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Abstrakt
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Rakovina je zavaznym celospoleCenskym problémem, ktery se mize tykat
kazdého z nas, jeji vyskyt se navic vyrazné zvysuje s vékem. Antracyklinova antibiotika
(ANT) ptedstavuji mimoradné ucinné 1éky, pomoci nichz se 1écila a stale 1é¢i cela fada
rakovinnych onemocnéni. Maji multimoddlni mechanismus G¢inku, pficemz jednim
z mechanismt je inhibice topoisomerasy 2 (TOP2), zékladniho bunétného enzymu
modulujiciho topologii DNA. V soucasné dobé¢ je uziti ANT limitovano kvuli obavam

plynoucim z vyskytu kardiotoxicity.

Etoposid (ETO) je protinadorova latka piisobici jako topoisomerasovy jed. Casto
je vyuzivan v lécb€ v kombinaci spolecné s ANT, neni vSak na rozdil od antracyklinii
povazovany za vyznamné kardiotoxicky. Proti kardiotoxicit¢ ANT ptlisobi dexrazoxan
(DEX), také znamy jako ICRF-187, jako jediné dosud schvalené kardioprotektivum.
Nepusobi vSak jako cheldtor ionth Zeleza, nybrZz prostfednictvim ovlivnéni TOP2.
Ackoliv se DEX potvrdil jako velmi u¢inna kardioprotektivni latka, ma i své nevyhody,

predevsim byva spojovan s vyskytem sekundarnich malignit.

Z tohoto divodu je nutné prozkoumat i jiné latky. Cilem préace bylo zjistit, zda
dalsi inhibitory jako jsou BNS-22, XK-469, ICRF-193 mohou ovlivnit protinddorové
pusobeni ETO na bunécnou linii HL-60. U zkoumanych latek byla ur¢ena koncentrace
odpovidajici jejich ICso a na zdkladé této koncentrace byla hodnocena jejich
antiproliferacni u¢innost jak samostatné, tak v kombinaci s ETO. Ke stanoveni bunétné
viability byl vyuzit kolorimetricky test MTT. Vysledky ukazuji, Ze Zadna z testovanych
laitek vyznamné nesnizuje protinadorovy uCinek ETO na buiikach HL-60.
ICRF-187 a ICRF-193 naopak vykazuji synergisticky efekt v kombinaci s ETO.
U BNS-22 a XK-469 lze pozorovat synergisticky efekt v koncentraci okolo ICso, ov§em

mimo koncentraci ICso ptisobi spiSe antagonisticky.
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Cancer is a serious societal health problem, which can affect each of us, and its
incidence increases rapidly with age. Anthracycline antibiotics (ANT) are extremely
effective drugs that have been used to treat a number of cancers. They have a multimodal
mechanism of action, one of them being the inhibition of topoisomerase 2 (TOP2), an
essential cellular enzyme modulating DNA topology. Currently, use of ANTs is limited

due to concerns about the occurrence of cardiotoxicity.

Etoposide (ETO) is an antitumor agent that acts as topoisomerase poison. ETO is
often used in combination therapy with ANTs, but it is not considered significantly
cardiotoxic. Dexrazoxane (DEX) 1is the only approved cardioprotectant against
cardiotoxicity of ANTs. However, it does not act as chelating agent, as previously
thought, but through inhibition of TOP2. Although DEX has been shown to be a very
potent cardioprotectant, it also has its disadvantages. DEX has been associated with the

occurrence of secondary malignancies.

The aim of the study was to determine whether other inhibitors of TOP2, namely
(BNS-22, XK-469, ICRF-193) affect antiproliferative effect of ETO on the HL-60
leukemic cell line. For the tested agents, concentrations corresponding with their ICso
were determined and on the basis of this concentration their antiproliferative effects were
evaluated both alone and in combination with ETO. For determination of cell viability,
MTT assay was used. According to our results none of the tested substances significantly
reduced the antitumor effect of ETO on HL-60 cells. On the contrary, ICRF-187 and
ICRF-193 in combination with ETO showed a synergistic effect. BNS-22 and XK-469
also showed synergistic effect, but only in concentration around the ICso, in other

concentrations they seemed to be rather antagonistic.
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1. Uvod

Vzhledem k celosvétové rapidné nartistajici incidenci a mortalit¢ zpiisobené
rakovinnym onemocnénim je nutné vyvijet nové efektivni protinadorové latky a zkoumat
nové pristupy k1écbé. K dilezitym cilim pisobeni protinddorovych 1éCiv patii
1 topoisomerasy, enzymy katalyzujici DNA procesy jako jsou replikace, proliferace,
chromosomova segregace a kondenzace a topologické zmény (Baldwin & Osheroff,

2005).

Katalytické inhibitory TOP2 by mohly potencialné vést ke zkvalitnéni terapie
a moznému snizeni Ci alespon oddaleni nezadoucich Gc¢inkt na zakladé snizeni podavané

davky protinadorovych 1é¢iv.

ETO je casto vyuZzivanou latkou v kombinacni terapii spole¢né s ANT. Na rozdil

od nich vSak neni v bézné€ podavanych klinickych davkach kardiotoxicky.

DEX je zatim jediné prokazané kardioprotektivum proti kardiotoxicit¢ ANT.
Panuje vSak obava poukazujici na mozné ovlivnéni protinddorové aktivity skrze jeho

katalytickou inhibici na TOP2 a potencidlni kompetici na enzymu TOP2.

Tato prace je zaméfena na ovlivnéni protinddorové aktivity modelového
topoisomerasového jedu a jeho kombinaci se ¢tyfmi ndmi zvolenymi katalytickymi
inhibitory. Zarovei je tato prace soucasti SirSiho vyzkumu zabyvajiciho se ovlivnénim

protinadorové aktivity 1é€iv a kardiotoxicitou ANT.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Vyznam topoisomerasy

Béhem bunééného zivota musi byt zachovana integrita a organizovanost
chromosomalni DNA. Bohuzel celd tfada zakladnich a nepostradatelnych bunéénych
procestt miize mit zcela opacny efekt. Replikace dvou komplementarnich fetézcti anebo
rekombinace mezi duplexy DNA mohou byt pfi¢inou tvorby chromosomalnich uzli
a katenanti. Pokud nedojde k vyfeSeni téchto problémti, mize dojit k porucham regulace
genové exprese a chromosomalnim zlomim, coz ma zavazné dusledky pro bunécné

pteziti (Corbett & Berger, 2004).

DNA topoisomerasy (TOP) jsou esencialni bunééné enzymy ménici topologii
nadobratek v disledku separaci fetézce vzniklych béhem procesu replikace a transkripce,
pficemz jejich hlavnim cilem je udrZzovat dvousroubovici DNA rozpletenou kvili stale
probihajicim enzymatickym procesim. Diky jejich schopnosti ménit topologii

nadobratek je tedy ptfedchdzeno procesim vedoucim k poklesu bunécné viability.

Vsechny TOP tvofi piechodné zlomy fetézci DNA skrz transesterifikacni
mechanismus a nasledné fetézce opdtovné spojuji. Uastni se dilleZitych metabolickych
procest jak v jaderném, tak i mitochondridlnim genomu (Nitiss, 2009; Wang, 2002;
Pommier a kol., 2016). Jejich tkolem je zajiSténi genomové integrity, ktera je naprosto

klicova pro spravnou funkci buné¢k a stejné tak 1 pro jejich viabilitu.

Studium TOP je zadsadni v tad¢€ terapeuticky vyznamnych oblasti jako jsou
onkologie, imunologické poruchy, onemocnéni nervové soustavy a dale ve vyvoji vysoce
efektivnich antibakterialnich a protinddorovych 1éciv selektivné cilicich pravé na enzym
TOP. TOP jsou z hlediska mechanismu ucinku zna¢n€ kontroverzni enzymy, jelikoz

soucasn¢ zajist'uji a zaroven ohrozuji genomovou integritu (Pommier a kol., 2010).



2.2 Vyuziti topoisomerasy v protinadorové terapii

TOP jsou vyznamnym cilem ptsobeni mnohych protinddorovych Iéciv
pouzivanych v onkologické praxi. Nékteré z nejsilnéjSich protinddorovych 1é¢iv dosahuji

klinického efektu pravé skrze tvorbu poruch v feté¢zci DNA (Wang, 2002).

Manipulaci s enzymatickou aktivitou za ucelem dosazeni terapeutického efektu
byva dosazeno n¢kolika rozdilnymi zptsoby. Prvnim zpiisobem je potlaceni enzymové
aktivity katalytickym inhibitorem. Druhym je ovlivnéni enzymové aktivity skrze jeji
aktivaci a nasledné pfesmérovani smérem k substratu surogatu. Tietim je pifeména tohoto
esencialni enzymu v silny bunécény toxin, pfi¢emz tento zplisob byva také oznacovan jako

otrava topoisomerasy (Chen a kol., 2013; Delgado a kol., 2018).

Katalytick4 inhibice TOP vyuZivajici potlaceni enzymové aktivity zatim nema v
klinické praxi velké zastoupeni. MozZnou pfi¢inou je vysoké =zastoupeni TOP
v proliferujicich rakovinnych bunkach, pficemz jejich hodnota je v tak vysoké
koncentraci, ze se katalytické inhibitory ve vysledku ukazuji jako pouze malo ptsobici.
Naopak vyssi koncentrace TOP v proliferujicich nddorovych bunkach je vyhodna pro
pusobeni topoisomerasovych jedi, vysoka koncentrace TOP v rakovinnych buiikéach totiz

zajiSt'uje jejich silngjsi pisobeni (Kreuzer & Cozzarelli, 1979; Delgado a kol., 2018).

Katalytické inhibitory schopné inhibice vice typil lidské TOP (hTOP) najednou
mohou byt vyvinuty jako potencidlné velmi silnd protinadorova lé€iva. Vyvoj
enzymaticky aktivnich modulédtort je zaloZzen pfedev§im na dostatecném pochopeni
katalytického mechanismu plsobiciho na enzym a na jeho strukturnim uspotradani (Chen

a kol., 2013; Champoux, 2001).
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2.3 Klasifikace topoisomerasy

TOP jsou ptitomné u eukaryotickych organismi, eubakterii a archaebakterii.
TOP délime do dvou pomyslnych kategorii, a to na typ TOPI a typ TOPII, pticemz obé

kategorie se dale déli na jednotlivé subtypy.

Typ TOPI radime mezi takzvané monomericky pusobici, katalyzujici tvorbu
jednotetézcovych DNA zlomu. Typ TOPI se déli na 3 dalsi subtypy: subtyp IA, IB a IC.
Pod subtyp IA patii bakteridlni TOP a TOP III, pod subtyp IIB patii eukaryotickd TOP,
pod typ IC patii zatim jen TOPV nalezena v archaedlni bakterii rodu Methanopyrus.

Oproti tomu typ TOPII naopak fadime mezi multimericky putsobici, tvofici
dvouretézcové zlomy na molekule DNA. Pod typ TOPII patii topoisomerasa 2 (TOP2),
DNA gyraza a TOP IV(Bailly, 2012; Chen a kol., 2013; Pommier, 2013; Pommier
a kol., 2016; Austin a kol., 2018; Delgado a kol., 2018). Tato prace je zaméfena na
pusobeni TOP2.

2.3.1 Topoisomerasa 2

2.3.1.1 Strukturni usporadani, funkce a exprese

TOP2 dale délime na dv¢ isoformy, isoformu TOP2a a isoformu TOP2f (Delgado
akol., 2018). Ob¢ isoformy jsou homodimery a vykazuji obdobné enzymatické vlastnosti
(Pendleton a kol., 2015). Sdili spolu zna¢nou ¢ést sekvencni identity a maji podobné
strukturni uspofadani. U vSech TOP najdeme N-terminalni ATP doménu, zlom spolu se
znovunavazanim domény a C-terminalni doménu (Austin a kol., 1995). Isoformy spolu
sdili ptes 70 % sekvencni shody v poradi aminokyselin. Nicmén¢ procentualni rozdé€leni

neni shodné napfi¢ celym enzymem, ale v jeho jednotlivych ¢astech se lisi.
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Obr. 1 Struktura eukaryotické TOP2 (Vavrova & Siminek, 2012)

V N-terminalnim casti, kde je ATP-vazajici doména a ptislusny zlom a jeho
napojeni, mizeme pozorovat shodnou sekvenéni identitu zhruba ze 78 %, oproti tomu

v C-terminalni ¢asti sdili pouze 34 % sekvencni identity.

Pravé tyto sekvencni odliSnosti nachéazejici se v C-termindlni domén€ mohou hrat
roli v odli$né aktivité obou isoforem in vivo a in vitro, a to jak v ramci exprese, tak v ramci
bunééné funkce. Ob¢ isoformy jsou kodovany geny na rozdilnych chromosomech a maji

1 odlisnou molekulovou hmotnost (Drake a kol., 1987; Austin a kol., 2018).

Vsechna klinicky relevantni protinadorova 1é¢iva cilici na TOP2 ovliviiuji aktivitu
obou isoforem. Zatim nebylo identifikovano vazebné misto vedouci ke specifickému
ucinku ¢1 jednoznacné preferenci vici jedné isoformé (Deweese & Osheroff, 2009).
Ackoliv nékterd 1é¢iva mohou vykazovat siln€jsi efekt viici jedné z isoforem, v souc¢asné
dobé¢ neexistuje 1écivo, které by plné cililo pouze na jednu z isoforem (Pendleton a kol.,

2015).

TOP2a se nachazi ve vysokém mnozstvi pifedev§im v proliferujicich
a nediferenciovanych buiikdch, v jiz diferenciovanych bunkach prakticky neni pfitomna.
Jeji vyskyt je zavisly na stddiu bunécného cyklu, pficemz dosahuje svého maxima
v G2/M fazi. Béhem proliferace bunék tedy mizeme nalézt zvySené mnozstvi této

isoformy. TOPa je Uzce spojena s replikaénim procesem, je velmi tésné navdzana na
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chromosom b&hem mitdzy. Prave tato isoforma je zapojena do procesu bunééného rustu,
replikace anebo chromosomalni kondenzace a segregace. U hTOP jsou tedy zékladni

mitotické funkce vazany predevsim na isoformu TOP2a (Gonzalez a kol., 2011).

Oproti tomu TOP2B se nachazi v somatickych burnikach v relativné ustalenych
hladindch béhem celého bunééného cyklu (Vejpongsa & Yeh, 2014; Deweese &
Osheroff, 2009; Delgado a kol., 2018). Na rozdil od ptfedchozi isoformy ji lze nalézt
1 v bunkéch kardiomyocytl, pravé z tohoto diivodu je Casto spojovana isoforma TOP2[3
s vyskytem kardiotoxicity (Yi a kol., 2007; Pendleton a kol., 2015). Vyskytuje se rovnéz
1 v proliferujicich nadorovych buiilkéch, ale neni zde tolik exprimovana jako TOP2a.
Bé&hem mitoézy se TOP2B disociuje od chromosomd, tudiz zatimco TOP2a hraje roli
pfedevs§im v replikacnich procesech, TOP2B sehrava roli ptfedev§im v regulaci genové
transkripce béhem diferenciace buné¢k. Béhem let se stale vice potvrzuje vyznam TOP2f3
v procesu bunééné transkripce a udrzeni integrity genomu, nicméné detailni molekularni
mechanismus transkrip¢ni regulace tohoto enzymu stale neni plné objasnény (Vejpongsa

& Yeh, 2014; Deweese & Osheroff, 2009; Delgado a kol., 2018).

2.3.1.2 Katalyticky cyklus TOP2
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Obr. 2 Katalyticky cyklus TOP2 (Nitiss, 2009)

Béhem katalytického cyklu prochdzi enzym fadou vyznamnych konformacnich
zmen, jak mizeme pozorovat i na vyse uvedeném obrazku. Katalyticky cyklus TOP2
zacina vazbou enzymu na dva segmenty DNA, oznacené jako G-segment (gate segment,

brana), v obrazku zaznaen modie, a T-segment (transfer segment, ptfechodovy), v
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obrazku zaznacen ¢ervené. Béhem druhého kroku dochazi k navazani dvou molekul ATP
na ATP doménu nachdzejici se na N-terminalni doméné, ¢imz dochazi k dimerizaci obou
domén a zachyceni T-segmentu. Poté dochazi v transesterifikacni reakci za ptitomnosti
hotecnatych ionti k enzymovému Stépeni jedné dvouietézcové molekuly DNA (G-
segment), pricemz v tomto kroku dochazi ke kovalentni vazbé 5°-koncit DNA na

tyrosinové zbytky enzymu.

Druhd molekula DNA (T-segment) pak piechdzi skrz piechodny zlom
(G-segment). Nasledn¢ po transportu T-segmentu ptes zlom dochazi k hydrolyze jedné
z molekul ATP a posléze dochazi ke znovuspojeni G-segmentu spole¢né s hydrolyzou
druhé molekuly ATP. Poslednim krokem je indukované znovuotevieni C-terminalni
domény, transportu T-segmentu skrz tuto doménu, a posléze uzavieni této brany.
Soucasné dochézi k otevieni N-terminalni ATPasové domény, coZ umoziiuje enzymu
jeho odlouceni od G-segmentu. Tento mechanismus byva také oznaCovan jako
dvoubranovy mechanismus fetézcového prichodu (Larsen a kol., 2003; Delgado a kol.,

2018; Pommier a kol., 2010; Pogorelcnik a kol., 2013; Chen a kol., 2013).

2.4 Inhibitory topoisomerasy 2

Léciva cilici na TOP2 mizeme rozd¢lit na dvé zakladni skupiny dle mechanismu
ucinku, a to na topoisomerasové jedy a katalytické inhibitory. Bohuzel klasifikace
inhibitord TOP2 (iTOP2) neni jednotna a zatfazeni jednotlivych latek ¢asto neni totozné.
Stejn¢ tak se odliSuji ndzory na samotnou definici topoisomerasovych jedi

a inhibitoru.

Topoisomerasové jedy pfeménuji topoisomerasu jako esencidlni enzym na silny
bunéény toxin skrze zvySeni koncentrace St€épného komplexu tvoticiho fetézcové zlomy
DNA a nasledné se tvoii ,,léze* v dusledku ¢ehoz dochazi k usmrceni buiiky. Vysoka
hladina TOP2 casto exprimovana v rakovinnych buiikach poskytuje ¢aste¢né terapeutické
okno pro topoisomerasové jedy. Cim je tedy vy$si koncentrace TOP2 v buiice, tim silngji
pusobi i topoisomerasovy jed. V klinické praxi se s topoisomerasovymi jedy setkdme
Castéji nez s iTOP2. Jako piiklad topoisomerasovych jedl lze uvést epipodofylotoxiny
etoposid a teniposid, zastupce antracyklinovych antibiotik doxorubicin (DOX),
daunorubicin (DAU), anebo zéstupce antracendionil mitoxantron (Baldwin & Osheroff,

2005; Pommier a kol., 2010; Nitiss, 2009).
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Navzdory klinicky nepopiratelnému spéchu iTOP2 v onkologické 1é¢b¢ je nutné
zminit 1 stinnou stranku souvisejici s jejich uzitim v terapii. S jejich aplikaci se poji dva
zavazné nezadouci Uc¢inky, a to kardiotoxicita a tvorba sekundarnich malignit (Pendleton

a kol., 2015).

Druhou skupinu tvofi latky inhibujici katalytickou aktivitu TOP2, které vSak
nezvySuji hladinu kovalentnich Stépnych komplext. Jejich mechanismus ucinku je
zaloZen na eliminaci aktivity TOP2 jako esencidlniho enzym a jsou oznacovany jako
katalytické inhibitory. Do budoucna se jevi jako latky, které se mohou vyhledové stat
vyznamnou soucasti terapeuticky ptfinosnych 1é¢iv (Baldwin & Osheroff, 2005; Pommier

a kol., 2010; Nitiss, 2009).

Neporusena DNA Stépny komplex
LOLOTBOU = LOL ™ON
A
B s s Topoisomerasovy jed
Katalyticky mhibitor Rovnovazne stépeni Protinddarova letiva
ﬁpﬁ}g@ho pivodu
SniZené $tépeni Normilni bunéény riist Zvviené Stépeni
Kontrolovana DNA topologie
¢ Sprivna chromosomova segregace ¢
Zpomaleny bunéény rist Mutace
Zastaveni vyvoje Translokace
Mitoticke selhani Apoptoza
BUNECNA SMRT BUNECNA SMRT LEUKEMIE
AML 11q23
APL t(15:17)

Obr. 3 Dusledky ptisobeni inhibitordt TOP2 (upraveno dle Pendleton a kol., 2015)

TOP2 je esencidlnim enzymem, ktery vSak za jistych okolnosti mizZe byt také
genotoxicky. Je nezbytné nutné zachovat neustalé balancovani mezi enzymovym
Stépenim DNA (které je nutné pro spravny prubéh fyziologickych funkci) a ligaci fetézci
pro zabranéni bunééné smrti. Pokud dojde k vyraznému snizeni koncentrace TOP2-DNA

Stépného komplexu, tak builky jiz nejsou schopné rozmotat dcefiné chromosomy,
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v dtsledku ¢ehoz dochazi k bunééné smrti nasledkem mitotického selhani. Naopak pokud
je tato hladina pfili§ vysokd, jsou piechodné komplexy pfeménény v permanentni

dvouretézcové zlomy.

Tyto zlomy spolu s inhibici zakladnich DNA procesi vedou k zahajeni
rekombinacnich cest a jsou generovany chromosomalni translokace spolu s dalsimi DNA
aberacemi. Pokud jiz buiika neni schopna regulace téchto procest, dojde ke spusténi
kaskady bunécnych procest vedoucich k bunécné smrti. Pokud nedojde ke smrti buiiky
v dtsledku zvySeného mnozstvi permanentnich zlomu, Ize pocitat s vyskytem mutaci

anebo chromosomalnich aberaci (Pendleton a kol., 2015).

2.4.1 Derivaty podofylotoxinu

Podofylotoxin je pfirozen¢ se vyskytujici latkou v rostliné zvané Podophyllum
peltatum, v ¢estiné oznaCované jako Noholist Stitnaty (Stihelin & von Wartburg, 1991).
Podofylotoxin byl vyuzivan v lidovém lécitelstvi v 1é€b&é mnoha rtiznych chorob po vice
nez tisic let (Hande, 1998). Tato slouCenina sama o sobé& vykazuje silné antimitotické
polymerizace. Ackoliv podofylotoxin sdm o sobé vykazuje silné protinadorové plisobeni,
v klinické praxi nemtze byt vyuzit kvili své vysoké toxicité (Baldwin & Osheroft, 2005).
Pro vyuzZiti v klinické praxi byly vyvinuty jeho semisyntetické derivaty nazyvané

epipodofylotoxiny, do kterych patii mimo etoposidu také tenoposid (Joel, 1996).
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Obr. 4 Strukturni vzorce podofylotoxinu, etoposidu (Baldwin & Osheroff, 2005)
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2.4.1.1 Etoposid

Etoposid (ETO) je velmi casto vyuzivan k lécbé mnohych rakovinnych
onemocnéni, vcetné malobunééného karcinomu, zarodeénych malignit, sarkomi,
leukemii a lymfomi. V 1é€bé malobunécného karcinomu je dokonce povazovan za
samostatné nejlépe pusobici latku. Ma taky velmi dobré vysledky v 1é¢bé testikularniho
karcinomu, choriokarcinomu a neuroblastomu. V soucasné¢ dobé¢ je klinicky vyuZzivan
témét po dobu 40 let a patii mezi jedny z nejcastéji predepisovanych protinadorovych

1é¢iv (Baldwin & Osheroff, 2005; Nemade a kol., 2018).

2.4.1.1.1 Historicky vyvoj

V 50. letech firma Sandoz Pharmaceuticals zahajila vyzkum tykajici se
podofylotoxini a jejich syntetickych derivati ve snaze najit latku s podobnymi
antimitotickymi u¢inky jakymi disponoval podofylotoxin bez projevl toxicity, kterou
vykazoval. Vysledkem tohoto vyzkumu byl zhruba v poloviné 60. let objev dvou
semisyntetickych sloucenin, a to etoposidu a teniposidu. Obé latky spliiovaly podminku
zvySené protinddorové UCinnosti spolu se snizenymi toxickymi projevy. Po sérii
preklinickych hodnoceni a klinického testovani FDA schvélila v roce 1983 pouziti ETO
v terapii rakovinnych onemocnéni. Zajimavosti je, ze béhem tohoto schvaleni nebyl
objasnén jeho mechanismus ucinku, ackoliv byl jiz v této dob¢ studovan. Na rozdil od
podofylotoxinu ETO nevykazoval Zadnou schopnost v inhibici polymerizace tubulinu.
ETO je schopen dosdahnout této inhibice, nicméné ne v koncentracich bézné uzivanych in
vivo. Az béhem poloviny 80. let bylo zjisténo, ze primarnim bunécnym cilem plsobeni

ETO je TOP2 (Hande, 1998; Baldwin & Osheroff, 2005).

2.4.1.1.2 Mechanismus uc¢inku

Pii vysvétleni mechanismu U¢inku ETO je nutné vybavit si enzymaticky
mechanismus Géinku TOP, jelikoZ se jedna o dva uzce propojené aspekty. Stépna aktivita
TOP na DNA je pon¢kud dvouse¢na. ZajiStuje sice spravnou organizovanost a integritu
chromosomalni DNA, ale pokud nedojde k op€tovnému spojeni fetézcil, nastava bunécna
smrt (Arpa a kol.,, 1990). Z tohoto divodu je nezbytné nutné udrzovat koncentraci

Stépnych komplexii co nejvice vyvazenou.
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ETO patii do skupiny topoisomerasovych jedl, které piasobi zvySenim
koncentrace kovalentnich $tépnych komplext s molekulou DNA. Tyto jedy pfeménuji
TOP2 na silny bunécny toxin zplisobujici tvorbu dvojitych zlomtit DNA v zasazenych

bunkach (Hande, 1998).

Hned nékolik vyznamnych protinadorovych 1é€iv vyuziva tohoto Skodlivého
principu TOP2 viac¢i buinkdm a podporuje tvorbu cytotoxickych 1€zi skrz zvySené
mnozstvi stabilizovanych stépnych komplexi (Wu a kol., 2011). Inhibice religace fetézct
na zaklad¢ tvorby ternarniho komplexu spolu s enzymem a molekulou DNA je stézejnim
mechanismem uc¢inku etoposidu (Joel, 1996; Montecucco a kol., 2015; Capranico a kol.,

2017).

G-segment miize zlstat ve stadiu Stépeni inzerci molekuly 1é¢iva do aktivniho
mista tohoto Stépeni. Proces spojeni fetézcli je tudiz zastaven trvalym oddé€lenim
rozdélenych fetézcl vytvofenym zlomem (Chen a kol., 2013). Uéinek takto plisobicich
1éc¢iv je tedy z velké ¢asti ovlivnén jejich strukturnim usporddanim. ETO vazany na TOP2
Stépny komplex ukazuje vice otevienou DNA branu, ve které jsou hofeCnaté ionty
oddé€leny od fosfotyrosinové skupiny, coz jednoznaéné indikuje skutecnost, ze religacni
reakce muze byt utlumena pomoci 1é¢ivem indukované strukturni zmény v aktivnim
misté (Wu a kol., 2011; Chen a kol., 2013). Neni zndm piesny molekularni mechanismus
vzniku a interakce ternarniho komplexu stabilizujiciho §t€pny komplex (Capranico a kol.,

2017).

Zda se vsak, ze ternarni komplex je tvofen jednou ze tii odliSnych cest: etoposid
muze vstupovat do komplexu skrz interakci s enzymem, skrz interakci s molekulou DNA,
anebo skrz interakci s binarnim komplexem TOP2-DNA (Burden & Osheroff, 1998;
Froelich-Ammon & Osheroff, 1995). Pivodné se studie ptiklanély predevsim ke tvorbé
ternarniho komplexu skrz vstup ETO pftes interakéni plisobeni s molekulou DNA anebo
bindrnim komplexem. Dnes se studie ptiklani spiSe ke tvorbé ternarniho komplexu na
zaklad¢ interakce s enzymem. To podporuje 1 fakt, ze na rozdil od jinych protinadorovych
1é¢iv ETO vykazuje pouze malou schopnost vazat volnou DNA a vaze se na enzym

1 v nepfitomnosti DNA (Baldwin & Osheroff, 2005).

18



Obr. 5 Vyobrazeni ternarniho $tépného komplexu. DNA je vyobrazena modfe, enzym

Sedé a Cervené je zobrazen navazany ETO (Wu a kol., 2011)

Zlomy DNA stabilizované vazbou ETO jsou pomérné nestabilni. Cytotoxické
a mutagenni pusobeni tudiz nemusi byt nutné zahdjeno. Potencidlni smrtnost
stabilizovaného $tépného kovalentniho komplexu dramaticky nardsta béhem replikace
a pii ptisobeni helikasy. Pokud narazi replikacni vidlice na ETO stabilizovany komplex
TOP2-DNA, je tento Stépny komplex narusen a probiha konverze ptrechodného
jednovldknového nebo dvouvldknového zlomu do permanentni dvouvlaknové fraktury
DNA. Pokud jsou tyto zlomy pfitomné v nadprahové koncentraci, spousti sérii
cytotoxickych dé&ti vedoucich v disledku k bunééné smrti (Hande, 1998; Montecucco

a kol., 2015).

2.4.1.1.3 Nezadouci ucinky

S uzitim ETO je navzdory jeho vynikajicimu protinadorovému ptisobeni v terapii
spojen 1 vyskyt nezadoucich ucinkii. Mizeme hovoftit o béznych nezadoucich ucincich

zahrnujicich nauseu a zvraceni (az 43 % pacientt), alopecii (az 66 % pacientil) ¢i mnohem

Stabilizace Stépného komplexu hraje zasadni roli pifi vzniku chromosomalni
leukemické translokace. Za normdlnich okolnosti jsou §t€pné komplexy bézné pritomné
v nizkych hladinach v katalytickém cyklu TOP2 a buiikka je schopna se s jejich
pritomnosti vyrovnat. Problém nastava pti vyskytu zvySeného mnozstvi téchto komplext
v organismu a nasledkem tohoto d¢je je vznik mnohych mutagennich piihod anebo

iniciace procest vedoucich ke smrti buniky (Baldwin & Osheroff, 2005).
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Ackoliv je TOP2 dilezitym molekuldrnim cilem pisobeni protinddorovych 1€Civ,
poji se s indukei leukemicky specifickych onemocnéni. Tyto zmény nejcastéji probihaji
skrz pteskupeni uspotfadani na genu MLL (myeloidni/lymfoidni leukémie) nebo genu

PML (promyelocytarni leukémie) (Pendleton a kol., 2015).

Uziti etoposidu v terapii je spojovano s rozvojem akutni myeloidni leukémie
(AML) a rozvojem terapii indukovaného myelodysplastického syndromu (MDS), ktery
Casto progreduje do AML (Pedersen-Bjergaard a kol., 2002). Tyto udalosti jsou nejcastéji
spojeny s chromosomalni translokaci v seskupeni 11923 nebo 21g22 (Ratain & Rowley,

1992).

ETO vs$ak neni jedinou latkou v protinadorové 1éCbe, ktera byva spojovana
s vyskytem sekundarnich malignit, ackoliv je pravdépodobné latkou nejcastéji
zminovanou. Mezi dal§i protinddorové latky zplsobujici vyskyt téchto malignit patii
napiiklad DOX nebo mitoxantron (Ratain & Rowley, 1992). ReZimy 1écby, ve kterych
pusobi ETO nebo DOX jsou spojovany s translokaci chromosomi 11g23. ReZimy
zahrnujici mitoxantron a epirubucin jsou spojovany s APL (akutni promyelocytarni
leukémii) zahrnujici translokaéni pfeskupeni t(15;17) a transloka¢nimi zménami na genu

PML (Azarova a kol., 2007; Pendleton, a kol., 2015).

Translokace jsou vétSinoveé pozorovany v oblasti klastru zlomovych bodi (BCR)
genu MLL. Gen MLL koduje komplex multidoménovych regulacnich transkripénich
proteintl, které se ucastni epigenetické regulace hemopoetickych a non-hemopoetickych

bunécnych cilii (Pendleton a kol., 2015).

Asociace topoisomerasovych jedt s 1123 indukovaném rozvoji AML ukazuje,
ze leukemogenické chromosomalni translokace jsou zahdjeny TOP2 generovanymi
zlomy v BCR asi spiSe, nez selekci pre-existujicich translokaci v kostni dfeni pacienti.
To potvrzuje 1 fakt, ze u pacienti s 1123 pieskupenim trpicich AML nebyla tato
preskupeni nalezena pted zahdjenim 1écby. Co vic, translokace spojené s 11q23, které
maji piivod v BRC, jsou pozorovany pouze u pacientli 1écenych jedy topoisomerasy
anejsou asociovany s oblastmi kde je vyloucené ptisobeni TOP2 cilicich 1é¢iv (Pendleton

a kol., 2015).
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Obr. 6 Utinek ternarniho komplexu v buiikich (upraveno dle Baldwin & Osheroff,
2005)

Genotoxicka cesta vzniku MDS a AML je teoreticky spojovana se tfemi moznymi
pfi¢inami vzniku, a to alkyla¢nimi latkami, iTOP2 a spontannimi endogennimi
rekombinacemi, jez nejsou spojené s vystavenim exogennim mutagentim. Vyskyt MDS
a AML se poji se zna¢nym poctem cytotoxickych a genotoxickych abnormalit. PfestoZe
je jiz odhalend znac¢na Cast chromosomadlnich aberaci, lze pfedpokladat, Ze nckteré
genetické zmény stale unikaji pozornosti a bude objevena nova genotoxickd cesta

(Pedersen-Bjergaard a kol., 2002).

Ackoliv protinadorova 1écba cili na obé€ isoformy, DNA zlomy iniciujici 11923
asociovanou AML jsou spojovany predevsim s TOP2B. Mezi jednim z prvnich dikazi,
ktery potvrzoval tuto hypotézu, byl experiment provedeny u mysi s depletovanou TOP2p,
pfi¢emz u t€chto mysi byl mnohem nizsi vyskyt ETO indukovanych potiZi oproti mySim
se zachovalou aktivitou TOP2B. Co vic, TOP2P se ukazuje byt zdsadni pro ETO
indukované DNA sekvencni preskupeni a tvorbu dvojitych zlomii na bunécénych
modelech. Genotoxicky efekt ETO se ukazuje byt pfimo spojeny s aktivitou isoformy

TOP2p (Yi a kol., 2007; Pendleton a kol., 2015).
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2.4.2 Antracyklinova antibiotika

Antracyklinova antibiotika jsou v soucasnosti povazovany za jedny
z nejucinngjSich protinddorovych 1éciv. Jsou uzivany jak v 1é¢bé solidnich tumort, tak
hematologickych malignit u dospélych pacientli i u déti. Dobrym ptikladem efektivity
ANT jsou zdznamy z détské onkologie, kde Sletd mira pteziti u déti byla zvySena ze
zhruba 30 % v 60. letech na dnesnich 70-80 % piezivSich pacientl, pficemz vice nez

50 % téchto pacientd bylo 1é¢eno pravé ANT (Siminek a kol., 2009).

ANT byly objeveny béhem 60. let izolaci zpidni bakterie Streptomyces
peucetius. Zpocatku jim byla pfisuzovand slabé inhibi¢ni aktivita na Gram-pozitivnich
mikroorganismech, nicméné poté byla objevena jejich vyznamna protinddorova aktivita
(Vejpongsa & Yeh, 2014). Béhem 60. let byly nasledné objeveny vyznamné t¢inky DAU
v 1é€bé hematologickych malignit. O néco pozdéji byl objeven jeho derivat DOX, ktery
se ukézal byt jesté u€inn€jSim protinddorovym léc¢ivem s Sir§im spektrem vyuZiti i v 1é€bé
solidnich tumort, a nejen krevnich malignit. I po uplynuti témét pil stoleti jsou ANT
stale uzivany v klinické praxi. Zejména DOX zlstava dilezitym 1écivem v terapii mnoha
rakovinnych onemocnéni, v€etné rakoviny prsu, sarkomt, détskych solidnich tumord,
leukémie, hodgkinskych i nehodginskych lymfomech a mnohych dalsich (Siminek
a kol., 2009; Volkova & Russell, 2011).

Ackoliv jsou ANT hojné pouZivany v protinadorové 1é¢bé, mechanismus jejich
pusobeni stale neni pln¢ objasnén a pravdépodobné se jednd o kombinaci nékolika
odliSnych mechanismt, pfi¢emz tato skuteCnost pravdépodobné stoji za vysokou

efektivitou této skupiny protinadorovych léciv.

Po jejich objeveni byl jejich efekt pficitdn interkala¢nimu plsobeni mezi
jednotlivymi pary bazi na fetézcich DNA, které mé¢lo zabranit rapidnimu nardstu noveé
proliferujicich bun¢k. V soucasné dob¢ vSak spiSe panuje presvédCeni, ze tento
mechanismus U¢inku pravdépodobné nehraje hlavni roli v jejich protinddorovém
pusobeni. Panoval 1 ndzor, Ze za jejich protinddorovym pulisobeni stoji tvorba reaktivnich
forem kysliku (ROS) a peroxidace lipidil, nicméné tato hypotéza nebyla plné potvrzena,
a nékteré studie ji naopak vyvracely (Simtinek, a kol., 2009; Stérba a kol., 2013;
Kollarova- Brazdova a kol., 2020).
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Za hlavni molekuléarni cil pasobeni je v dne$ni dobé vSeobecné uznavan enzym
TOP2, piicemZ ANT jsou povaZzovany za takzvané topoisomerasové jedy (Stérba a kol.,

2013).

Béhem let bylo vyvinuto mnoho derivati pivodni slouCeniny, v soucasnosti se
v terapii pouzivaji predev§im latky DOX, epirubicin, a idarubicin. Zajimavosti je, Ze
v dnesni klinické praxi je snaha namisto vyvoje novych a Iépe cilicich 1é¢iv vyuzivat
kombinace s novym terapeutikami ve snaze maximalizovat terapeuticky efekt 1€Cby

(Simtinek a kol., 2009; Vejpongsa & Yeh, 2014).

Klinické uziti ANT je vSak omezeno kvili vyskytu kardiotoxicity. Kardiotoxicita
ANT se projevuje po mésicich az letech od prodélani chemoterapie. Ve vétSiné piipadu
se jedna o chronické formy, piikladem muze byt dilatacni kardiomyopatie anebo
meéstnaveé srdecni selhdni. Rozvoj kardiotoxicity je spojovan predev§im s pfekrocenim
kumulativni davky podavanych ANT, pficemz riziko vyskytu nezadoucich U¢inki se po
pfekroCeni kumulativni dévky nékolikanasobné navySuje (van Dalen a kol., 2011;

Vejpongsa Yeh, 2014).

Mechanismus kardiotoxického ptisobeni ANT stéle nebyl plné vysvétlen, ackoliv
zde panuji nékteré hypotézy, jako naptiklad tradicni ROS hypotéza nebo hypotéza vzniku
komplexu ANT-zZelezo (Vavrova a kol., 2013).

Nejpravdépodobnéjsim se vSak zdd indukce toxicity skrz interakci ANT-TOP2,
pficemz cast&ji je v souvislosti s indukci kardiotoxicity zminovéana isoforma TOP2f.
Dtivodem je vyskyt této isoformy na kardiomyocytech, pti¢emz TOP2a se zde viibec

nevyskytuje (Yeh a kol., 2019).

Objev TOP2p jako klicového molekularniho cile asociovaného s kardiotoxicitou
ma zcela zasadni vliv na dalsi vyvoj, protoze tento novy piistup by mohl mit dopad na
tvorbu klinickych strategii zabyvajicich se prevenci kardiotoxicity (Vejpongsa & Yeh,
2014).
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Nové paradigma

Doxorubicin
Topoisomerasa 2 Topoisomerasa 2a
1 dvojitych zlom, Likvidace rakovinnych bunek
1pS3, 1 ROS, | PGCL,
| mito
l Dalsi pasobici faktory:
Kardiotoxicita «—— - karbonylreduktasa 3

- proteiny regulujici metabolismus Zeleza

Obr. 7 Nové paradigma indukce ANT kardiotoxicity (upraveno dle Yeh a kol., 2019)

2.4.3 Katalytické inhibitory

Katalytické inhibitory jsou skupinou obsahujici strukturné odlisné latky
interferujici s TOP2 béhem katalytického cyklu. Zatimco topoisomerasové jedy jsou
vyuzivany piedevsim pro jejich protinadorovy ucinek, katalytické inhibitory maji $irsi
potencialni  spektrum vyuziti. Jsou vyuzivany jako antineoplastické latky,
kardioprotektory, anebo latky schopné modulovat u¢inek jinych protinadorovych lé€iv

(Larsen a kol., 2003).

2.4.3.1 Dexrazoxan (ICRF-187, DEX)

Bisdioxopiperazinové slouceniny byly plivodné vyvijeny ve snaze najit méné
polarni derivaty EDTA jako chelatoru kovi, které by snadnéji prochdzely skrz bunécnou
membranu, a tudizZ mohli 1€pe rozvijet svlij protinddorovy ucinek. Mateiskou slouc¢eninou
se stala latka ICRF-154 a na zakladé jeji struktury vznikaly dalsi derivaty, jako naptiklad
jeji monomethylovy derivat ICRF-159 (razoxan), ktery mél srovnatelnou protinddorovou
ucinnost v porovnani s mateiskou latkou. ICRF-187 (dexrazoxan) je pravotoCivy

enantiomer racemického razoxanu.

V terapii se vyuziva nejen jeho protinddorového ucinku, ale piedevsim jeho
kardioprotektivniho piisobeni proti ANT indukované kardiotoxicité (Larsen a kol., 2003;

Jirkovska a kol., 2021; Hasinoff & Herman, 2007).
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Obr. 8 Strukturni vzorce vybranych bisdioxopiperazinovych sloucenin

Jedna z diive obecné ptijimanych hypotéz vysvétluje kardioprotektivni piisobeni
DEX skrze jeho chelata¢ni pisobeni. DEX prochdzi hydrolyzaci dioxopiperazinovych
kruhd, coz vede ke vzniku meziproduktu s pouze jednim otevienym kruhem, ktery
prochdzi dalsi hydrolyzaci a nésledné vznikd konecny metabolit ADR-925. Metabolit
ADR-925 je strukturné podobny diamidu EDTA (Hasinoff a kol., 1996; Hasinoff &
Herman, 2007). ANT a jejich komplexy se Zelezem jsou redoxné aktivni, a mohou tvofit

ROS.

Diive byl obecné piijiman fakt, ze DEX chrani pfed oxidativnim poskozenim
srdecni tkan€ jako chelator Zeleza. Lipofilita DEX zajiSt'uje jeho penetraci do srde¢nich
bunék, kde pti hydrolytickém otevieni jeho metabolit chelatuje ionty Zeleza a vytésnuje
je ze spole¢nych komplexi utvoifenych s ANT. Nicmén¢ nékteré studie ukazaly, Ze jiné
efektivni chelatory Zeleza nebyly schopné ochranit srdecni buniky pted rozvojem ANT
indukované kardiotoxicity. Z tohoto divodu se 1ze domnivat, ze kardioprotektivni ucinek
bude zajist'ovat jiny mechanismus ptisobeni (Stérba a kol., 2013; Jones, 2014; Jirkovska-

Véavrova a kol. 2015).

Nicméné stale vic teorii pfisuzuje kardioprotektivni plsobeni DEX jeho
interferen¢nimu pisobeni na isoformé¢ TOP2p, kterd je dominantnim typem isoformy
v srde¢nich bunkéch. Kardioprotektivni pisobeni DEX bylo tedy ptivodné pfisuzovano
jeho schopnosti chelatovat ionty Zeleza, nicméné v dneSni dob€ je tato hypotéza
zpochybniovdna. Za kardioprotektivnimi G¢inky DEX je pravdépodobnéji spiSe jeho

schopnost interferovat s TOP2 (Jirkovska a kol., 2021).
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S jeho uzitim byvaji vSak spojovany i jisté obavy. Jednd se predevSim o vyskyt
sekundarnich malignit asociovanych s uzitim DEX a déle sniZeni protinddorového ucinku
ANT pii kombinacni terapii u dospélych i u déti. Ackoliv ani jedna z téchto obav nebyla
potvrzena a fada studii je naopak vyvraci, povést DEX tim byla nenavratné¢ poSkozena a
jeho uziti je diky tomu v terapii zna¢n¢ omezeno. Na zdklad¢ vypracovanych doporuceni
byly nasledné tyto postupy implementovany v rdmci evropskych terapeutickych strategii,
1 pres to, ze fada studii je v pfimém rozporu s informacemi obsazenymi v téchto

doporucenich (Reichardt a kol., 2018; Simmons, 2019).

2.4.3.2 BNS-22

BNS-22 je novym syntetickym derivatem piirodniho rostlinného produktu
GUT-70 vykazujicim protinadorovu aktivitu proti lidskym rakovinnym bunkam. Jeho

mechanismus u¢inku zatim neni plné objasnén.

Na zaklad¢ proteomického profilovani bylo zjisténo, ze BNS-22 patii ke stejnému
klastru jako bisdioxopiperazinovy derivat ICRF-193. Na zaklad¢ tohoto profilovani bylo
BNS-22 blizko i antimitotické latce vinblastinu, pficemz nasledné byly provedeny
experimenty na HeLa buiikéch pro objasnéni mechanismu ucinku s cilem zjistit, zda je

tedy spiSe katalytickym inhibitorem nebo latkou s antimitotickym ptisobenim.

HeLa buiiky byly vystaveny plisobeni 3 a 10 umol/l BNS, 10 pmol/l ICRF-193
a 300 nm/l vinblastinu po dobu 12 hodin a obarveny pomoci anti-B-tubulinu,
anti-y-tubulinu a barviva DAPI pro vizualizaci chromosomalni morfologie. Jednotlivé
latky se neliSily v mechanismu piisobeni béhem interfaze, ale az béhem samotné mitozy,
pfi¢emz latka BNS-22 vykazovala béhem tohoto experimentu obdobny mechanismus

jako katalyticky inhibitor ICRF-193 (Kawatani a kol., 2011).

Bohuzel BNS-22 vykazuje extrémné nizkou rozpustnost ve vodé, coZ omezuje
jeho uziti in vivo a nasledné klinické testovani. V soucasnosti jsou vSak intenzivné
studovany moznosti, kterymi by se dala nastala situace fesit. Jako jedno z moznych feSeni
se jevi vyvoj oralnich nanosici z oxidu kiemiku, zlepSujicich stabilitu latky skrze kyselé
prostiedi ptisobenim Zalude¢nich §t'av. Tyto studie probéhly v rdmci planovani novych

pfistupi v 1écbu kolorektalniho karcinomu (Kathiravan a kol., 2013; Vong a kol., 2017).
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Obr. 9 Strukturni vzorec BNS-22

2.4.3.3 XK-469

Tato latka byla vyvinuta z chinoxalinového herbicidu nevykazujicitho Zadnou
protinddorovou aktivitu. Ov§em ptesunutim skupiny chloru z $esté pozice na sedmou tato
aktivita vznikla a byla nalezena matef'sk4 sloucenina XB947. Tato sloucenina vSak byla
prakticky nerozpustnd ve vodé a jeji podani skrz jiné cesty bylo velmi obtizné. Proto
pokracoval vyzkum ve snaze najit slouceninu s lepSimi vlastnostmi, pficemz toho bylo
dosaZeno s latkou XK-469, ktera je ve vodé rozpustnou soli plivodni matetské slouceniny

(Lorusso a kol., 1999).

XK-469 je tedy ve vodé¢ rozpustny chinoxalinovy derivat kyseliny
fenoxypropionove, jez vykazuje Siroké spektrum protinadorové aktivity jak u mysich, tak
u lidskych tumort. Pozoruhodna je aktivita XK-469 proti multirezistentnim nadorim

(Stock a kol., 2008).

Mechanismus puisobeni ziistdvad neobjasnén. Srovnavaci cytotoxicka analyza
provedena NCI institutem bunéénych linii ukdzala, Ze mechanismus pisobeni latky
XK-469 je naprosto jedinecny a nemd srovnani s Zadnou v soucasnosti piisobici
protinddorovou latkou. Byla ov§em zaznamenana inhibi¢ni aktivita na TOP2. Z toho lze
usuzovat, ze pusobi selektivné, jelikoz na typu TOPI nevykézala latka XK-469 zadny
efekt (Stock a kol., 2008; Yao a kol., 2015).

Obr. 10 Strukturni vzorec XK-469
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2.4.3.4. ICRF-193

ICRF-193 je dimethylovym derivatem slouceniny ICRF-159 a patii k nejsilngji
piisobicim bisdioxopiperazinovym derivatim vagi TOP2 (Larsen a kol., 2013). Casto
jsou vedeny diskuze o tom, zda puasobi spiSe jako inhibitor, anebo spiSe jako

topoisomerasovy jed.

ICRF-193 inhibuje TOP2 skrze stabiliza¢ni uspofadani enzymu obklopujicicho
DNA, pti¢emz jeho efekt je vazan na snizeni ATPasové aktivity (Hu a kol., 2002). Jiné
studie vSak naznacuji, ze ICRF-193 je klasickym induktorem S$t€pnych komplexi,

nicmén¢ béznym zplisobem pouze Spatn¢ detekovatelny (Huang a kol., 2001).

Nicméné neni uplné jasné, pro¢ by méla byt detekce Stépného komplexu odlisna
od detekce jinych topoisomerasovych jedi, a pro¢ by bylo za potiebi uziti jinych metod
standardn¢ uzivanych pro in vitro detekci. Navic je zndmo, ze po aplikaci latky
ICRF-193 reagovaly buiiky tvorbou dlouhych zapletenych mitotickych chromosomd, coz
je vsouladu s ptisobenim TOP. Nicméné pii aplikaci topoisomerasovych jedi byly
mitotické chromosomy extrémné roztfisténé. Z tohoto divodu se autofi kloni spiSe ke
katalytické inhibici jako zakladnimu mechanismu pisobeni ICRF-193 (Larsen a kol.,

2003).

Co se tyce kardioprotektivniho piisobeni, ICRF-193 se zda byt jesté silnéjSim
kardioprotektivem nez DEX, nicmén¢ jeho uZiti in vivo je znemoZnéno kvuli jeho velmi
nizké rozpustnosti ve vod¢é. Nicméné je snaha rozpustnost zlepsit tak, aby 1€k mohl byt
vstiebatelny organismem. MoZnym feSenim se zda tvorba proléciva, které by zajist'ovalo
jednodussi administraci a lep$i prinik skrz membranu buné€k, ptfi¢emz se zatim velmi
slibné jevi prolécivo GK-667, které je kruhové otevienym metabolitem ICRF-193. Toto
prolécivo se vyznacuje nizkou toxicitou, dobrou rozpustnosti a pfiznivou pieménou na

ICRF-193 v organismu (Bavlovi¢ Piskackova a kol., 2021).

Obr. 11 Strukturni vzorec ICRF-193
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3. Cile prace

Studium antiprolifera¢nich uc¢inkd modelového jedu TOP2 a vybranych katalytickych

inhibitort jako potencidlnich kardioprotektiv.

— Stanoveni antiproliferacni u¢innosti ETO, DEX, BNS-22, XK-469, ICRF-193 na

suspenzni bunééné linii HL-60 stanovenim hodnot ICso.
— Stanoveni vlivu inhibitoru na u¢innost etoposidu pti ICso.

— Stanoveni antiproliferacni Uc¢innosti u kombinaci jednotlivych latek s ETO
(v 1Cso) prosttednictvim vypoctu hodnot kombinacnich indexd dle metody

Chou-Talalay.
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4. Metodika

4.1.Materialy a technické vybaveni

4.1.1 Bunéc¢na linie

V experimentu byla pouzita suspenzni buné¢éna linie HL-60 dodédvana americkou

bankou bunécnych linii (Americane Type Culture Collection; ATCC). Morfologicky je

linie tvofena myeloblasty pochdzejicimi z periferni krve 36-leté Zeny trpici akutni

promyelocytarni leukémii.

4.1.2 Reagencie a chemikalie

reagencie a chemikalie pfipravené na farmaceutické fakulté

DEX
ICRF-193

zakoupené reagencie a chemikalie

ETO (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

BNS-22 (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

XK-469 (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

médium RPMI-1640 (Sigma, Némecko)

trypanova modf (Sigma, Némecko)

dimethylsulfoxid (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

fosfatovy pufr (PBS, Sigma, Némecko)

fetalni bovinni sérum, tepelné¢ inaktivované (FBS, Lonza, Ceska
republika)

smés penicilin-streptomycin (Lonza, Ceska republika)

Triton™ X-100 (Fluka)

isopropanol (Sigma, Schnelldorf, Némecko)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma, Schnelldorf, Némecko)
kyselina chlorovodikova (Penta, Praha, Ceské republika)
ultradestilovana voda (pfistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceské republika)

4.1.3 Pristrojové vybaveni

bunécny inkubator s termostatem a regulaci koncentrace CO2 Forma Scientific
COs incubator, model 311 (Forma Scientific, USA)

box s lamindrnim proudénim (BioAir, Italie) - viz ptiloha (model TOPSAFE 1.2,
rok 2012)

(invertovany epifluorescenc¢ni) mikroskop Nikon Eclipse TS 100 s objektivem
Nikon 10x/0,25 (Nikon, Japonsko)
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e spektrofotometr Infinite M 200 (Tecan, Rakousko)

e analytické vahy ScalTec SBC 22

e vodni lazen Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)
e deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (SRN)

e vortex (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

e Biirkerova komurka (Brand, SRN)

4.1.4 Laboratorni prisluSenstvi

e plastové sterilni kultivatni nddoby T75 a 96jamkové kultivacni desticky s
plochym dnem (TPP, Svycarsko)

mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

plastové sterilni zkumavky (TPP, Svycarsko)

sérologické sterilni pipety (TPP, Svycarsko)

automatické pipety Eppendorf research rtizné¢ho rozsahu (Eppendorf, Némecko)
pipety elektronické multikanalové e-PET BioHit (Biohit, Finsko)

pipetovaci nastavce Biohit Midi Plus (BioHit, Finsko)

e pipetovaci Spicky (Eppendorf, Némecko)

e plastové vanicky

e bézné laboratorni sklo

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Kultivace

Kvyzivé bunck slouzilo kultivatni médium RPMI-1640 s obsahem 2mM
L-glutaminu, 10mM HEPES pufru, ImM pyruvatu sodného, 4500 mg/L glukozy a 1500
mg/L. hydrogenuhli¢itanu sodného, pro nase ucely obohaceno o 10 % fetdlni bovinni
sérum a 1 % roztok penicilin-streptomycin. Pro kultivaci suspenzni bunécné linie byly
pouzity plastové sterilni kultiva¢ni lahve o obsahu 75 ¢cm?. Buiiky byly kultivovany
v inkubdtoru pfi teploté 37 °C a koncentraci oxidu uhli¢itého 5 %, coz jsou podminky
simulujici prostiedi lidského organismu. Manipulace probihala za aseptickych podminek
ve sterilnim lamindrnim boxu z divodu moZné mikrobidlni kontaminace. Pro
minimalizaci rizika rozvoje tepelného Soku byly veskeré pridavané latky temperovany na

teplotu 37 °C.

4.2.2 Pasazovani

Pasaz bunék byla provadéna kazdy 3. az 4. den, pokud by byla provadéna v delSim
Casovém intervalu, zvySovalo by se riziko nadmérného mnozeni bunék a ubytku Zivin,

v disledku ¢ehoz by dochazelo k thynu bunék. Buniky jsme nechavaly nartst piiblizné
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do koncentrace 1 milionu bunék/ml a ndasledné fedili na 100-150 tisic bunék/ml

v zévislosti na rychlosti bunééného rastu.

Prvnim krokem paséze bylo vyjmuti bunék z inkubatoru, pfi¢emz byla nutna
kontrola uzavéru vétraciho ventilu pro manipulaci mimo laminarni box. Provedli jsme
mikroskopickou kontrolu ristu bun¢k a nasledné kultivacni lahev ptenesli do laminarniho
boxu. Buiiky bylo nutné promichat kviili homogenizaci a odebrat 50 pul suspenze, ktera
se smichala s 50 pl 0,4 % trypanové modfi za i¢elem obarveni mrtvych bungk. Zivé
buiiky jsou schopny trypanovou modi aktivné vylucovat, a tudiz k jejich obarveni
nedojde. Po dvouminutové inkubaci suspenznich bunck s trypanovou modii jsme
obarvenou suspenzi jest¢ jednou promichali a odpipetovali 10 pl do obou komor
Biirkerovy komirky, kde jsme urcovali pocet preziv§ich bunck v péti z deviti Ctverci.
Sectenim spocitanych zivych bun€k v obou komorach a ndslednym vynasobenim jejich
poctu dvéma tisici jsme dostali pocet bunék v jednom mililitru suspenze. Nasledovalo
nafedéni kultivatnim médiem na pozadovanou koncentraci a pienos oznacené nové
sterilni ldhve do inkubdtoru ke kultivaci. Zbylé mnoZstvi suspenze bylo vyuzito

k experimentim.

4.2.3 Studie proliferacnich acinku

Pro stanoveni cytotoxicity jsme vyuzivali 96 jamkovou desticku. Prvni sloupecek
na desticce ve vSech fazich pokusu slouzil jako negativni kontrola pro priikaz nulové
viability, bylo do n&j nanaSeno100 pl kultivacniho média. Dalsi ¢tyii sloupce, zpravidla
dva krajové z obou stran desticky, slouzily jako pozitivni kontrola, bylo do nich nanaseno
50 pl bunééné suspenze a 50 pl kultivaéniho média, bunécny rist zde nebyl ovlivnén
pfidanim dalSich latek. Bunécna suspenze byla nafedéna pomoci kultivacniho média na
koncentraci 200 000 bun€k na mililitr a nandSena pomoci multikandlové pipety do
vybranych jamek desticky. Do prosttednich sloupcti byly pfiddvany testované latky
v ur¢enych koncentracich a kombinacich za u¢elem sledovani jejich vlivu na bunécnou
proliferaci. VSechny testované latky mimo XK-469 (které bylo rozpousténo v destilované
vod€) byly rozpoustény v 100% dimethylsulfoxidu, pfi¢emz zasobni roztoky byly

pripravené 1000krat koncentrovangjsi pro zachovani kone¢né koncentrace.

Jednotlivé latky a jejich kombinace s ETO byly inkubovany po dobu 72 hodin

a nasledné byla vyhodnocovana jejich hodnota ICso a pro srovnani interakci bylo vyuzito
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analyzy dle metody Chou-Talalay (Chou & Talalay, 1983; Chou & Talalay, 1984).
Jelikoz interakce 1é¢ivo-1éCivo mize byt ovlivnéna zménou koncentrace, prozkoumali
jsme tedy v souladu s metodou kombinaci ETO a inhibitorti v jednotlivych nasobcich

a podilech (1/8; 1/4; 1/2; 1; 2; 4) jejich hodnot ICs.

MTT test je kolorimetricky test pouzivany ke stanoveni bunécné viability,
proliferace a cytotoxicity na zéklad¢ urceni koncentrace metabolitu MTT — formazanu.
Pfi testu je vyuzivdna schopnost mitochondridlnich dehydrogenaz zivych bunék
metabolizovat zluté zbarvené solubilni tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)2,5-difenyl-tetrazolium bromidu) na modry metabolit formazan ve formé
nerozpustnych fialovych krystalk redukci tetrazolinového kruhu MTT. Nasledné se
spektrofotometricky méfi koncentrace formazanu po jeho rozpusténi a tim je tedy

indikovéan pocet metabolicky aktivnich bunék.

Po uplynuti inkubacni faze trvajici 72 hodin bylo do kazdé jamky naneseno 25 pl
pfedem pfipraveného roztoku MTT (3mg/ml) v PBS a desticku jsme nechali inkubovat
dalsi 2 hodiny. Po uplynuti inkubaéniho intervalu jsme do kazdé jamky ptidali 100 pul
lyza¢niho roztoku (isopropanol, 0.1 M HCIL, 10 % Triton X 100). Desticka byla thned po
napipetovani lyzacniho roztoku umisténa na tfepaCku nastavenou na 700 otacek za
minutu po dobu asi 30 minut, poté jsme pipetou resuspendovali vétsi nerozpusténé shluky

formazanu a tfepali znovu 30 minut do jeho uplného rozpusténi.

Nasledné¢ byla méfena absorbance na spektrofotometru TECAN Infinite pfi
vlnovych délkach 570 a 690 nm. Po odecteni blanku jakoZto negativni kontroly (jamky
bez bunck obsahujici pouze kultivaéni médium) byla srovnavana viabilita bunck
obsahujici testované latky vici kontrolni skupiné s predpokladanou 100% bunécnou

viabilitou (pozitivni kontrolou).
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4.2.4 Zpracovani namérenych dat

Namétené hodnoty bunécné proliferace ziskané ze spektrofotometrického méteni
byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2016 a nasledné byla data statisticky
a graficky zpracovana v programu GraphPad Prism 9.0.2 for Windows metodou One Way
ANOVA s post hoc testem Holm-Sidak, pfi¢emz statisticka vyznamnost byla minimalné
0,05 (tedy 95 % pravdépodobnost). Vysledky byly vyjadieny jako aritmetické priméry

se smérodatnou odchylkou.

K vypoctu hodnot ICso , tj. koncentraci studovanych latek zptisobujicich 50%
inhibici bunécné proliferace, a kombinacnich indexi jakozto kvantitativnich hodnot
urcujicich stupen interakce dvou a vice latek byl vyuzit program CalcuSyn (Biosoft

1996).

Pro stanoveni kombina¢niho indexu bylo vyuZzito metody Chou-Talalay. V této
metod¢ se vyuziva koncentrace dvou inhibitord v jejich ICso, pii jejich jak samostatném,
tak spolecném piasobeni. Na zdkladé téchto hodnot je utvofen graf
a spoc€itdin kombinacni index dle pfislusného vzorce pro urceni vztahu téchto dvou
inhibitord. Pokud hodnota kombina¢niho indexu vyjde vyssi nez 1, jedna se o vztah
antagonisticky. V ptipad¢, ze se kombina¢ni index blizi 1, vztah povazujeme za aditivni.
Pokud je hodnota kombinac¢niho indexu niZsi nez 1, jedna se o vztah synergisticky (Chou

& Talalay, 1983; Chou & Talalay, 1984).
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5. Vysledky

5.1 Stanoveni hodnot ICso jednotlivych latek

5.1.1 Stanoveni hodnoty ICs0 ETO

Bunécéna kultura byla inkubovana spole¢né s ETO ve vzrastajici koncentraci po
dobu 72 hodin. Davkové zavislé a statisticky vyznamné snizeni bunécné proliferace
pouzité koncentrace 0,01 umol/l. Hodnota ICso, tedy koncentrace ETO navozujici 50%
inhibici bunééné proliferace ve srovnani s kontrolou, byla 0,25 umol/l. Pokus byl

vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.1.1 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s ETO ve

vzrustajici koncentraci (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze Ctyf nezavislych experimenta.
V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky

vyznamnd zména oproti kontrolni skuping je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*_P<0,01, ¥** - P <0,001, ¥**** - P <0,0001.
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5.1.2 Stanoveni hodnoty ICso DEX

Bunécna kultura byla inkubovana spolecné s DEX ve vzristajici koncentraci po
dobu 72 hodin. Davkoveé zavislé a statisticky vyznamné snizeni bunécné proliferace
oproti kontrole predstavujici 100 % bunécné viability bylo pozorovano od koncentrace
0,01 pmol/l. Hodnota ICso, tedy koncentrace DEX navozujici 50% inhibici bunééné
proliferace ve srovnani s kontrolou, byla 12,2 umol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci

MTT testu.
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Obr. 5.1.2 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s DEX ve

vzrustajici koncentraci (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskéana ze tfi az ¢tyf nezavislych experimentt.

V grafu jsou zndzornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky
vyznamna zména oproti kontrolni skupiné je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*.P<0,01, ***-P<0,001, **** - P <0,0001.
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5.1.3 Stanoveni hodnoty ICsp BNS-22

Bunécna kultura byla inkubovéna spolecné s BNS-22 ve vzristajici koncentraci

po dobu 72 hodin. Davkové zavislé a statisticky vyznamné snizeni bunééné proliferace

oproti kontrole predstavujici 100 % bunécné viability bylo pozorovano od koncentrace

0,3 umol/l. Hodnota ICso, tedy koncentrace BNS-22 navozujici 50% inhibici bunécné

proliferace ve srovnani s kontrolou, byla 0,33 umol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci

MTT testu.
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Obr. 5.1.3 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22 ve

vzrustajici koncentraci (vyhodnoceno MTT testem)

Data byla ziskéana ze tfi az ¢tyf nezavislych experimenti.

V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky
vyznamnd zména oproti kontrolni skuping je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*_P<0,01, ¥** - P <0,001, ¥**** - P <0,0001.
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5.1.4 Stanoveni hodnoty ICs¢ XK-469

Bunécna kultura byla inkubovéna spolecné s XK-469 ve vzriistajici koncentraci
po dobu 72 hodin. Davkové zavislé a statisticky vyznamné snizeni bunééné proliferace
oproti kontrole predstavujici 100 % bunécné viability bylo pozorovano od koncentrace
10 umol/l. Hodnota ICso, tedy koncentrace XK-469 navozujici 50% inhibici bunééné
proliferace ve srovnani s kontrolou, byla 20,5 umol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci

MTT testu.
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Obr. 5.1.4 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469 ve

vzrustajici koncentraci (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana z péti nezavislych experimentt.

V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky
vyznamnd zména oproti kontrolni skuping je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*_P<0,01, ¥** - P <0,001, ¥**** - P <0,0001.

38



5.1.5 Stanoveni hodnoty ICso ICRF-193

Buné¢na kultura byla inkubovana spolecné s ICRF-193 ve vzrustajici koncentraci
po dobu 72 hodin. Davkové zavislé a statisticky vyznamné snizeni bunééné proliferace
oproti kontrole predstavujici 100 % bunécné viability bylo pozorovano od koncentrace
0,01 pmol/l. Hodnota ICso, tedy koncentrace ICRF-193 navozujici 50% inhibici bunééné
proliferace ve srovnani s kontrolou, byla 0,15 pumol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci

MTT testu.
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Obr. 5.1.5 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s ICRF-193 ve

vzrustajici koncentraci (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze Ctyt nezéavislych experiment.
V grafu jsou zndzornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky

vyznamna zmeéna oproti kontrolni skupiné je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
**-.P<0,01, ***-P<0,001, **** - P <0,0001.
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5.2 Stanoveni vlivu katalytickych inhibitori TOP2 na antiproliferacni
ucinek ETO

5.2.1 Stanoveni vlivu DEX na antiprolifera¢ni u¢inek ETO

Bunééna kultura byla inkubovana spolecné s DEX ve vzrustajici koncentraci a
ETO v koncentraci odpovidajici jeho ICso po dobu 72 hodin. Bylo zaznamenano davkovée
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bun¢k od koncentrace DEX 1 pmol/l.

Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.2.1 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s DEX ve

vzrustajici koncentraci a ETO p#i ICso (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze ¢ty nezavislych experimenta.
V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky

vyznamnd zmeéna oproti ETO je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*_P<0,01, ¥** - P <0,001, ¥**** - P <0,0001.
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5.2.2 Stanoveni vlivu BNS-22 na koncentraci ETO

Bunécna kultura byla inkubovéna spole¢né s BNS-22 ve vzriistajici koncentraci
a ETO v koncentraci odpovidajici jeho ICso po dobu 72 hodin. Bylo zaznamenano
davkoveé zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace

BNS-22 0,3 umol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.2.2 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s BNS-22 ve

vzrustajici koncentraci a ETO p#i ICso (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze ¢ty nezavislych experimenta.

V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky
vyznamnd zmeéna oproti ETO je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
**.P<0,01, ***-P<0,001, **** - P <0,0001.
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5.2.3 Stanoveni vlivu XK-469 na koncentraci ETO

Buné¢na kultura byla inkubovana spolecné s XK-469 ve vzrustajici koncentraci a
ETO v koncentraci odpovidajici jeho ICso po dobu 72 hodin. Bylo zaznamenéano davkové
zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace buné€k od koncentrace XK-469

10 pmol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.2.3 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s XK-469 ve

vzrustajici koncentraci a ETO p#i ICso (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze ¢tyf nezavislych experimenta.
V grafu jsou znazornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky

vyznamnd zména oproti ETO je v grafu znacena symbolem * - P < 0,05,
*¥*_P<0,01, ¥** - P <0,001, ¥**** - P <0,0001.
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5.2.4 Stanoveni vlivu ICRF-193 na koncentraci ETO

Buné¢na kultura byla inkubovana spolecné s ICRF-193 ve vzrustajici koncentraci
a ETO v koncentraci odpovidajici jeho ICso po dobu 72 hodin. Bylo zaznamenano
davkoveé zavislé a statisticky vyznamné snizeni proliferace bunék od koncentrace

ICRF-193 0,01 umol/l. Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.2.4 SniZeni proliferace bunék HL-60 po 72hodinové inkubaci s ICRF-193 ve

vzrustajici koncentraci a ETO p#i ICso (vyhodnoceno MTT testem)

Data byla ziskana ze Ctyf nezavislych experimenti.

V grafu jsou zndzornény primérné hodnoty méfeni se standardni odchylkou. Statisticky
vyznamna zména oproti ETO je v grafu znaCena symbolem * - P < 0,05,
**.P<0,01, ***-P<0,001, ****-P<0,0001.
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5.3 Stanoveni hodnot kombina¢nich indexu

5.3.1 Stanoveni CI kombinace ETO a DEX

Bunécéna kultura byla inkubovana spolecné s ETO, DEX a jejich kombinacim
v koncentracich odpovidajicich hodnoté¢ ICso a jejim podilim ¢i nasobkiim po dobu
72 hodin. V programu CalcuSyn jsme vypocitali hodnoty kombina¢nich indext (uvedeny
v grafu). MlZeme pozorovat vyrazny synergisticky efekt, ktery je vyznamny v nizsich
koncentracich a koncentracich okolo ICso. Oproti tomu ve vysSich koncentracich miiZzeme
vidét naznak antagonismu, ktery vSak neni statisticky vyznamny. Pokus byl vyhodnocen

pomoci MTT testu.
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Obr. 5.3.1 Kombinaé¢ni pokus antiprolifera¢nich u¢inki ETO, DEX a kombinace
obou latek (vyhodnoceno MTT testem)

Data byla ziskana ze Ctyf nezavislych experimenta.

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni odchylkou a jednotlivé hodnoty

kombinacnich indext pro danou koncentraci.
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5.3.2 Stanoveni CI kombinace ETO a BNS-22

Buné¢na kultura byla inkubovana spole¢né s ETO, BNS-22 a jejich kombinacim
v koncentracich odpovidajicich hodnoté¢ ICso a jejim podilim ¢i nasobkiim po dobu
72 hodin. V programu CalcuSyn jsme vypocitali hodnoty kombinac¢nich indexti (uvedeny
v grafu). Pfevazné lze pozorovat mirny antagonisticky efekt, ktery vSak neni statisticky
vyznamny. Okolo koncentrace ICso je vykazovan spiSe efekt aditivni, ktery Ize povazovat

za statisticky vyznamny. Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.3.2 Kombinaéni pokus antiprolifera¢nich u¢inki ETO, BNS-22 a kombinace
obou latek (vyhodnoceno MTT testem)

Data byla ziskana ze Ctyf nezavislych experimenti.

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni odchylkou a jednotlivé hodnoty
kombinacnich indexii pro danou koncentraci.
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5.3.3 Stanoveni CI kombinace ETO a XK-469

Buné¢na kultura byla inkubovana spole¢né s ETO, XK-469 a jejich kombinacim
v koncentracich odpovidajicich hodnoté¢ ICso a jejim podilim ¢i nasobkiim po dobu
72 hodin. V programu CalcuSyn jsme vypocitali hodnoty kombinacnich indext (uvedeny
v grafu). Okolo koncentrace ICso je vykazovan statisticky vyznamny aditivni efekt.
V nizsich a vysSich koncentracich 1ze pozorovat antagonisticky efekt, ktery vSak neni

statisticky vyznamny. Pokus byl vyhodnocen pomoci MTT testu.
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Obr. 5.3.3 Kombinaéni pokus antiprolifera¢nich acinki ETO, XK-469 a kombinace
obou latek (vyhodnoceno MTT testem)

Data byla ziskana ze Ctyf nezavislych experimenta.

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni odchylkou a jednotlivé hodnoty

kombinacnich indexii pro danou koncentraci.
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5.3.4 Stanoveni CI kombinace ETO a ICRF-193

Buné¢na kultura byla inkubovana spolecné s ETO, ICRF-193 a jejich kombinacim
v koncentracich odpovidajicich hodnoté¢ ICso a jejim podilim ¢i nasobkiim po dobu
72 hodin. V programu CalcuSyn jsme vypocitali hodnoty kombina¢nich indext (uvedeny
v grafu). U nizSich koncentraci a koncentraci okolo ICso pozorujeme statisticky
vyznamny synergisticky efekt. Oproti tomu ve vysSich koncentracich pievazuje
antagonisticky efekt, ktery vSak neni statisticky vyznamny. Pokus byl vyhodnocen

pomoci MTT testu.
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Obr. 5.3.4 Kombina¢ni pokus antiprolifera¢nich ucinki ETO, ICRF-193

a kombinace obou liatek (vyhodnoceno MTT testem)
Data byla ziskana ze tfi az Ctyf nezavislych experimentd.

V grafu jsou uvedeny primérné hodnoty se standardni odchylkou a jednotlivé hodnoty

kombinacnich indexti pro danou koncentraci.
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6. Diskuse

ETO je Casto uzivan v kombinacni terapii pravé s ANT, z tohoto diivodu je nutné
prozkoumat pusobeni katalytickych inhibitorti nejenom na uc¢innost ANT, nybrz i na
ucinnost ETO. Interference jednotlivych katalytickych inhibitori muze ovlivnit
i protinddorové pusobeni ETO, ztohoto divodu bylo nutné tuto moznost blize

prozkoumat (Kuroi a kol., 1997) .

Pouziti DEX jako jediného uznaného kardioprotektiva proti srdecni toxicit¢ ANT
v klinické praxi je diky podezieni na snizeni protinadorového efektu limitovano. Pokud
vezmeme Vv uvahu spole¢né sdileni TOP2 jako molekularniho cile pro protinddorové
a potencialné i pro kardioprotektivni plisobeni, je nutno brat tuto moznou interferenci
v potaz (Véavrova a kol., 2013). Diky potencialni kompetici na enzymu vyvstava tedy
otazka, zda DEX jako katalyticky inhibitor TOP skute¢né neovliviiuje protinadorovou
aktivitu pfi soucasném podani protinddorovych 1é¢iv. Behem prvnich preklinickych test
nebyl prokazan zadny efekt na protinddorovou aktivitu, pozdéji na studii s leukemickymi
bunikami byl prokazan signifikantni synergisticky efekt pti sou¢asném podavani DEX
a ANT, zatimco jina studie provadéna na nekanceroznich kieccich ovarialnich bunkach

zaznamenala mozny antagonismus (Budman a kol., 2001; Hasinoft a kol., 1996).

V pribéhu nékterych dalSich studii bylo DEX pfisuzovano snizeni protinddorové
aktivity a uziti DEX bylo omezeno na zékladé doporuceni nékterych onkologickych
spolecnosti. Nebylo doporucovano pouziti DEX jako adjuvantni terapie pro sniZeni
kardiotoxickych ucinkit ANT. DEX byl pouZivan pouze pii prekroceni kumulativni
davky ANT (Simmons, 2019; Hensley a kol., 2009). Dané vysledky byly opakované
pfezkoumavany, ale nebyl nalezen Zadny signifikantni parametr dokazujici sniZeni
protinadorové aktivity pifi sou¢asném podavani DEX (Swain & Vici, 2004). Pfesto byla
povést DEX zésadné poSkozena, ackoliv ovlivnéni protinddorové aktivity pfi souasném

podavani DEX nebylo definitivné prokazano ani vyvraceno (van Dalen a kol., 2011).

Nékteré studie vSak ukazuji, Ze DEX je navzdory soucasnym strategiim
efektivnim kardioprotektivem i u détskych pacienti. NezvySuje riziko sekundarnich
primarnich malignit, ackoliv mlze byt asociovan se specifickymi reverzibilnimi
toxicitami véetné myelosuprese. Asociace spojend se zvySenou mortalitou se neukazuje

jako opodstatnénd, stejné jako obavy z ovlivnéni protinadorové aktivity ANT (Reichardt
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a kol., 2018). Doporucené postupy v soucasné dob¢ tuto skutecnost vSak dostatecné

nereflektuji a uziti DEX v terapii tedy ziistava i nadale limitovano (Stérba a kol., 2013).

Na zaklad¢ screeningl literatury byly v ramci této prace vybrany a nasledné
testovany dalsi katalytické inhibitory, u kterych bylo mozné ptredpokladat potencialni
ovlivnéni protinadorového ucinku diky kompetici na enzymu TOP2. Klicové pro zahdjeni
dalSich experimenti bylo urceni koncentrace ICso. AZ po zjisténi této piesné koncentrace
jsme mohli piejit do dalsi faze, kde jsme zjistovali vliv koncentrace inhibitoru na ti¢innost
nami vybraného modelového topoisomerasového jedu (ETO) pii jeho ICso a nasledné

probihala i kombinacni studie inhibitorg.

V prvni fazi naSeho pokusu po 72hodinové inkubaci testovanych latek ve
vzestupnych koncentracich spolu se suspenzni bunéénou linii jsme urcovali koncentraci
ICso pomoci MTT testu a nasledné vypocitali pfesnou koncentraci pomoci softwaru
CalcuSyn. Testované latky vykazovaly vyznamny antiproliferacni efekt viici bunécné
linii HL-60, pfi¢emz tento efekt byl jednoznacné davkové zavisly. U vSech testovanych
latek byly zjiStény statisticky vyznamné antiproliferani ucinky, u ETO, ICRF-187 a
ICRF-193 jiz dokonce v nejniz§i pouZzité koncentraci. Koncentrace byly vybrany

-----

kterych bylo testovani jeSté moZno provést.

Po urceni koncentraci ICso jsme piesli ke spolecné inkubaci topoisomerasového
jedu spolu s katalytickym inhibitorem opét po dobu 72 hodin, pficemz vysledky byly
zpracovany obdobnym zplusobem jako v prvni fazi pokusu. Spravné nastavena
koncentrace ICso topoisomerasového jedu byla zasadni pro spravné vyhodnoceni
vysledkli a samotné provedeni dalSich fazi pokusu. Pozorovali jsme plisobeni ETO jak
samostatné, tak v kombinaci s katalytickymi inhibitory ve vzestupné koncentraci,
pfi¢emz zadny z testovanych inhibitorti nevykazoval sniZeni u¢inku ETO. Naopak se zda,
Ze vSechny nami testované katalytické inhibitory zvysuji antiproliferacni t¢innost ETO
jako TOP2 jedu v hodnoté své ICso. NaSe vysledky lze porovnat i s vysledky z jiné studie
(Vavrova a kol., 2013), kde zkoumané katalytické inhibitory (mimo jiné i DEX) pfiznivé
modulovaly toxicitu ANT na srde¢ni buiiky a leukemické rakovinné buniky. Moznym
vysvétlenim tohoto déje je jiz zminéné cileni na rozdilné isoformy TOP2 v téchto

bunikach. Pro ucely naSi prace zde neni kardioprotektivni plisobeni katalytickych

49



inhibitord tak vyznamné, jako samotna senzitizace rakovinnych bunék vuci

protinddorovym léciviim.

Obdobnych vysledkii bylo dosazeno i ve studii zaméfené na Uc¢inky novych
katalytickych inhibitord TOP2 in vitro, pticemz vSak testovanou protinadorovou latkou
nebyl ETO, nybrz DAU. Podobnych vysledkl bylo dosazeno u latek BNS-22 a XK-469.
I zde je potvrzend zvySena antiproliferacni UCinnost pii kombinaci zminénych
katalytickych inhibitor spolu s protinadorovym lécivem oproti samostatné ptisobicimu

1é&ivu (Trnka, 2020).

Vysledky uvedenych studii se ukazuji byt relevantnim srovnanim v ramci
porovnani ucinku ANT a katalytickych inhibitord va¢i ndmi zkoumanému ETO
a katalytickych inhibitord. V obou ptipadech se snizeni antiprolifera¢ni G¢innosti pfi
soucasném piisobeni katalytickych inhibitori neukazuje jako relevantni. Naopak vSechny
nami testované katalytické inhibitory vykazuji moznou senzitizaci rakovinnych bunék
vuci protinadorové 1é¢be oproti samostatné ptisobicimu ETO. To by hypoteticky mohlo
vést ke snizeni podavanych davek protinadorovych 1é¢iv a nasledné tedy 1 ke snizenému
¢1 oddalenému projevu nezadoucich ucinku, které jsou jak v pfipadé ANT, tak ETO

davkové zavislé.

Pro pfesngjsi stanoveni antiprolifera¢ni €innosti ETO pii soucasném ptlisobeni
katalytickych inhibitord TOP2 byly stanoveny kombinacni indexy s vyuZitim programu
CalcuSyn, urcujici stupeni interference a spolecné interakce dvou a vice latek. Béhem
stanoveni kombinacnich indexti se vyuziva podilti a nasobki ICso testovanych latek,
presnéji tedy 1/8; 1/4; 1/2; 1; 2; 4 koncentrace ICso, pficemz vysledné kombina¢ni indexy
mohou byt rovny 1 (G€inek aditivni), mensi nez 1 (U¢inek synergisticky), anebo vétsi nez
1 (G¢inek antagonisticky) dle metody Chou-Talalay (Chou & Talalay, 1983; Chou &
Talalay, 1984).

Na zéklad¢ zjisténych hodnot lze lépe pozorovat ménici se vztah latek v
jednotlivych nasobcich a podilech. U latek BNS-22 a XK-469 nejsou vysledky
jednoznacné, lze pozorovat aditivni UCinky pii  koncentracich odpovidajicim
1/2 1Cs0 a 1 ICsp, u vSech zbyvajicich nasobkl a podilti odpovidaji hodnoty kombinacnich

indext spise antagonistickému uc¢inku, ten se vSak neukazal byt statisticky vyznamnym.
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U latek ICRF-187 a ICRF-193 lIze pozorovat synergistické Uc¢inky, které jsou
v souladu s predchozimi daty a potvrzuji tedy zvySenou protinadorovou ucinnost ETO pii

soucasné inkubaci spolu s témito katalytickymi inhibitory.

Bisdioxopiperazinovy inhibitor TOP2 ICRF-193, ktery je strukturné odvozenym
analogem DEX (ICRF-183) vykazuje synergistické pusobeni. Nékteré vyzkumy
poukazuji na siln€jsi ptisobeni ICRF-193 oproti DEX, a to v¢etné silnéjsi inhibice TOP2
a siln¢;si kardioprotektivnimu plsobeni vii¢i ANT (Bavlovi¢ Piskackova a kol., 2021;
Jirkovska a kol., 2021). Nas vyzkum potvrzuje silné synergistické ptisobeni ICRF-193

v kombinaci s ETO, kter¢ je srovnatelné s ptisobenim DEX (ICRF-183).

Tyto zjisténé poznatky jsou v souladu i s dal§imi noveé vydanymi studiemi, kde jiz
zkoumaji kardioprotektivni ptisobeni ICRF-193 v kombinaci s all trans retinoic acid

(ATRA).

ATRA se zdaji byt terapeuticky pfinosné v 1é¢bé akutni promyelotické leukémie
(APL) jako subtypu akutni myeloidni leukémie (AML). Katalyticky inhibitor ICRF-187
je Casto pouzivan jako kardioprotektant u pediatrickych pacientil trpicich AML lé¢enych
ANT a s jeho uzitim je spojeny pokles mortality u téchto pacientll. V rdmci této studie
zkoumaji pfinos katalytickych inhibitordt TOP2 v kombinaci s ATRA u pediatrickych
pacientt trpicich AML, nové je zkouSena i kombinace s ICRF-193, ktery v této studii
nahrazuje standardné uZivany ICRF-187 (Norris a kol., 2021).

Zajimavé je také zhodnoceni pfistupu vic¢i topoisomerasovym jediim v SirSim
Casovém méfitku a postupné zkouSeni novych experimentalnich kombinaci. U ETO bylo
zaznamenano synergistické plisobeni v kombinaci s nékterymi dal$imi cytotoxickymi
1é¢ivy. Nejvétsi pozornost byla dlouhou dobu vénovéna jeho kombinacnimu piisobeni
s cisplatinou. Kombinace byla studovana in vitro a na nékterych zvitecich modelech, kde

bylo prokdzano zvlast’ vyznamné synergistické plsobeni.

Nasledné byla vysokéd pozornost vénovéana i inhibitortiim typu TOPI, jmenovité
naptiklad kombinace ETO s topotekanem. Dale se zkoumalo jeho plisobeni 1 s nékterymi
dalSimi latkami, v€etné cytokinii a retinoové kyseliny, kdy se obé kombinace prokazaly
jako zvySujici ucinek ETO. Probéhl i experiment, ve kterém bylo pouZito jak inhibitori
typu TOPI v kombinaci s ETO, tak inhibitorti typu TOP2 v kombinaci s ETO, nicméné

vysledné ptisobeni bylo zhodnoceno jako antagonistické (Joel, 1996).
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Ackoliv je tato studie jiz starSiho data, je zajimavé dat ji do kontextu s novymi
experimenty, ve kterych se studuje kombinace katalytickych inhibitord spolu s ATRA,
které byly ve starSich experimentech davany do kombinace pravé s ETO a jejich plisobeni

bylo vyhodnoceno jako synergistické.

Katalytické inhibitory se dostavaji do poptedi zajmu, pficemz se zd4, ze jim diive
piisuzovana obava ze sniZzeni protinadorového ucinku, ktera byla opakované prokazovana
predevsim u starSich studii, neni opodstatnéna. Ba naopak, katalytické inhibitory se jevi
jako latky potencidlné¢ zvysujici antiprolifera¢ni aktivitu protinddorovych 1éciv. Pro
vyvozeni zaveért je nutné provést dalsi studie, nicméné zatim ptsobi jako latky s vysokym

potencidlem, které by mély byt dale zkoumény a studovany.
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7. Zavér

Obavy ze snizen¢ho protinadorového u¢inku ETO pii soucasném podavani
inhibitorti se ukazaly v ramci této prace jako neopodstatnéné. Naopak je ziejmé, ze
vSechny nami studované inhibitory mohou protinadorovou uc¢innost ETO podporovat,
a nikoliv ji snizovat. Dokonce se zd4, Zze podavané davky ETO by mohly byt potencialné
v kombinaci s inhibitorem sniZeny. Pti snizeni poddvané davky by mohlo dojit k omezeni
nezadoucich G¢inkil ¢i minimalné jejich oddaleni. Divodem je skutecnost, Ze nezddouci

ucinky souvisejici s uZitim ETO jsou obvykle davkove zavislé.

Dalsi vyzkum a studie katalytickych inhibitort by mohl byt vyznamnym
milnikem pro lé€bu onkologickych pacientl, pfiemz piinosny neni pouze jejich
kombinaéni protinadorovy Gcinek, nybrz i mozné kardioprotektivni piisobeni. Blokace ¢i
degradace TOP2B by mély byt studovany v ramci novych postupti v klinické praxi
u strategii zabyvajicich se primarni prevenci kardiotoxicity indukované ANT. Nase studie
by tedy mohla slouzit jako cenny zaklad pro nasledné kardioprotek¢ni studie a snad i pro

nasledné zvazeni novych pfistupil v ramci terapie.

Katalytické inhibitory se stdvaji vyznamnou oblasti studia kombinacni
protinddorové 1écby a do budoucna se jevi jako latky s vysokym potencidlem pro uZziti

v klinické praxi v ramci onkologické péce.
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8. Seznam zkratek

AML

APL

ANT

ATP

ATRA

CI

DAU

DNA

DEX

DOX

EDTA

ETO

FBS

ICso

MDS

MLL

MTT

PML

ROS

TOP

TOP 2

iTOP

hTOP

akutni myeloidni leukémie

akutni promyelocytarni leukémie
antracyklin

adenosintrifosfat

all trans retinoic acid

kombinaéni index

daunorubicin

deoxyribonukleova kyselina
dexrazoxan

doxorubicin
ethylendiamidtetraoctova kyselina
etoposid

fetalni bovinni sérum

koncentrace zpiisobujici 50% inhibici bunééné proliferace
myelodysplasticky syndrom
myeloidni/lymfoidni leukémie
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
promyelocytarni leukémie
reaktivni formy kysliku
topoisomerasa

topoisomerasa 2

inhibitor topoisomerasy

lidska topoisomerasa
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typ TOPI

typ TOPII

topoisomerasa I. typu

topoisomerasa II. typu
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