p- estradiolu.

Pti vyvoji této skupiny 1éCiv byla kladena otdzka vlivu délky vazby na t¢innost
1é¢iva. 1 pres fadu experimentl, které se pokousely objasnit jednoznacné vliv délky
spojujiciho fetézce na biologickou aktivitu farmaka, se podafilo prozatim dosahnout
poznani toho, Ze tato délka ma na biologickou aktivitu farmaka pouze maly vliv.

Také byla sledovdna ucinnost dalSich platinovych 1é¢iv, tentokrat vsSak
odvozenych od karboplatiny a oxaliplatiny. Byly provedeny experimenty S navazanim
karboplatiny a oxaliplatiny k estrogenové smérujici skupin€ (Saha a kol. 2012). Pfi
téchto experimentech bylo dosazeno antiproliferativniho U¢inku v bunéénych liniich
prsniho karcinomu v fadech mikromolti, coz dokazuje, ze tyto upravené estradiol-
karboplatinové komplexy a estradiol-oxaliplatinové komplexy maji vyssi ucinnost nez
samotnd karboplatina nebo oxaliplatina. Stdle vSak nedosahuji U€¢innosti srovnatelné
s jejich protéjskem estrogen-cisplatinovym komplexem.

Z dosud ziskanych informaci lze tedy ocekavat, ze komplexy obsahujici
estrogeny jako smeérujici skupinu skytaji potencial pro zefektivnéni a zlepSeni cileni
V doruovacim systému platinovych cytostatik, a to pfedev§im u nadort, které

vyznamné exprimuji estrogenové receptory.

6.1.2 Aktivni cileni pomoci sacharidi

Dal8i mozZnosti cileného transportu poskytuji sacharidy. Jak jiz bylo feceno,
nadorové tkané Casto vykazuji pozménény metabolismus cukrii, a to ve formé zvysSené
spotieby glukozy, kterd je potiebnd pro vyrobu energie pomoci glykolyzy pfii
hypoxickém prostiedi. Z tohoto divodu mohou byt sacharidy vhodnymi nosici
platinovych cytostatik.

Ptirodni a syntetické derivaty sacharidii maji rozmanité donory, které se mohou
koordinovat s kovovymi centry, napf. platinou (Wang a Guo 2013). Diky této vlastnosti
mohou nabidnout vys$$i biokompatibilitu, propustnost membrany, sniZenou toxicitu,
enantiomerni Cistotu a rozpustnost ve vod¢. Také pfitomnost specifickych

sacharidovych receptorti, které jsou exprimovany pouze nékterymi nadorovymi
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bunikami, by mohla zvysit specificitu a rozpozndvani platinovych 1é¢iv. V poslednich
nékolika letech byly syntetizovany platinové komplexy v kombinaci se sacharidy
vhodné funkcializovanymi s mono a bidentalnimi aminovymi ligandy, fosfiny a jinymi
P-donorovymi skupinami, S- nebo Se- donorovymi ligandy nebo alkoholy. Tyto
komplexy se zdaji byt slibnymi Iéky proti rakoviné (Hartinger a kol. 2008). Takové
komplexy mizeme rozdé€lit do tii skupin, a to komplexy vytvofené s monosacharidem,

komplexy vytvotené s oligosacharidem a komplexy vytvofené s polysacharidem.

Monosacharidové komplexy platiny

Jako ptiklad komplexu vytvofeného monosacharidem lze zminit aminocukr 2,3-
diamino-2,3-dideoxy-D-glukopyranose, ktery mize byt pouzit pro vytvoteni
platinovych komplext oxaliplatiny s riznymi odstupujicimi skupinami (Wang a Guo
2013). Tyto komplexy jsou znazornény na obrazku ¢. 6, kde X je mozné nahradit 1.
chlorem = Cl, 2. jodem = I, 3. oxalato- skupinou, 4. malonato- skupinou. V téchto
komplexech je sacharidova skupina vazana na platinové centrum pies aminoskupinu.
Cytotoxicita téchto komplext byla stanovena v lidském karcinomu délozniho ¢ipku

Hela bun¢k, karcinomu vajeéniki, tlustého stieva a osteosarkomu.

OH
H;
N
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Obrdzek & 6 — Zndzornéni komplexu oxaliplatiny v kombinaci s monosacharidem 2,3-diamino-2,3-
dideoxy-D-glukopyranozy s riiznymi odstupujicimi skupinami: (1) chlorem = CI, (2) jodem =1, (3)

oxaldto- skupinou, (4) malondto- skupinou. Pirevzato z (Wang a Guo 2013).

Obecné jsou tyto komplexy mirné cytotoxické, hodnoty 1Csy (odpovida
koncentraci 1éCiva, ktera vyvola maximalné¢ 50 % bunécného poskozeni/smrti) jsou
Vv rozmezi mikromolll. Za nejaktivnéjsi z téchto komplext lze povazovat chlorido
komplex, ktery je vSak o jeden az dva fady méné cytotoxicky nez samotna oxaliplatina,
ale je srovnatelné cytotoxicky s karboplatinou ve dvou ze ctyf vySe zminénych
bunéénych liniich. VSechny tyto komplexy pravdépodobné mohou sdilet podobny
mechanismus ucinku formou stejnych sacharido-PT-DNA aduktti. Povaha odstupujicich

skupin ma vliv pouze na reak¢ni kinetiku téchto komplexa.
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Korelace mezi cytotoxicitou a DNA vazebnymi schopnostmi (schopnosti vazat
se na DNA) byla pozorovana pouze u karcinomu tlustého stfeva a u osteosarkomu.
Jelikoz spravné vyuziti glykolytické energie mlze byt ureno pouze u zivych
organismu, je potfeba provést in vivo testy, které by odhalily skute¢ny piinos téchto

monosacharidovych komplexi pro transport platinovych 1é¢iv (Berger a kol. 2007).

Oligosacharidové komplexy platiny

Mezi oligosacharidy patti ve vod¢ rozpustné cyklické cyklodextriny (CD) (Wang
a Guo 2013). Vnitiek jejich toroidl neni hydrofobni, ale je podstatné méné hydrofilni
nez vodné prostiedi, a proto je schopny hostit dalsi hydrofobni molekuly. Naproti tomu
vnéjSek je dostatetné hydrofilni. Zaclefiovanim rtiznych sloucenin do cyklodextrinti
muze vyrazné ovlivnit fyzikalni a chemické vlastnosti hostujici molekuly, zvlast¢ pak
rozpustnost ve vodé. Uvolnéni bioaktivni latky z komplexu je pak zprostiedkovano
zménami pH nebo enzymaticky, coz vede Kk odstépeni vodiku nebo iontovych vazeb
mezi hostitelem a hostujici molekulou, nebo S$t€penim 1,4-vazby mezi monomery
glukozy. Jeden z nejvice vyuZzivanych cyklodextrinii je BCD, ktery se sklada ze sedmi

cukernych kruhovych molekul (viz obr. €. 7).

Obrdazek ¢ 7 — Molekuldarni model f§ — cyklodextrinu. Prevzato z (Wang a Guo 2013).

Podobné jako u jinych hydrofilnich molekul mize byt BCD piesunut z vnéjsiho
prosttedi do vnitiniho savéimi bunkami pomoci pinocytézy a nésledné¢ dodan do
endosomi nebo lysosomi. Bylo zjisténo, Ze sav¢i buiiky postradaji enzymy pro rozklad
CD, a pravé z tohoto divodu by mély CD zustat intaktni (Rosenbaum a kol. 2010).
Platinova lé¢iva nekovalentné modifikovana s BCD nabizeji mozZnost zvySeni

bunééného vychytavani, a tim i zvySeni G¢innosti téchto 1éCiv.
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V komplexu zndzornéném na obrazku ¢. 8 je v dutiné BCD zapouzdiena
karboplatina. Diky tomuto zapouzdieni vykazuje tento komplex vyS$i cytotoxicitu
v piipadé lidského neuroblastomu. Vyssi cytotoxicita vSak neni v souladu s mnoZstvim
platiny, ktera vstupuje do bunky, ale pravdépodobné je zpisobena efektivnéjsi
ptepravou tohoto komplexu do jadra pravé diky pfipojenym BCD castem, a tim i
ucinngj$i vazbou na jadernou DNA. Zda se tedy, Ze vic nez bunéény piijem ma
vyznamnéjsi vliv na ucinnost 1éku vnitrobunécény transport, receptorové vazani a

heterogenni distribuce uvnitt bunck (Prashar a kol. 2011).

Obrazek ¢ 8 — Schématické znazornéni zapouzdrieni karboplatinového analogu uvnitr dutiny SCD.

Prevzato z (Wang a Guo 2013).
Z dosavadnich ziskanych informaci je mozné povazovat BCD za Géinny nosic¢
platinovych protinddorovych 1é¢iv, ktery umoznuje zlepSeni DNA vazebné aktivity a

dalsich farmakovlastnosti.

Polysacharidoveé komplexy platiny

Dal$i moznosti pro aktivni zacileni lécby pomoci sacharidii poskytuji
polysacharidy. Polysacharidy jsou jednim z nejcastéjSich dopravet lé€ivovych
konjugati (Wang a Guo 2013). Jako typicky ptiklad polysacharidového nosice 1ze uvést
kyselinu hyaluronovou (HA). Ta je tvofena jako polymer z disacharidi. Byla jiz pouzita
pro vytvofeni mikrokuli¢ek s vysokym obsahem platinovych 1é¢iv. ZvySena pfitomnost
a ptijem HA byla v korelaci s progresi a metastazou prostaty a prsu (Bharadwaj a kol.
2007, Bharadwaj a kol. 2009). Karboxylové skupiny pfitomné v HA jsou vhodné pro
vazani platinovych jednotek. HA by tedy mohla tvofit stabilni konjugat s cisplatinou.
Také bylo zjisténo, Ze bunky rakoviny prsu ve zvySené mife vyuzivaji HA ve srovnani
s normalni tkani. Invazivni buniky rakoviny prsu nadmémé exprimuji CD44, coz je

primarni receptor HA (Gétte a Yip 20006).
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Cisplatinové HA- konjugaty mohou byt ucinné také proti lymfatickym
metastazim. Bylo totiz zjiSténo, Ze dochazi k hromadéni téchto konjugatt
v lymfatickych uzlinach (Cai a kol. 2008). Takové konjugaty mohou vykazovat vysokou
protinadorovou aktivitu, kterd se in vitro podoba aktivité¢ cisplatiny ve vysoce
metastatickych lidskych bunikach rakoviny prsu. Také bylo zjisténo, ze takovéto
konjugaty jsou dobie snaSeny a bez znamek nemocnosti v misté¢ vpichu nebo toxicity
hlavnich organi.

V posledni dob¢ je také oxaliplatina konjugovdna na HA-vazané chitosanové
nanocastice (Jain a kol. 2010). Tyto nanocastice jsou pak vyuzivany pro cileny transport
do kolorektalniho karcinomu, kde byla pozorovana pravé relativné vysoka lokalni
koncentrace 1é¢iva u nadord tlustého stieva s prodlouzenou dobou expozice. Tento
konjugat tedy nabizi cileni platinovych cytostatik se zvySenou protinadorovou ucinnosti

a nizkou systémovou toxicitou.

6.1.3 Aktivni cileni pomoci peptidi a proteini

Jednou z dalSich moznosti cileni 1é¢by je vyuziti peptidi. Pfi tomto cileni se
vychazi z vlastnosti nadoru, a to pfedevsSim angiogeneze (novotvorby cév), pfi niZ jsou
vysoce exprimovany nadorem integriny ayp3 a oyf}sa povrchovy protein aminopeptidaza
N (APN) (Mukhopadhyay a kol. 2008).

Integriny jsou receptory obsazené v transmembrang, které se ucCastni interakci
mezi dvéma bunkami nebo mezi buikou a matrici ve vSech typech normalnich i
malignich bunék. Tyto proteiny (owf3, ovfs @ APN) tedy mohou slouzit jako cile pro
chemoterapii, protoze umi rozpoznavat peptidové motivy RGD (Arg-Gly-Asp) a NGR
(Ans-Gly-Arg). Peptidové motivy, které obsahuji RGD, NGR nebo cyklicky pentapeptid
byly piipojeny k fadé mono- a difunkcionalizovanym plati¢itym komplexiim, aby
umoznily specifické cileni na cévy nadort. Po selektivni vazbé na povrch nadorovych
bun¢k maji tyto plati¢it¢ konjugaty potencial vstoupit do bunck, kde reaguji
s glutationem nebo jinymi vnitrobunéénymi redukénimi ¢inidly za vzniku aktivni
platnaté formy, napt. cisplatiny. Peptidy obsahujici RGD motivy znemoZiuji bunéénou
metastdzu a indukuji apoptoézu a jsou u€innymi inhibitory bunééné proliferace. Platicité
konjugaty obsahujici RGD motiv jsou vice aktivni nez platicité konjugéty obsahujici

NGR motiv a jejich cytotoxicita je srovnatelna s cisplatinou. Cyklické peptidy jsou
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schopné cileni na angiogenni endotelové buiky tcelnéji nez jejich linearni protéjsky.

Na rozdil od platnatych 1éciv mizou byt platicité peptidové konjugaty podavany
oralné, protoze vykazuji vySSi stabilitu v gastrointestinalnim traktu. Navic pfi
intravendznim podani maji tyto konjugaty dostatek ¢asu pro dosazeni nadoru pied
konverzi na aktivni platnaty derivat. Z téchto ziskanych informaci lze ocekavat, ze
nékteré proteinové motivy, které jsou rozpoznavany povrchovymi proteiny, by mohly
byt vyuzity jako cilici faktor pro selektivni doruceni platinovych protinadorovych 1é¢iv
do angiogennich nadorovych endotelovych bunék a nadorovych bunék, které exprimuji
tyto integriny.

Pro cileni 1é¢by pomoci proteint lze vyuzit zelezo-uchovavajici protein ferritin
(Ft). V nékterych nadorovych burikach byla totiz zjisténa vazebna mista pro tento
protein a také byla pozorovana endocytéza (Wang a Guo 2013). Samotné internalizace
(pfesun z vnéjsiho prostiedi do vnitiniho) tohoto proteinu je spojena S membranovymi
specifickymi receptory.

Bylo ukdzano, ze Ft receptory mohou hrat roli pfi transportu protinddorovych
lé¢iv do mozku. Ferritin lze snadno demineralizovat na apoferritin (AFt), ktery lze
vnimat jako dutou proteinovou klec s vnitinim primérem 8 nm a vnéj$im pramérem 12
nm. Tato proteinova klec miize byt pouzita pro selektivni doruceni platinovych 1ékt
K povrchim bungk, které silné exprimuji receptory feritinu. Tohoto principu lze vyuzit
kromé aktivniho cileni také v pasivnim cileni.

JiZ bylo uspésné dosazeno zapouzdieni cisplatiny, karboplatiny 1 oxaliplatiny do
dutiny AFt, a to prostiednictvim procesi, které méni konformaci svinuti. Tyto procesy
jsou zavislé na pH a byly uskute¢nény pii pH 2,0 a 7,4 v nasyceném roztoku 1é¢iva (viz
schéma €. 1) (Yang a kol. 2007). Diky strukturdlni neporusitelnosti proteinového plasté
je zamezeno potencidlnimu rozpoznani povahy zapouzdiené latky. Ocekava se tedy, Ze
tyto léky budou vykazovat lepsi profil toxicity a tim tedy 1 pfekondni nepfiznivych

ucinkt platinovych 1é¢iv.
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Schéma ¢. 1 — Zapouzdreni cisplatiny (CDDP), karboplatiny (CBDCA) a oxaliplatiny (LOHP)
uvniti apoferritinu, které je zavislé na pH, diky ,,unfolding-refolding * procesu.
Prevzato z (Wang a Guo 2013)

6.1.4 Aktivni cileni pomoci cucurbit[n]urila

Cucurbit[n]urily (n = 6, 7, 8) jsou Vv poslednich letech jedny z nejatraktivnéjSich
makrocyklll pouzivanych pro zapouzdieni platinovych 1é¢iv (Krause-Heuer a kol.
2008). Tyto makrocykly poskytuji ochranu pii dopravé podavanych 1éki.
Cucurbit[n]urily obsahuji dvé symetrické hydrofilni portaly, které jsou lemovany
karbonylem, a =zavirajici centradlni hydrofébni dutinu, coz dohromady poskytuje
amfipatickou povahu makrocykliim (obr. €. 9) (Ghosh a Nau 2012). Hydrofobni vnitini
dutina poskytuje pfiznivé vazebné misto pro nepoldrni molekuly, zatimco karbonylové
jednotky makrocykl zprostfedkovavaji vodikové vazby a elektrostatické interakce

s kationtovymi skupinami.
— 0 -

"\N N/'\

Obrazek ¢ 9 —Vlevo — chemickd struktura, uprostied X-ray krystalovad struktura, vpravo
elektrostatickda potencidlova mapa cucurbit[Turilii. Prevzato z (Wang a Guo 2013).

Tyto molekuly tvaru soudku umoziuji castecné nebo Uplné zapouzdieni
neutrdlnich nebo nabitych mono- a vicejadernych platinovych protinddorovych

komplexi uvnitt cucurbit[n]urild (Wang a Guo 2013). Toto zapouzdieni vytvaii
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sférickou prekazku k degradaci 1é€iva pomoci proteind, peptidi a také umoziuje ladéni
rychlosti uvoliiovani 1é¢iva, cytotoxicity a toxicity (Wheate 2008).

Nekteré z téchto komplexii zobrazuji cytotoxicitu 1 vyrazné vyssi, nez v piipadé
cisplatiny (Wang a Guo 2013). Velikost dutiny a vazebna afinita je dilezitym faktorem
ovlivitujicim cytotoxicitu. I malé zmény v rozméru by mohly zvysit anebo snizit
aktivitu téchto platinovych komplexd. Pokles aktivity tedy mize vyplyvat z ochrannych
ucinkit makrocykli na zapouzdieni komplext. Mozna pravé diky tomuto zapouzdieni
bylo dosazeno vyssi koncentrace cirkulujiciho komplexu po dobu 24 hodin ve srovnani
svolnou cisplatinou pfi ekvivalentni davce (Plumb a kol. 2012). ZlepSena
farmakokinetika by tedy mohla hrat klicovou roli v pfekonavani rezistence vuéi 1ékam.
Zapouzdteni uvniti cucurbit[n]urilti mize také vyrazné ovlivnit cytotoxicitu platinovych

komplexti a zdroven omezit jejich rozpustnost ve vodé (Wang a kol. 2013).

6.1.5 Aktivni cileni pomoci dalSich alternativnich nosic¢i

Dichloracetat (DCA)

Jak jiz bylo fe¢eno vyse, dichloracetat mize zvratit Warburgiiv efekt pomoci
inhibice kli¢ového enzymu (pyruvatové dehydorgenazové kinazy) (Michelakis a kol.
2008). Diky jedineénému mechanismu atakuje plati¢ity komplex, ktery obsahuje jako
axialni ligandy DCA (obr. ¢. 10), jak jadernou DNA (pomoci cisplatiny, ktera tvofi
vnitrofetézcové mistky), tak 1 mitochondrie (pomoci DCA, ktery inhibuje
mitochondrialni pyruvatovou dehydrogenazovou kinazu) (Wang a Guo 2013). Uginnost
komplexu, ktery je zobrazen na obr. ¢. 10, je pak srovnatelna s cisplatinou v riznych
liniich nadorovych bun¢k, ale zaroveil neni toxicky V normalnich bunkéach. Tento
komplex indukuje apoptézu vice nez cisplatina v bunkach rezistentnich na cisplatinu,
také sevnich vice hromadi, coz je pravdépodobné¢ v dasledku zvySené
transmembranové propustnosti, a vykazuje zvlastni cileni na mitochondrie. Tento
komplex je tedy schopen obejit cisplatinovou rezistenci prostfednictvim dvojiho
mechanismu. DCA- modifikovany plati¢ity komplex je tedy ucinny pouze
v rakovinovych buiikach, a proto by mohl byt alternativni cestou pro aktivni cileni

platinovych lé€iv.
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Obrazek ¢ 10 — Platicity komplex, ktery obsahuje jako axidlni ligandy dichlracetat. Prevzato 7
(Wang a Guo 2013).

Periferni benzodiazepinovy receptor (PBR)

Periferni benzodiazepinovy receptor je nadmérné exprimovdn u mnoha typl
nadord (mozku, jater, prsu, vajecnikll), a proto je mozné vyuzit tento receptor pro
zacileni 1é¢by (Wang a Guo 2013). Komplexy obsahujici ligand se specifickou afinitou
k PBR vykazuji podobnou cytotoxicitu jako v piipadé cisplatiny, indukuji apoptdzu, ale
vykazuji 10- az 100- nasobné zvySeni akumulace v gliomovych bunkach (v bunkach

nadoru centralniho nervového systému).

Vitamin B-12

Rychle proliferujici bunky vyzaduji vyss§i mnozstvi vitaminu B-12 neZ normalni
bunky, proto je mozné vyuzit vitaminu B-12 jako nosice pro platinové komplexy (Wang
a Guo 2013). Kyanidova skupina vitaminu B-12 se miize koordinovat na riizné platnaté
komplexy a vznikaji tak {B 12-CN-Pt 11} konjugaty. Tyto konjugaty jsou rozpoznavany
vnitrobunéénymi adenosyla¢nimi enzymy. Uvolnéni platiny z konjugati je tedy fizeno
intracelularni redukci. Je tedy mozné je povazovat za vhodné prekurzory pro cileny
transport platinovych komplexii. Nicmén¢ v predbézné in vitro studii bylo prokazano,
Ze jsou méné cytotoxicky aktivni proti lidkému karcinomu prsu a karcinomu vajecniki

nez cisplatina, a to pravdépodobné v disledku nizké absorpce konjugati (Ruiz-Sanchez
a kol. 2011).

Hydroxyvapatitové krystaly (HACs)

Sycené hydroxyapatitové krystaly se velmi podobaji struktute v kostech, a tudiz

muzou byt pouzity pro transport cisplatiny (Wang a Guo 2013). Tento zplisob ma za
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nasledek inhibici nddoru a niz§i systémovou toxicitu. Diky jedine¢nym vlastnostem
téchto krystall je mozné ovliviiovat adsorbci cisplatiny v krystalech zménami
fyzikélnich a chemickych vlastnosti, a to pomoci slozeni téchto krystali, morfologie,
povrchu a velikosti, ale zaroven je mozné zménou teploty, koncentrace chloridu v médiu
a krystalinity regulovat uvolnovani 1éciva. Tvar je tedy diilezity jak pro adsorbci, tak i

pro desorpci cisplatiny.

Bisfosfonaty (BPs)

Bisfosfonaty prokazaly vysokou afinitu pro kosti a jiné kalcifikované tkéané,
mohou tedy byt absorbovany na povrchu kosti. Jsou Siroce pouzivany jako terapeuticka
¢inidla pro nékolik onemocnéni souvisejicich s onemocnénim kosti (Papapoulos 2006).
Analogy picoplatiny (cis-ammindichlorido(2-methylpyridin)platnatého komplexu) jsou
ptipojeny k cilicimu bisfosfonatovému tetracthylamoniovému esterovému nosici (Xue a
kol. 2010). Tyto komplexy vykazuji vynikajici rozpustnost jak v organickych, tak i
vodnych roztocich. Také se zdd, Ze délka spojnikll/ linkeri mezi platinovymi Castmi a
cilicimi bisfosfonatovymi estery mé vliv na aktivitu téchto komplexii. Déle bylo
zjisténo, ze se tyto komplexy stézi vazou na DNA a rovnéz vykazuji jiny zptsob
bunécné smrti, ¢imz se vyrazné odlisuji od klasickych platinovych protinddorovych
léciv, jako je napf. cisplatina. Tyto komplexy tedy mohou piedstavovat novou tfidu
netradicnich platinovych protinddorovych [éCiv se slibnymi, na kosti cilicimi

vlastnostmi.

6.2 Pasivni cileni platinovych cytostatik

Pfi pasivnim cileni platinovych cytostatik je vyuZivano rGznych vlastnosti
nadorovych tkéni, které jiz byly popsany v kapitole o pasivnim transportu vyse. Pro
pasivni transport jsou tedy nejCastéji vyuzivany latky jako polymerni 1é¢ivové
konjugaty, polymerni micely, liposomy, lipidy, dendrimery, nanosféry i nanocastice
(Wang a Guo 2013). VSechny tyto latky vyuZzivaji tzv. EPR efektu pro nahromadéni do
nadorovych tkéani. Na tyto laty jsou rovnéz kladeny pozadavky na biodegradovatelnost a
biokompatibilitu, aby se zamezilo nezadoucim u¢inktim, jako je toxicita, zanét, alergie,

nebo hematologické problémy (Rabiskova 2008). V nasledujicich odstavcich budou
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predstaveni hlavni zastupci téchto dorucovacich systémi. Je vSak zapotiebi na tomto
misté zdlraznit, zZe i presto, Ze budou tito zastupci predstaveni v kapitole o pasivnim

transportu, je fada z nich také modifikovana aktivné cilicimi skupinami.

6.2.1 Pasivné cilené polymer-lécivové konjugaty

Polymer-1é¢ivové konjugaty poskytuji téi vyznamné vyhody, oproti klasickym
neupravovanym platinovym 1écivim, a to aktivni sméfovatelnost, pasivni
akumulovatelnost, zvySend UuCinnost, vys$§i maximalni tolerovand déavka, nizsi
usmrcovani zdravych bunék, neaktivnost latky béhem transportu (resp. uvoliovani
u¢inné slozky az v cilové buiice), dlouhodobé pietrvavani v organismu a v disledku
toho i dlouhodoba terapeutickd vyuZitelnost a ochrana imunitniho systému (Rihova
2003). Mnohych zminénych vyhod polymernich konjugéti je dosazeno modifikaci
polymernich konjugatt s cilicimi a dal$imi skupinami. Jako polymerni nosi¢e mohou
byt pouzity jak pfirodni, tak i syntetické polymery (Haxton a Burt 2009).

Polymerni nosice, které se pouzivaji pro léCivové cilici systémy, musi byt
biologicky rozlozitelné a netoxické (Qiu a Bae 2006). Casto obsahuji vazebné skupiny,
jimiz vytvaii kovalentni vazby s platinovymi skupinami, solubilizacni skupiny, které
umoznuji leps§i rozpustnost v roztoku, a také cilici jednotky (Kratz a kol. 2008).
Solubiliza¢ni a zacilovaci jednotky vytvareji polymery, které jsou vice biologicky
dostupné a zéaroven nadorové specifické. Jako cilici jednotky lze pouzZit nejen
monoklonalni protilatky, ale také cukry, lektiny, hormony, vitaminy, peptidy a dalsi
molekuly, pro které mé cilova buiika specificky znak — receptor (Rihova 2012). O téchto
molekulach jiZ pojednévala kapitola o aktivnim cileném transportu.

V typickém polymer-platinovém konjugatu je platinova ¢ast pfipojena
K polymernimu fetézci pomoci Stépitelného spaceru (mezikusu). Solubilizaéni,
hydrofilni a cilici skupina mlZe pak byt pfipojena na rtiznych mistech hlavniho
polymerniho fetézce (Wang a Guo 2013). Kovalentni vazba mezi platinovou skupinou a
polymernim nosicem musi byt natolik stabilni, aby bylo léCivo béhem transportu
neaktivni a zaroveii bylo kontorlované aktivovdno v misté ptisobeni (Rihova 2012).
Podobné jako v ptipadé odstépeni aktivné cilici jednotky od farmakoforu (popsané
vyse) lze odstépeni 1éCiva z vysokomolekuldrniho polymerniho nosice také dosdhnout

enzymy, které nadory produkuji, a to jak extracelularni (protedzy, glukuronidazy,
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karboxyesterazy nebo metaloprotedzy), tak i intracelularni (vétSinou proteazy). Také je
mozné k tomuto tcelu vyuzit nddorového prostredi nebo hydrolytickych reakcei citlivych
na pH.

Polymer-platinové  konjugaty jsou vytvofeny polymerem s vhodnymi
darcovskymi skupinami a platinovou skupinou prostfednictvim koordina¢nich vazeb.
Obvykle se pouzivaji jako nosi¢e 1é¢iv poly(aminokyseliny), poly(amidoamin)dendri-
mery a poly(N-(2-hydroxypropyl)methakrylamid) (PHPMA) (Wang a Guo 2013). Jiz
jsou vSak schvaleny 1 polymery jako je poly(ethylenglykol) (PEG), poly-
(vinylpyrolidon) (PVP), a poly(ethylenoxid) (PEO). Ty by mohly byt rovnéz pouzivany
jako nosice 1é€iv.
platinovych konjugatd, je PHPMA (Wang a Guo 2013). Ten v kombinaci s oxaliplatinou
(obr. ¢. 11) tvofi mnohem ucinngjsi 1é¢ivo nez je samotna oxaliplatina a s mimoradné
dobrou snéasenlivosti i ve velkém mnozstvi. Lep$i sndSenlivost je pfisuzovana zlepSenim
podavani 1¢ék1, a to v disledku rychlosti uvoliiovani platiny z tohoto komplexu. Pii pH
7,4 se za dobu 24 hodin uvolnilo pouze 3,5 %, avSak v mirn¢ kyselém prostiedi (pH
5,4) byla tato rycholost 7 krat vyssi (Rice a kol. 2006). Z toho je mozné usuzovat, ze
tento konjugat nebude aktivni, dokud nedosahne nadorové tkan¢, kterd se vyznacuje
pravé kyselejSim prostfedim. V dalSich studiich bylo dokazéano, Ze tento konjugat je
schopen dodavat 16 krat vice platiny do nadorovych bun€k a vytvafet 14 krat vice
platina-DNA adukti ve srovnani s oxaliplatinou. Také diky svym dobrym
snaSenlivostnim vlastnostem by bylo mozné podavat az 5 krat vice této latky ve

srovnani s oxaliplatinou (van der Schoot a kol. 2006).

HaC HyC HsC
H; H, H;
e -Co- ——C -Co- 4—C
q r s
o 0 0
NH NH NH
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Obrdzek & 11 — Schématické zndzornéni polymeru PHPMA v kombinaci s oxaliplatinou.
Prevzato z (Wang a Guo 2013).
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Dalsi polymery, které by mohly byt pouzity pro cileni platinovych 1é¢iv, jsou
dendrimery (Wang a Guo 2013). Jsou to vysoce rozvétvené stromové polymery s vice
koncovymi skupinami, které mohou poskytovat cileni a dalsi vlastnosti dendrimeru.
Funk¢éni skupiny na povrchu dendrimeru mohou byt pouzity pro pfipojeni platinovych
1€kt pomoci §tépitelné chemické vazby. Polyiminovy dendrimer je mozné pouzit jako
nosi¢, ktery transportuje platinu do bunécnych jader. Tyto poly(amidoamin)dendrimery
jsou komercne dostupné a jsou jiz zkoumany jako potencialni lécivo-dorucovaci
systémy.

Dale je mozné vyuzit polyglyceroli (PG2) a alifatickych polyesterti (H40), které
jsou rovnéz komeréné dostupné a maji mnoho hydroxylovych koncovych skupin a
jejichz vyhodou je snadna dostupnost. Navic modifikovany PG2 siln¢ vaze komplexy
platiny a podava tizené uvoliiovani 1é¢iva v prabéhu 7 dni, coz umoziuje tento konjugat
pouzit jako vhodny nosi¢ pro dodani 1é¢iva, napf. cisplatiny (Wang a Guo 2013).

Na zéklad¢ dostupnych informaci je tedy mozné uvazovat pravé o polymernich-
lécivovych konjugatech jako o vhodnych nosi¢ech platinovych 1€kit do nadorovych

bunék.

6.2.2 Pasivni cileni pomoci polymernich micel

Pfi vyuziti polymernich micel se o¢ekava, ze bude dosazeno zvySeni akumulace
platinovych 1éCiv, a to predev§im diky EPR efektu (efekt zvySené propustnosti a
retence) (Wang a Guo 2013). Aby se zabranilo micelam prochazet normalnimi cévami,
je jejich velikost fizena v rozmezi od 20 do 100 nm, coz rovnéz vede ke snizeni
vedlejSich ucinkd. Polymerni micely mohou ochranit platinové komplexy pted
degradaci tim, Ze zaclenuji platinova lé€iva do vnitiniho jadra micel.

Jednim znové zvefejnénych konjugati polymer-platinovy komplex, ktery
funguje na principu polymernich micel, je konjugat zobrazeny na obrazku ¢. 12. Tento
konjugat je vytvofen kovalentni konjugaci plati¢itého prekurzoru do hydrofobniho
segmentu dvou biokompatibilnich dvojblokovych kopolymerovych fetézci pomoci
hydrazonové vazby, ktera je citlivd na pH. Jedine¢nost tohoto konjugéatu spociva
v rozdilné schopnosti uvoliiovat platicité 1éCivo v zavislosti na kyselosti prostiedi.

Béhem cirkulace v krvi (pH 7,4) je zabranéno uvolnéni 1éCiva, avsak po vstupu do
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nadorové bunky je naopak stimulovano velmi rychlé uvoliovani 1é¢iva (Aryal a kol.
2010). Diky témto vyjime¢nym vlastnostem by bylo mozné potlacit chemorezistenci a
tim zvysit terapeutickou ucinnost 1é¢iva.

o 0]

o)
o N

) Cl, | NH;
{\“/L i N ;\/\C’i‘:| vNHa
HOOC-PEG-0 o_ _N_ o
o N
N
o) 0

(0]

Obrazek & 12 — Konjugat polymer-platinovy komplex reagujici na kyselé prostredi.
Prevzato z (Wang a Guo 2013)

6.2.3 Pasivni cileni pomoci lipozomii

Vyuzitim lipozomt pro cileni nabizi zlepSeni ucinnosti a snizeni nezédoucich
ucinkil platinovych protinddorovych 1é€iv. Zahrnutim 1é¢iva do lipozomil lze docilit
usp&sné¢ho maskovani 1é¢iva pied deaktivaci plazmatickymi proteiny nebo makrofagy a
tim dorugit 1é¢ivo do nadoru regulovatelnym zptsobem (Wang a Guo 2013). Casto jsou
na povrch lipozoma umistény i polyethylenglykolové jednotky (PEG), které prostorove
stabilizuji lipozomy, ¢imz se prodluzuje jejich doba obéhu a zlepSuje se vstiebavani,
akumulace a zadrzeni v nddorovych tkanich v disledku EPR efektu. Na obrazku ¢. 13 je

znazornéné zapouzdreni cisplatiny uvniti lipozomu.

Obrazek ¢. 13 — Schématické zndazornéni zapoUzdreni cisplatiny uvniti lipozomu.
Prevzato z (Wang a Guo 2013).

Velmi dobrych vlastnosti bylo docileno vytvofenim lipozoma modifikovanych
jak PEG, tak i transferinem (TF) (TF-PEG-lipozomy). Transferinové receptory jsou

totiz nadmérné exprimovany nadorovymi buiikami a pomoci tohoto receptoru se
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zprostfedkovavd endocytoza, pii niZ jsou za normalnich podminek doddvany ionty
zeleza do bun€k. TF-PEG-lipozomy byly pouzity jako aktivni i pasivni dorucovaci
systém oxaliplatiny v nadorech tlustého stfeva u mysi, ¢imz byla také zlepSena i doba
ob¢hu oxaliplatiny (Suzuki a kol. 2008). Bylo prokazano, Ze pfi intraven6znim podéani
TF-PEG-lipozomt byla udrzovéana vysoka koncentrace oxaliplatiny po dobu vice nez 72
hodin. Toto 1é¢ivo také potlacovalo rist nadoru efektivnéji nez samotnd oxaliplatina.
Tyto doruCovaci systémy by tedy mohly byt pouzity pro typy nadort, které nadmérné

exprimuji TF receptory.

6.2.4 Uhlikaté nanotrubicky

Uhlikaté nanotrubicky mohou byt pouzity jako atraktivni nosi¢e pro cileny
transport platinovych 1é¢iv diky svym jedine¢nym fyzikdlnim, chemickym a
fyziologickym vlastnostem. SWNTs (single-walled nanotubes) a SWNHs (single-walled
nanohorns) jsou dva nejpouzivangjsi druhy nanotrubi¢ek pro dorucovani platinovych
cytostatik (Wang a Guo 2013). Uvnitf téchto nanotrubicek je prostor pro zaclenéni
1é¢iva. Kromé& toho mohou stény trubicky rovnéz adsorbovat 1é¢ivo nebo funkéni
skupiny, které pak mohou ovliviiovat jejich vlastnosti. Uhlikaté nanotrubi¢ky vykazuji
nizkou toxicitu in vitro a rovnéz maji zanedbatelny vliv na zivy organismus (Miyawaki
a kol. 2008). V priméru je pripojeno ke kazdé SWNT 65 platicitych center a ty vstupuji
do bunky ednocytdzou, coz ma za nasledek vyssi trovné platiny v bunice (Feazell a kol.
2007).

Pro zlepSeni vlastnosti nanotrubicek se Casto vyuziva rtiznych cilicich skupin,
napt. kyseliny listové nebo epidermalniho ristového faktoru, jejichz receptory jsou
nadmérné exprimovany nékterymi nadorovymi bunikami. Jak v pfipadé nanotrubi¢ek
s kyselinou listovou jako s cilici skupinou, tak i v pfipad¢ nanotrubicek s epidermalnim
ristovym faktorem vstupuji tyto konjugaty do buiky prostfednictvim fizené
endocytdzy. Tato endocytdza je zprostfedkovand danymi receptory pro piislusné cilici
skupiny (Dhar a kol. 2008, Bhirde a kol. 2009). V ptipad¢ nanotrubicek s kyselinou
listovou je folatova skupina cilici agens, SWNT plni funkci dorucovatele a PEG
(polyethylenglykol) spacer/mezikus upravuje rozpustnost konjugatu ve vodé a rovnéz i
jeho biokompatibilitu (obrazek ¢. 14). Konju-gat pak pisobi selektivné na nadorové
buniky, které nadmérné exprimuji foladtovy receptor, a uvoliluje cisplatinu po
vnitrobunééné redukeci plati¢itého konjugatu (Dhar a kol. 2008).
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Obrazek ¢ 14 — Schématické znazornéni platicitého konjugatu, nanotrubicky (SWNT) modifikované
kyselinou listovou (Folic acid), ktera umoznuje dorucent cisplatiny do bunék nadmérné exprimujicich
folatové receptory. Prevzato z (Wang a Guo 2013.)

Platnaté komplexy vazané na povrch SWNTs se mohou ptedCasné uvoliovat
z nosice, zduvodu vyssi aktivity platnatych komplexti v porovnani s plati¢itymi
komplexy, a navazat se tak na nespecifické endogenni nukleofily. Aby se tomuto
pfedchézelo, vytvareji se multiwalled (= vicesténné) uhlikové nanotrubicky, které plni
funkci ochranné skofapky. Tim je uvéznéno stabilni plati¢ité neaktivni 1éCivo uvniti
multiwalled uhlikové nanotrubicky do doby, nez dojde k redukci na hydrofilni a
cytotoxickou platnatou formu diky bunéénym redukénim ¢inidlim (Li a kol. 2012).

SWNHs jsou podobné jako SWNTs pouzivany pro transport platinovych 1é¢iv. U
cisplatina-SWNHSs byla pozorovana 4-6 krat vyssi protinadorova ucinnost v porovnani
s volnou cisplatinou. Také poskytuje lepsi protinadorovou aktivitu proti rtistu nadoru,
vykazuje vysokou afinitu k povrchu bunék a zdstava v nadorovych tkanich i po dobu
25 dni. Diky tomu umozZiuje dosdhnout vysoké lokalni koncentrace a efektivniho utoku

proti nddorovym buitkam (Wang a Guo 2013).

6.2.5 Nanocastice

Nanocastice maji mnoho spole¢ného s nanotrubickami, které byly pojedndy
v pifedchozi kapitole. Nanocastice vSak maji pievazné kulovity tvar. Mezi
nejvyznamnéjsi nanocasticové dorucCovaci systémy lze zaradit zlaté nanocCastice a
magnetické nanocastice oxidu Zeleza. Nabizeji mnoho vyhod oproti jinym doru¢ovacim
systémliim, a to: zvySeni akumulace 1é¢iva v nadorovych tkanich, sniZeni systémové
toxicity a postupné uvoliiovani Iéku ekologicky citlivym zpisobem (Zhang a kol. 2008).

Anorganické nanocastice se celkoveé ukazaly jako vysoce efektivni doruCovaci
systétmy. Obzvlasté¢ to plati pro zlaté nanocéstice, které jsou inertni, netoxickeé,

biokompatibilni a snadno se pfipravuji a funkcionalizuji. VétSina zlatych nanocastic
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vstupuje do buiikky pomoci endocytézy. Atraktivni vlastnosti zlatych nanocastic pak
jsou: Vysoka troven bunééného vychytavani, které je zavislé pouze na tvaru a velikosti
nanocastice, netoxicnost a odolnost vii¢i enzymatické degradaci. AvSak i magnetické
nanocastice oxidu Zeleza maji své vyznamné misto mezi doruCovacimi systémy, a to
pfedevS§im diky svym magnetickym vlastnostem, které umoziuji zacilit ¢astice do
nadoru pomoci vnéjsiho magnetického pole. Navic superparamagnetické nanocastice
oxidi zeleza jsou vhodné jako nosice 1éCiv v dusledku jejich biologické kompatibility a
rozlozitelnosti a magnetické stability (Wang a Guo 2013).

Nanocastice také mohou chranit uvnitf lokalizované 1éc¢ivo, které prenaseji, proti
rozkladu pted dosazenim rakovinové bunky. Tim prodluzuji dobu cirkulace 1é¢iva v krvi
a chrani tak télo pfed nezddoucimi vedlej$imi uc€inky.

Avsak i ptfes nesporné vyhody nanocéstic, jako nosicii 1é¢iv, jsou stale pro zivy
organismus cizimi télisky (RabiSkova 2008). Jsou odstranovany z krevniho obé¢hu
pomoci makrofagi v organech retikuloendotelidlniho systému (RES = systém majici za
ukol znic¢eni cizorodych latek a spoluucast na tvorbé protilatek) nebo pomoci
cirkulujicich leukocytli. Vhodnou velikosti téchto konjugati vSak lze tento ,,Cistici
systém obejit. Idedlni velikost nanocastic by méla byt 100 — 200 nm. V ptipad¢ potieby
zacileni organii RES systému (napf. jatra, sleziny) je mozné této vlastnosti vyuzit, avsak
Vv pfipadé€ potieby zacileni jinych organti je zapotiebi tyto obranné mechanismy néjakym
zpiisobem obejit. Povrchovymi tpravami téchto nanocéstic pomoci peptidi, protilatek a
dalSich specifickych molekul I1ze nejen zvysit specificnost pro jednotlivé rakovinové
buiiky (Jiang a kol. 2007) ale 1 obejit obranné mechanismy (napt. polyethylenglykolem)
(Rabiskova 2008). Ve vSech piipadech je vSak nejdulezitéjsi vyhodnotit nejvhodnéjsi
modifikace nanocésticovych konjugéatli pro zacileni poZadovaného léciva do mista
nadoru.

Vsechny vySe uvedené moznosti transportu platinovych cytostatik je mozné
pouzit k cilené 1é¢bé nadorovych onemocnéni. Pro dosaZeni maximalné selektivné
cilicich 1éc¢iv je pravdépodobné vhodné kombinovat zplsoby transportu a vyuZzivat
vSech ziskanych informaci nejen o nadorové tkéani, ale rovnéZ i o komplexnim
fungovani daného organismu. Pfi zavadéni novych 1é¢iv do klinického pouziti je vSak
zapotiebi postupovat s nejvysSi obezietnosti. Toxikologie totiZ obecné zaostava za
vyvojem novych 1é€iv a v pfipadé nanotoxikologie to plati obzvlasté. Bylo by tedy

vhodné pfi vyvoji novych lé€ivych latek pamatovat i na tuto stranku problému.
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7 Z.avér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout dosavadni stav znalosti o pasivnim a
aktivnim transportu platinovych cytostatik, ktera se vyuzivaji k 1é¢bé nadorovych
onemocnéni, do bunék. Z vysledkl Setfeni je patrné, Zze v soucasné dob¢ je vyuzivano
mnoha strategii pro transport platinovych cytostatik, kterymi je mozné se piiblizit cilené
1écbe. 1 pres tadu sofistikovanych komplexti vSak neni dosazeno stoprocentniho
zasazeni vSech nadorovych a pouze nadorovych bunck. Tomuto idedlu je vSak mozné se
velmi dobfe priblizit, a to formou funkcionalizovanych nanocasticovych a
mikroc¢asticovych konjugat. Je tedy zapotfebi pokraovat ve vyzkumu, a to jak ve
vytvafeni novych ucinngjSich a méné toxickych léciv, tak 1 ve zkoumdéni vlastnosti

nadorovych bunék a tkani.
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