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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Studentka: Magdalena Moriova
Skolitel: RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium role vybranych izoforem cytochromu P450

v cytostatické rezistenci na urovni apoptozy

Cytostaticka rezistence je jednou z nejzaludnéjSich terapeutickych prekazek
v onkologické |é¢bé. Vedle mechanizmu farmakodynamickych hraji v Iékové rezistenci
dulezitou roli téz faktory farmakokinetické. Mezi takové mechanizmy zfejmé patfi i
enzymaticka transformace ucinné latky na neaktivni metabolit v nadorovych burkach,
dikazy o zapojeni enzym0 ve farmakokinetické rezistenci jsou vSak dosud veskrze
pouze nepfimé nebo zatizené interferenCnimi elementy. Za vyuZiti komparativnich
experimentl v HepG2 liniich s/bez overexprese CYP3A4 jsme se zaméfili na
zhodnoceni role tohoto klinicky dulezitétho enzymu v rezistenci va&i docetaxelu.
Metodicky se jednalo o stanoveni indukce apoptézy (aktivace kaspaz 3/7, 8 a 9)
pomoci komerénich luminiscencnich kitd. Nase vysledky poukazujici na signifikantni
zapojeni enzymu CYP3A4 v omezeni ucinnosti docetaxelu v intervalu 48 h, pficemz
v CasnéjSich intervalech se tento zavér nepotvrdil. Tato zjisténi vyborné koreluji
s vysledky naSich predchozich studii zaméfenych na proliferaéni uroven. Ziskané

poznatky by v budoucnu mohly pomoci vylepSit kombinacéni protinadorovou terapii.



Abstract

Charles University
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Supervisor: RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.

Title of diploma thesis: Study on the role of selected cytochrome P450 isoforms in

cytostatic resistance at apoptosis level

Cytostatic resistance is one of the most problematic obstacles in oncological
treatment. Beside pharmacodynamic mechanisms, pharmacokinetic factors play an
important role in drug resistance as well. Enzymatic transformation of active substance
to inactive metabolite in tumor cells probably belongs to these mechanisms, however,
evidences concerning the relevance of this phenomenon are predominantly either
indirect and/or affected by interference elements. Using comparative experiments with
HepG2 cell lines with/without CYP3A4 overexpression, we focused on the evaluation
of the role of this clinically important enzyme in the resistance against docetaxel.
Methodologically, it was the assessment of apoptosis induction (activation of caspases
3/7, 8 and 9) using commercial luminescent kits. Our results suggest significant
participation of CYP3A4 enzyme on the reduction of docetaxel anticancer efficacy after
48 h from treatment, whereas this effect was not recorded in earlier intervals. These
findings perfectly correlate with the results from our previous studies focusing on the
level of changes in proliferation. Obtained knowledge could be beneficial for

improvement of combination chemotherapy in future.
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1. Seznam zkratek

ABC
APAF1
BCA
Bcl-2
BCRP
CYP
DISC
DMEM
DMSO
F
FBS
GIT

HER

MDR
MRP1

PBS

PXR
gRT-PCR
TNF

TRAIL

ATP-binding cassette

Apoptotic protease activating factor 1

Bicinchoninic acid

B-cell lymphoma 2

Breast cancer resistance protein

Cytochrome P450

Death-inducing signaling complex

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Biologicka dostupnost

Fetalni bovinni sérum

Gastrointestinalni trakt

Human epidermal growth factor receptor
Imunoglobulin G

Multidrug resistance (Mnohocetna Iékova rezistence)
Multidrug resistance-associated protein 1

Fosfatovy pufr

P-glykoprotein

Substrate recognition sites (Substrat rozpoznavajici mista)
Pregnane X receptor

Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
Tumor-nekrotizujici faktor

TNF-related apoptosis-inducing ligand
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2. Uvod

Metabolizmus |éCiv zprostfedkovany enzymatickym systémem cytochrom
P450 (CYP) je jednim z nejdllezitéjSich detoxikacnich mechanizmu. Je to jeden
z obrannych mechanizmu, diky kterym organizmus odolava negativnimu puasobeni
cizich latek na bunécné systémy. Nicmeéné, tyto pro organizmus esencialni enzymy
mohou byt i zdrojem nezadouciho jevu, jakym je napfiklad pfed€asny a nadmérny
metabolizmus |éCiva, coz pfispiva ke snizeni jeho terapeutického ucinku. Jednim
z takovych nezadoucich jevu je pravdépodobné biotransformace docetaxelu na jeho
méné ucinné metabolity.

Docetaxel se fadi mezi tzv. mitotické jedy. Jeho uCinek spociva v naruseni
funkce déliciho vieténka a nasledném poskozeni chromozomU. Zastavuje se tak
bunécny cyklus ve fazi mitézy. To znemoziuje déleni bunék, které nasledné indukuji
apoptézu a zanikaji (Ringel & Horwitz, 1991). Je znamo, Ze toto protinadorové |écivo
ma pomeérné nizkou biologickou dostupnost (F) vlivem vysokého podilu enzymu
CYP3A4 na jeho metabolizmu (Valenzuela et al., 2011). Tento enzym se hojné
vyskytuje v tenkém stfeve, kde sniZuje absorpci IéCiva po peroralnim podani, ale také
v jaterni tkani, kde podporuje systémovou clearance docetaxelu (Herwaarden et al.,
2007). Tyto dva dulezité procesy snizeni F docetaxelu nejsou ale jedinou
pravdépodobnou pfiinou snizené uc€innosti docetaxelu. Vysoky podil CYP3A4 na
metabolizmu docetaxelu je pFedpokladem pro inaktivaci tohoto I[éCiva pfimo

v nadorove tkani, kde se tento enzym relativné hojné vyskytuje (Miyoshi et al., 2002).

Naplni této diplomové prace je podani pfimého dukazu tykajiciho se ovlivnéni
ucinnosti  docetaxelu prostfednictvim enzymatického systému CYP3A4. Nasim
zamérem bylo kvantifikovat, do jaké miry ovliviiuje CYP3A4 proapoptoticky uc€inek
docetaxelu. Na zakladé literarnich poznatki se domnivame, Ze tento enzym a jeho
zvysSena exprese v nadorove tkani mohou znacnou mérou pfispivat k l€kove rezistenci
a nasledné k neuspésnosti chemoterapie. Dosud ale nebyly nalezeny pfresvédcivé
dikazy, Ze tomu tak skute¢né je. Proto jsme se rozhodli pro provedeni fady pokusl na
geneticky upravenych bunéénych liniich HepG2, které nam pomohou tuto otazku
definitivné vyresSit. NaSe prace se opira o poznatky z pfedchozi diplomové prace
kolegyné Mgr. Adély Janouskové, ktera provadéla podobné pokusy na proliferacni

drovni.



3. Teoreticka cast

3.1. Cytochromy P450

Biotransformacéni reakce, nazyvané Castéji jako metabolizmus, pFedstavuji
soubor procesu, pfi nichz probiha pfeména struktury latek prostfednictvim plasobeni
enzymU. Enzymy funguji v Zivych organizmech jako katalyzatory fady reakci. Z toho
dlvodu jsou pro nas nezbytné. Bez enzymatickych systémi by nebylo mozné

detoxikovat fadu pro organizmus cizich latek, které pfijimame z vnéjSiho prostredi.

Obecné je metabolizmus xenobiotik a endogennich latek chapan jako sled po
sobé nasledujicich reakci, ve kterych dochazi ke zméné chemické struktury a vzniku
metabolitl, které jsou snadnéji vyluCitelné z organizmu. Biotransformacni reakce lze
rozdélit na prvni (nesyntetickou) fazi a druhou (syntetickou) fazi. V prvni fazi
biotransformace dochazi ke strukturalni zméné funkénich skupin molekul pomoci
oxidacnich, redukénich nebo hydrolytickych reakci. Vznikaji tak meziprodukty, které
dale reaguji s endogennimi latkami za vzniku hydrofilnich konjugatt, které jsou
z organizmu snadno eliminovany, a to pfevazné jatry nebo moci (obr. 1). Je pravdou,

Ze obé tyto faze metabolizmu na sebe ve velkém procentu pfipadl navazuji, ale ne

kazda metabolizovana latka prochazi obéma témito fazemi (Skalova a kol., 2017)-

Jednim z nejvyznamnéjSich enzymatickych systému katalyzujicich pfeménu
mnoha xenobiotik v€etné I€Civ v prvni fazi biotransformace jsou CYP. Je to rozsahla
nadrodina hemoproteind vyskytujici se v pfevazné vétSiné prokaryotnich a
eukaryotnich organizmu ve velkém mnozstvi riznych izoforem. O jejich vyznamnosti
vypovida vice nez 16 000 genu z vice nez 400 genovych rodin kédujicich tyto enzymy
napfi¢ celou biologickou FiSi. Jejich nazev byl odvozen podle absorpéniho maxima
v UV-VIS spektru pfi 450 nm, které vykazuje redukovana forma CYP v komplexu s CO
(Nebert & Russell, 2002). Pro zpfehlednéni byla pro jednotlivé izoformy na zakladé
poradi aminokyselin v apoproteinu stanovena nomenklatura CYP. Prvni Cislice za
zkratkou CYP oznacuje rodinu, po ni nasleduje velké pismeno vyjadfujici podrodinu a
posledni pismeno ur€uje konkrétni izoformu. Pfestoze bylo v lidském organizmu
nalezeno asi 44 rlznych podrodin CYP, v jaternim metabolizmu xenobiotik jsou
nejvice aktivni rodiny 1-3, které jsou zodpovédné za biotransformaci 70-80 % vSech



CYP3A4, 3A5, 2B1, 2D6, 2C8, 2C9, 1A2 a 2C19. Cytochromy patfici do ostatnich
podrodin se podileji spiSe na pfeméné endogennich latek, jako jsou steroidni hormony,
vitaminy, mastné kyseliny, prostaglandiny a dalSi (Manikandan & Nagini, 2018; Nair et
al., 2016).

Katalyticka aktivita CYP spociva zejména v oxidaci funk&ni skupiny, ktera je
soucasti molekuly substratu. Vznikaji tak metabolity, které maji vétSinou snizenou
nebo nulovou biologickou aktivitu. Vyjimecné aktivita zmé&néna neni nebo je naopak
potencovana (v pfipadé proléCiv). Tyto metabolity mohou pak v druhé fazi
biotransformace reagovat s endogenni molekulou a vzniklé konjugaty jsou nasledné

eliminovany z organizmu (Skalova a kol. 2017).
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Obr. 1: Schéma biotransformaéniho a eliminaéniho procesu (Dancygier, 2010).

3.1.1. Struktura, lokalizace a exprese cytochromi P450

Jadrem CYP je hemova prosteticka skupina tvofena z protoporfyrinového kruhu
s centralnim atomem Zeleza, které se zde vyskytuje ve dvou formach. V nizkospinové
formé& s maximalné sparovanymi 3d elektrony a vysokospinové formé s maximalné
nesparovanymi 3d elektrony. V pfipadé nizkospinové formy je atom ZzZeleza
stabilizovan Sestym ligandem, kterym je molekula vody. Jestlize dojde k navazani
substratu na enzym, dochazi k odstranéni molekuly vody a pfeobsazeni valen¢nich

elektron(. Neaktivni nizkospinova forma Fe3* s koordina¢nim &islem 6 se tak méni na



aktivni vysokospinovou formu s 5 ligandy (Skalova a kol., 2017). Strukturni vzorec

prostetické skupiny CYP je znazornén na obr. 2 nize.

OH OH
Obr. 2: Protoporfyrinovy kruh s zelezem jako centralnim atomem a axialnim ligandem

tvofenym z cysteinu apoproteinu (pfevzato z: Montellano 2005).

Na centralni atom je prostfednictvim thiolatového aniontu cysteinu vazana
apoproteinova ¢ast skladajici se z400-500 aminokyselin. RuUzna sekvence
aminokyselin odliSuje jednotlivé izoformy cytochromid P450 a urCuje jejich
substratovou specifitu. V ramci jedné rodiny CYP je asi 40% shoda v sekvenci
aminokyselin, pficemz pfislusnost ke konkrétni podrodiné je dana alespon 60-70%
shodou v pofadi aminokyselin. Z toho vyplyva, Ze sekvencni shoda mezi jednotlivymi
rodinami CYP Cini méné nez 40 %. Pfesto celkové sekundarni uspofadani apoproteinu
cytochromu vykazuje urcité shodné rysy i mezi konkrétnimi rodinami. VSechny rodiny
CYP obsahuji 12 a-helixi pojmenovanych pismeny A-L a 4 B-skladané listy oznacené
Cisly 1-4. V nékterych pfipadech obsahuje apoprotein jesté nékolik dalSich helixt a
skladanych listd oznaenych symbolem sousediciho helixu opatfeného ¢arou v hornim
indexu. Napfiklad mnoho sav€ich cytochromuU obsahuje F* a G™ helixy mezi F a G
helixy. VSechny tyto specifické struktury hraji svoji dulezitou roli zejména pro
rozpoznani substratu enzymem a jeho nasledné navazani. Napf. F a G helix, F-G a B-
C smycka maji vyznamnou roli v pfijeti substratu do aktivniho mista. B-C smycka také
diky Siroké variabilité uspofadani v riznych cytochromech vyznamné urcuje

substratovou selektivitu (Kirchmair, 2014).

Struktura hemu je umisténa mezi distalnimi a proximalnimi doménami
globularnich podjednotek tvoficich tercialni strukturu a v jejim nejblizSim okoli se
nachazi struktury helixt E, I, J, K, L a ¢ast B-listu 1. Proximalni ¢ast apoproteinu ma
pozitivni naboj a je dllezita pro navazani NADPH-CYP-reduktazy ke struktufe hem,
zatimco k distalni ¢asti se vaze substrat. Pro lepSi pfedstavu je struktura enzymu CYP

vyobrazena na obr. 3 nize (Kirchmair, 2014).



Catalytic site

- A
Obr. 3: Struktura enzymu CYP3A4, uprostied je zobrazena struktura hemu, na kterou

je navazan apoprotein zobrazeny formou sekundarni struktury a-helixd (Eervené) a [3-
skladanych listd (Zluté). Tyto struktury jsou propojeny pomoci smycek (zelend)

(pfevzato z: Nair et al. 2016).

Dosud bylo popsano Sest mist rozpoznavajicich substrat, ktera obklopuji
katalytickou doménu. Tato mista popsal Gotoh ve svém vyzkumu a nazval je jako
substrate recognition sites (SRSs), v pfekladu substrat rozpoznavajici mista (Gotoh,
1992). Tato mista jsou vyznaCena na nasledujicim obr. 4 znazorfiujicim strukturu
CYP2C9.

Obr. 4: Enzym CYP2C9 s barevné zakreslenymi misty rozpoznavajicimi
substrat. SRS1 (Cervené) je soucasti B” helixu a pfilehlych oblasti, SRS2 (zelené) se
nachéazi na C-konci F helixu, SRS3 (modfe) na N-konci G helixu, SRS4 (Zluté) na N-
konci | helixu, SRS5 (oranzové) se vyskytuje na smycce mezi K helixem a viaknem (3-
skladaného listu 1 a SRS6 (fialové) je soucasti ohybu B-skladaného listu 4. Ostatni

struktury apoproteinu jsou zakresleny Sedivou barvou (pfevzato z: Nair et al. 2016).
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Pro zajisténi pfistupu substratu k aktivnimu mistu je potfeba, aby byl CYP
spravné orientovan v prostoru. Studiem vztahu mezi flexibilitou aktivniho mista
enzymu a substratovou specifitou se zabyval napf. Otyepka et al., ktery zkoumal
konformacni zmény tfi konkrétnich cytochromi: CYP3A4, 2A6 a 2A9. Ve studii bylo
vypozorovano, ze proximalni ¢ast proteinu a struktura jadra proteinu vazaného na hem
je rigidni, zatimco distalni Cast, ke které se vaze substrat, je mnohem tvarné;si.
Nicméné byly nalezeny znacné rozdily ve flexibilité struktury proteinu mezi jednotlivymi
izoformami CYP. Nejmensi flexibilitou se vyznacoval CYP2A9 s vysokou substratovou
specifitou. Naproti tomu struktura CYP3A4, o kterém je znamo, Ze metabolizuje vétSinu
léCiv, vykazovala nejvétsi flexibilitu ze vSech tfi zkoumanych enzymd. Tato zjisténi
dokazuiji, ze cytochromy s flexibilngjSi strukturou apoproteinu (zejména jeho distalni
Cast) maji diky vétSimu mnozstvi moznosti orientace v prostoru SirSi substratovou
specifitu (Otyepka et al., 2007). Pokud je ale na enzym vazan ligand blokujici aktivni
misto, jeho struktura se stabilizuje. To bylo prokazano v dalSi studii, ve které byla
porovnana struktura CYP2D6 bez ligandu a ve formé& vazané s chinidinem, ktery
pusobi jako kompetitivni inhibitor CYP2D6. V pfipadé CYP2D6 s navazanym
chinidinem doSlo k vyznamnému zvyS$eni stability, snizeni flexibility aktivniho mista

enzymu a nasledné deaktivaci enzymu CYP2D6 (Berka et al., 2012).

Mikrozomalni cytochromy jsou ukotveny v membrané endoplazmatického
retikula pomoci hydrofobnich aminokyselin, které jsou soucasti a-helixu tvoficiho N-
konec apoproteinu. Tato rigidni struktura s 20-30 rezidui je také dulezita pro spravné
ukotveni enzymu v membrané endoplazmatického retikula. Vétsi ¢ast apoproteinu
vCetné katalytické domény je orientovana smérem k cytoplazmé (obr. 5) (Kirchmair,
2014).



Obr. 5: Model struktury CYP2C9 zakotveného v lipidové dvojvrstvé membrany
endoplazmatického retikula. Schematické zobrazeni sekundarni struktury apoproteinu
je zakresleno zeleng, B-C smyc¢ka rlzovou a F-G smycka fialovou barvou. Diky své
flexibilité se tyto struktury podileji na strukturni variabilité a ovliviuji substratovou

specifitu enzymu (pfevzato z: Kirchmair 2014).

Ze vSech predchozich vyzkumu zabyvaijicich se strukturou CYP vyplyva, Zze
mezi nejvice stabilni struktury apoproteinu patfi N-konec zakotveny v membrané
endoplazmatického retikula, oblast vazana na strukturu hem a proximalni Cast
apoproteinu, na kterou se vaze NADPH-CYP-reduktaza. Sekvencéni a strukturni
variabilita je pozorovana zejména v distalni ¢asti apoproteinu obsahujici B-C, F-G
helixy a jejich spojovaci smycCky. Ke strukturni variabilit¢ mezi cytochromy pfispiva
rozdilna velikost, tvar a polarita aktivnhiho mista, ktery urCuje substratovou selektivitu.
Aktivni misto CYP je obklopeno hlavné hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky
s vyjimkou nékterych polarnich nebo nabitych zbytk(, které hraji vyznamnou roli ve
vazbé a orientaci substratu a jsou dulezité pro jeho specifikaci. V pripadé vazby
substratu na cytochrom dochazi ke zméné konformace enzymu do tzv. uzaviené
konformace se sniZzenou flexibilitou v aktivnim misté. Cytochromy s vysokou mirou
flexibility v aktivnim misté metabolizuji fadu strukturné rozmanitych substrat(l, zatimco
cytochromy s méné tvarnou strukturou vykazuji vyS8Si substratovou specifitu.
Prikladem enzymu s Sirokou substratovou specifitou je CYP3A4, ktery se podili na

metabolizmu okolo 50 % lécCiv (Kirchmair, 2014).

Podle subcelularni lokalizace muzeme rozdélit cytochromy do nékolika
zakladnich kategorii. Mitochondrialni cytochromy zodpovédné za metabolizmus



steroidl, cytochromy rozpustné v cytozolu nachazejici se zejména u prokaryot a
mikrozomalni cytochromy vazané na membranu endoplazmatického retikula, které
hraji ustfedni roli v metabolizmu xenobiotik (Kirchmair, 2014). V mensi mife se vSak
cytochromy P450 vyskytuji i v jinych bunécnych organelach, jako jsou lyzozomy nebo
plazmaticka membrana. Fyziologicka funkce téchto cytochromu neni vSak zcela uplné

jasna (Neve & Ingelman-Sundberg, 2008).

Cytochromy P450 rodiny 1-3 jsou jako hlavni enzymy ucastnici se metabolizmu
xenobiotik nejvice exprimované v jatrech. Vyznamna hladina exprese téchto enzymu
je vSak zaznamenana i v extrahepatalnich tkanich, které jsou v pfimém kontaktu
s xenobiotiky a maji velky podil zejména na absorpci, distribuci, metabolizmu a
eliminaci xenobiotik. Jedna se zejména o plice, ledviny a gastrointestinalni trakt (GIT).
Vétsi podil exprese CYP ale muzeme najit také v kuzi, mozku, nadledvinkach,
pohlavnich organech, nazaini a trachealni mukéze (Hrycay & Bandiera, 2007). Obsah
CYP v jednotlivych tkanich je uveden v nasledujici tabulce, kde je mnozstvi CYP

vyjadfeno v jednotkach nmol/mg mikrozomalniho proteinu (tab. 1).

TABLE 18.1 Total CYP Content in Various Human Organs

Human (nmol/mg

Organ microsomal protein)
Liver 0.30-0.60

Adrenal 0.23-0.54

Small intestine 0.03-0.21

Kidney 0.03

Lung 0.01

Brain 0.10

Testis 0.005

Skin Not determined
Mammary <0.001

Tab. 1: Celkovy obsah CYP v rOznych lidskych organech v jednotkach nmol/mg

mikrozomalniho proteinu (pfevzato z: Hrycay a Bandiera 2007).

V expresi cytochromu existuji zna¢né interindividualni rozdily, jelikoz je tato
exprese zavisla na kombinaci mnoha faktorl. Mezi tyto faktory patfi pohlavi, vék,

zdravotni stav organizmu, regulace cytokiny a hormony. Miru exprese ovlivhuje také



fada pfijimanych xenobiotik, které ji mohou indukovat i inhibovat. Mezi né patfi napf.
cigaretovy kouf, alkohol, néktera léCiva a potraviny, polutanty a dalSi (Stiborova et al.,
1999).

Jednim z nejc¢astéji diskutovanych pficin interindividualnich rozdill v expresi je
geneticky polymorfizmus definovany jako geneticky podminéna odliSnost projevujici
se alespon u 2 % populace (Stiborova et al., 1999). Tyto genetické odchylky jsou ¢asto
spojeny s urcitou etnickou skupinou. Mezi typicky polymorfni enzymy patfi cytochromy
2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 a 2A6, jejichz odliSna polymorfni varianta mize vykazovat
snizenou nebo zvySenou aktivitu, a vede tak k odliShostem ve fenotypu. Podle
schopnosti metabolizovat xenobiotika Ize jednotlivé populace s polymorfnimi enzymy
rozdélit na pomalé, stfedni, rychlé a ultrarychlé metabolizatory. Znalost genetickych
polymorfizmd ma velky vyznam pro predikci uspésnosti a vedlejSich ucinku terapie.
(Zanger & Schwab, 2013).

3.1.2. Fyziologicka funkce cytochromu P450

Cytochromy P450 se fadi mezi monooxygenazy, které v prvni fazi
biotransformace katalyzuji oxidacni pfeménu vétSiny pfijimanych cizorodych latek
(Stiborova et al., 1999). Jejich fyziologicka funkce uUzce souvisi s jejich lokalizaci
v organech, které maji svou dullezitou ulohu pfi absorpci, distribuci a eliminaci cizich
latek, zejména ve smyslu detoxikace a ochrany organizmu. Pro svoji Sirokou
substratovou specifitu maji enzymy CYP v organizmu svoji nezastupitelnou roli (Mak
& Denisov, 2018). Spolu s ABC transportéry, které aktivné transportuji molekuly pres
buné&nou membranu, jsou nezbytnym predpokladem pro detoxikaci a vylou€eni nejen
Skodlivin, ale i I€Civ. Bez nich by se tato I1éCiva kumulovala v organizmu a znasobil by
se tak jejich nezadouci efekt, a to v podobé nadmérné vystupriovaného terapeutického
nebo nepfiznivého vedlejSiho ucCinku. V pfipadé nékterych IéCiv je enzymaticka
pfeména zakladni podminkou pro jejich ucinek. Tato léCiva jsou pfijimana ve formé
tzv. proléCiv, které se az v organizmu po enzymatické pfeméné stavaji aktivnimi (Ortiz
de Montellano, 2013).

Na druhou stranu se muze stat, Ze jsou tyto pro organizmus esencialni enzymy

zdrojem nezadoucich proceslt. Jednim ztéchto neblahych pfipadl muze byt
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pfijimané xenobiotikum. Ty mohou byt potencialnim nebo skuteCnym zdrojem
poSkozeni organizmu. Konkrétné mohou CYP zprostfedkovavat metabolizmus
prokarcinogent na reaktivni karcinogeny, coz mulze vést k rozvoji tumorigeneze
(Fujita, 2006). Napfiklad bioaktivace benzo[a]pyrenu, arylaminu, nitroarenu, arylarent
a dalSich prokarcinogennich latek pomoci enzymu CYP1 na reaktivni metabolity mize

byt pfi€inou poskozeni bunécné DNA (Zanger & Schwab, 2013).

Jinym nepfiznivym dopadem metabolizmu CYP je sniZeni biologické
dostupnosti pfijimanych |€Civ jesté dfive, neZ dosahnou svého ucinku. Tato neZadouci
biotransformace probiha zejména v organech s eliminacni a absorpcni funkci, ale
diskutuje se také o vlivu CYP pfimo vcilové tkani. Proto je metabolizmus
zprostfedkovany CYP povazovan za jeden z moznych mechanizmu vzniku Iékové

rezistence (Fujita, 2006).

DalSi nezadouci situaci béhem biotransformace je interakce IéCiv, kdy jedno
léCivo pusobi inhibicné nebo aktivacné na enzymatickou pfeménu jiného IéCiva, a tim
ovliviiuje koncentraci aktivni formy IéCiva v cilové tkani. To ale neznamena, Ze tento
jev musi byt vzdy nezadouci, ba dokonce muze byt béhem terapie prospésny.
Takového efektu se vyuziva napfiklad v pfipadé, kdy je potfeba potlacit degradaci
nékterych nestabilnich a snadno odbouratelnych I&Civ, aby se dosahlo jejich vyssi F,

a tedy i ucinnosti.

Mechanizmus ucinku CYP spociva ve sledu po sobé nasledujicich reakcich
aktivovanych navazanim substratu na cytochrom, kdy se hemova prosteticka skupina
méni na svoji aktivni vysokospinovou formu. Vtéto formé je Fe3" vcentru
porfyrinového kruhu schopen pfijmout elektron z molekuly substratu a redukuje se na
dvojmocné Zelezo. Poté CYP navaze vzdusny kyslik a po odstépeni kyslikové vazby
zabudovava jeden atom kysliku do molekuly substratu a druhy do molekuly vody
(Manikandan & Nagini, 2018). Jako pfenasec elektronl se zde uplatrfiuje NADPH-CYP-
reduktaza, jejiz afinita k CYP se znasobuje pfi navazani substratu na polypeptidovy
fetézec cytochromu. V nékterych pfipadech slouzi jako prenaseC elektronl také
cytochrom-bs a cytochrom-bs-reduktaza (Manikandan & Nagini, 2018).
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Zjednodusené Ize vétsinu oxidacnich reakci probihajicich prostfednictvim CYP
souhrnné vyjadfit nasledujici rovnici a dale pak schématem, ktery znazornuje
jednotlivé kroky katalytického cyklu (obr. 6).

RH + O2+ 2e"+ 2H" —» ROH + H20
-ROH RH

ﬂ e
Fe®* ROH meiﬂ RH  NADPH-P450

reductase®d

e 1e
NADPH-P450

reductase®

FeOH3* R:
Fe?* RH -.---= Fe?* + RH
FeO** RH
O,
-H,0
F3*-O0H Fe®* O, RH
H
Gy - NADPH-P450
H+ Fe™-05 RH 1e”  reductase™d
NADPH-P450

reductase®™

Obr. 6: Schéma katalytického cyklu CYP: monooxygenazova reakce, RH — substrat,
ROH — monooxygenacni produkt, Fe — atom hemového Zeleza cytochromu (pfevzato
z: Pallan et al. 2015).

Kromé kysliku mize CYP bé&hem oxidacni reakce vyuzit také organicky
hydroperoxid. V takovém pfipadé cela reakce probiha formou tzv. peroxidazové

zkratky, kterou znazorriuje zjednodusené schéma na obr. 7:

RH o
CYP Fe*___,CYP Fe™. RH L—»CYF’ Fe2:.RH
ROH  xoH

CYP Fe2:RH XOOH
Ol
Obr. 7: Peroxidazova zkratka: RH — substrat, ROH — produkt, XOOR — organicky

hydroperoxid (pfevzato z: Skalova a kol. 2017).
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Mimo oxidaci mohou CYP uplatiiovat také reduktazovou aktivitu, ve které
metabolizovany substrat navazany na redukovany CYP pfijima elektron namisto
kysliku. Tato reakce vSak probiha zejména za anaerobnich podminek. Reduktazovou

aktivitu popisuje obr. 8:

RH

.
CYP Fe3+L—;CYP Fed.RH L—DC”f’F’ Fe?'.RH

RH, ¢ «RH

Obr. 8: Schéma reakce reduktazové aktivity CYP: RH — substrat, RH2 — redukovany

metabolit (pfevzato z: Skalova a kol. 2017).

Reduktazova aktivita cytochromd muze byt pFi¢inou vzniku reaktivnich
meziproduktl, napf. volnych radikald, které jsou vSak zneSkodnény v 2. fazi
biotransformaéniho procesu. V pfipadé, Ze tyto vysoce reaktivni metabolity uniknou
detoxikaci v druhé fazi biotransformace, mohou reagovat s dllezitymi bunécnymi

strukturami a mohou tak byt pro organizmus zdrojem poskozeni.

Enzymy CYP jsou vyznamné nejen z hlediska exogenniho metabolizmu, ale
také jiz zminénou schopnosti katalyzovat pfeménu endogennich substanci. |zoformy
CYP metabolizujici tyto eobiotika se vyskytuji na membrané endoplazmatického
retikula i mitochondrii a prakticky se neu€astni metabolizmu xenobiotik (Skalova a kol.,
2017).

3.1.3. Uéast cytochrom( P450 na farmakokinetické lékové rezistenci

3.1.3.1. Zakladni mechanizmy lékové rezistence

Obecné je Iékova rezistence chapana jako sniZzeni uc€innosti léku béhem terapie
urCittho onemocnéni nebo patologického stavu (Loke & Hanafi, 2019). Tento
nezadouci jev mUze nastat u jakéhokoliv typu IéCby, av8ak nejvice je tento pojem

spojovan s antimikrobialni a chemoterapeutickou Ié¢bou. Obé tato odvétvi mediciny
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jsou zna¢né zasazena timto Iékovym problémem, jehoz dusledky maji velky dopad pro
jednotlivce i pro celou spole€nost. V pfipadé antimikrobialni IéEby je nerespektovani
spravné volby a davkovani lécCiva dasledkem vzniku rezistentnich mikrobialnich
kmenu, které jsou zdrojem obtizné IéCitelnych infekénich onemocnéni Sifenych
v populaci. V chemoterapii je fenomén Iékové rezistence pomérné Castou pficinou

selhani terapie a miva tak fatalni nasledky v Ié€bé onkologickych pacientu.

V zakladnim slova smyslu lze l|ékovou rezistenci rozdélit na primarni a
sekundarni. Primarni rezistence je dana pfirozenou schopnosti bunék odolavat
ucinkam IécCiva, a to jiz pfi prvnim kontaktu. Sekundarni rezistence oproti tomu vznika
az v prubéhu nebo po ukon&eni prvni 1éEby. Pokud dochazi ke vzniku rezistence na
vice IéCiv s podobnou strukturou nebo mechanizmem ucinku, jedna se o tzv. zkfizenou
rezistenci. Tato klasifikace popisuje zakladni vlastnosti |ékové rezistence, pfiCiny
vzniku nadorové rezistence vici cytostatikim jsou vS8ak komplexni a ¢asto pfispivaji
k neuspésnosti 1éEby nejednoho chemoterapeutického Iéciva. Souhrn téchto
mechanizmu nazyvame mnohocetnou Iékovou rezistenci (multidrug resistance, MDR)
(Noskova et al., 2000).

V pfipadé cytostatickeé rezistence lze na zakladé mechanizmu lékové rezistence
urcit 3 rizné zpusoby jejiho vzniku. Jednim z nich je zména ve farmakokinetice léCiva.
V takovém pfipadé dochazi ke snizeni absorpce nebo pfedCasné biotransformaci a
eliminaci z organizmu. V takto navozené sniZzené ucinnosti 1éCiva hraji roli zejména
organy s absorp¢ni a eliminaéni funkci — zejména jatra a GIT. Na subcelularni arovni
dochazi v téchto mistech k deaktivaci IéCiva pomoci enzym, pfipadné k jeho efluxu
prostfednictvim ABC membranovych transportérd. Mimo systémovou uroven jsou
farmakokinetické mechanizmy schopny ovliviiovat i intratumoralni akumulaci cytostatik

a ovlivhovat tak dale negativné jejich ucinnost.

DalSim dudlezitym mechanizmem vzniku I|ékové rezistence je zména
cytokinetiky, pfi kterém nadorové bunky setrvavaji v Go fazi, a jsou tak odolnéjsi vici
chemoterapii. Tento typ rezistence je specificky pro nadorova onemocnéni.
Mechanizmy MDR jsou podrobnéji popsany v nasledujicim obrazku (obr. 9).
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Obr. 9: Mechanizmy MDR v nadorové tkani (pfevzato z: Tanwar et al. 2014). A) zména
permeability membrany — sniZzeny uptake I|éCiva, B) zvySeny eflux, C)
degradace/inaktivace enzymy, D) zintenzivnéni oprav DNA, E) zména cilové struktury

lecCiva

NejCastéjsi pfic¢inou vzniku lékové rezistence je vS8ak zména ve struktufe cile
léCiva (mutace, genova amplifikace) a zintenzivnéni oprav DNA v nadorové tkani
(Noskova et al., 2000).

Pokud jde o mikrobidlni |ékovou rezistenci, situace je velmi podobna
cytostatické rezistenci. | v tomto pfipadé prevazuje rezistence ziskana, kdy mikroby
vystavené pfitomnosti I1éCiva se stavaji odolnymi diky ziskanym genovym mutacim,
které jim propujCuji schopnost odolnosti vaci [€Civim. Tyto geny se souhrnné nazyvaiji
rezistom (Loke & Hanafi, 2019).

V zasadeé je velice obtizné pfedem odhadnout, do jaké miry bude chemoterapie
nadorovych onemocnéni uspésna a bezpecna, protoze je zde mnoho faktorl, které ji
ovliviuji. Jsou to pfedevsim faktory zavislé na véku, pohlavi, zdravotnim stavu, funkci
elimina¢nich organa, typu, lokalizaci, rozsahu nadoru, ale také geneticky
polymorfizmus nebo vnéjsi vlivy (napf. stravovani, sou€asné uzivana léCiva, koufeni,
ovzdusi, apod.) (Noskova et al., 2000). VétSina téchto faktorld hraje roli ve

farmakokinetice cytostatik a jsou €astou pFi¢inou interindividualnich rozdilG v G¢innosti
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a toxicité cytostatik, a to i v pfipadé, Ze jsou tato lIéCiva podana ve stejné davce (Fuijita,
2006). Tyto rozdily se objevuji i v souvislosti sléCbou bézZnych nezhoubnych
onemocnéni, béhem chemoterapie jsou vSak i drobné odliSnosti ve farmakokinetickém
profilu cytostatik vzhledem k jejich uzSimu terapeutickému oknu zdrojem zavaznych

klinickych dusledku (Fujita, 2006).

3.1.3.2. Mechanizmy farmakokinetické rezistence na systémové
urovni

Rezistence zprostfedkovana prostfednictvim biotransformace na
celosystémové urovni je dana bud deaktivaci cytostatika (¢imz dojde k omezeni F)
a/nebo urychlenim jeho exkrece. Cytochromy P450 hraji dllezitou roli v metabolizmu
vétSiny 1éCiv a maji velky vliv i na farmakokineticky profil chemoterapeutik, potazmo
rovnéz na jejich ucinek.

Mnoho studii potvrdilo, Ze metabolizmus zprostfedkovany biotransformacnimi
enzymy neni jedinym mechanizmem systémové farmakokinetické rezistence vU i
cytostatikim. Spolu s nimi se na snizeni F a urychleni exkrece podileji ABC efluxni
transportéry. Jsou to membranové transportéry, jejichz pfirozenou funkci je podobné
jako u cytochrom( ochrana organizmu vici Skodlivému pusobeni cizorodych latek,
v tomto pfipadé se vSak jedna o aktivni efluxni transport 1éCiva z bunék (Linton, 2007).
Tyto transportéry (zejména zastupci BCRP, MRP1 a P-gp) jsou vysoce exprimované
ve stfevech, jatrech a ledvinach, kde podporuji exkreci IéCiv do zZlu€i, moci nebo lumen
stfeva (Canaparo et al., 2007) a svou aktivitou jsou schopny navodit systémovou
rezistenci vUu¢i mnoha cytostatikim. Mimo fyziologickou tkan jsou ve velké mife
exprimovany téz pfimo v nadorovych burikach, kde snizuji akumulaci cytostatik, a

podili se tak i na rezistenci na intratumoralni urovni (Szakacs et al., 2006).

Zkoumanim role spole¢ného plsobeni CYP3A a P-gp jako klic¢ového faktoru
snizeni F po p. 0. podani cytostatik se ve své studii zabyval Schellens et al. V prvni
Casti experimentl byl péti pacientim peroralné podan samotny paklitaxel, zatimco
devét dalSich pacientd obdrzelo stejnou davku p. o. paklitaxelu spolec¢né
s prokazanym inhibitorem P-gp a CYP3A4 cyklosporinem A. F samotného paklitaxelu

byla méné nez 5 %, u paklitaxelu podaného spole¢né s cyklosporinem A se F zvysila
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na 50 %. Pacienti 1éCeni p. o. podanym paklitaxelem navic vykazovali lepSi
snasenlivost na léCbu nez pacienti |éCeni i. v. podanym paklitaxelem. Ve druhé casti
vyzkumu byly provedeny ty samé pokusy, ale tentokrat s p. 0. podanym docetaxelem
namisto paklitaxelu. F docetaxelu po p. o. podani vzrostla z pouhych 8+6 % bez
pfitomnosti cyklosporinu A vice neZz desetinasobné (88+36 %) v kombinaci
s cyklosporinem (Schellens et al., 2000). Zavérem studie je poznatek, Ze v pfipadé
potlageni aktivity CYP3A a P-gp inhibitorem je mozné vyrazné zvySit peroralni F
paklitaxelu a docetaxelu, coz by mohlo byt vyuZitelné pro zlepSeni komfortu a

adherence pacientu k lé¢bé témito cytostatiky.

Nékteré in vitro studie hovofi o synergickém ucinku CYP a efluxnich
transportéri ve snizeni F léCiv. Existuji dvé teorie vysvétlujici mechanizmus
synergického pusobeni mezi CYP3A a P-gp. Prvni z nich popisuje moznou interakci
téchto dvou detoxikaCnich systému jako udrZovani plynule niz8i koncentrace IéCiva
v enterocytu zprostiedkované P-gp transportérem, IéCivo pak muize byt ucinnéji
metabolizovano enzymatickym systémem CYP3A, ktery za danych podminek neni
saturovan. Druhym moznym vysvétlenim synergismu je cyklicky se opakujici eflux
IéCiva prostfednictvim P-gp a opétovny re-uptake pfes bunéfnou membranu, coz
umoznuje substratu opakovany, a proto prodlouzeny pfistup k CYP3A (Waterschoot &
Schinkel, 2011).

Interakci mezi CYP a P-gp se zabyvala Cummins et al., ktera provadéla in vitro
experimenty na Caco-2 burikach exprimujicich geny pro CYP3A4 a P-gp. V pokusech
byl pouZit inhibitor GG918 inhibujici pouze samotny P-gp bez vlivu na CYP3A enzym.
Zamérem pokusu bylo prozkoumat metabolizmus K77, dualniho substratu pro P-gp a
CYP3A, spolecné s felodipinem, ktery je také substratem CYP3A, ale ne P-gp. V
pfipadé inhibice P-gp zprostifedkovaného GG918 byl metabolizmus K77 snizen z 33
% na 14 %. Na rozdil od toho, metabolizmus felodipinu nebyl inhibitorem P-gp nijak
ovlivnén (Cummins et al., 2002). Vysledky studie naznacuji, Ze ovlivnéni samotného

P-gp mlze mit vliv i na zvySeni metabolického u€inku CYP.

Biologickou dostupnosti docetaxelu po p.o. podani se zabyval také Robert A. B.
van Waterschoot et al. ve svych pokusech na mysich s deficitem genl pro CYP3A a
P-gp. Studie ukazala, ze mysSi s absenci genu pro P-gp a CYP3A vykazovaly

sedmdesatkrat vySsi systémovou expozici vici docetaxelu v porovnani s typem mysi
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s normalni expresi genu pro P-gp a CYP3A. Synergicky efekt téchto dvou systému

vSak jednoznacné prokazan nebyl (Waterschoot et al., 2009).

VySe zminéné studie zkoumaji mechanizmy rezistence probihajici na urovni
urychleni omezeni absorpce Ci zrychleni eliminace IéCiva v organizmu, ktera probiha
zejména ve stfevni a jaterni tkani. Nékolik studii vSak potvrzuje, Zze enzymy CYP maji
pravdépodobné podil na rezistenci i lokalné. Jejich zvySena intratumoralni exprese
muZze vést k deaktivaci a tim ke sniZeni u€inku pfimo v nadoru. Vice informaci o tomto

fenoménu bude uvedeno v sekci 3.1.3.4.

3.1.3.3. Intratumoralni exprese cytochromu 450

Dhaini et al. ve svém vyzkumu stanovoval expresi CYP1A1/2, 1B1, 2B6, 2D6 a
3A4/5 z biopsie osteosarkomu 18 pacient(i pomoci imunohistochemie. Uroveri exprese
1A1/2, 1B1 a 3A4/5 byla 83 %, 67 % a 83 %, pficemz exprese CYP3A4/5 u pacientl
s plicnimi metastazemi byla signifikantné vy$Si nez u pacientll bez metastazi. Enzymy
CYP2D6 a 2B6 nebyly detekovany. Na zakladé vysledk( studie Ize usoudit, Ze u
pacientl s vyS$Si expresi intratumoralnich CYP3A4/5 Ize predvidat horSi odpovéd na

terapii a vySSi riziko vyskytu pozdéjSich metastazi (Dhaini et al., 2003).

Murray et al. ve své studii porovnaval expresi CYP1A, 2E1 a 3A
adenokarcinomu zaludku a zdravého zaludecCniho epitelu. ZvySena exprese se
projevila u CYP1A v 51 % pfipadl a 3A v 21 % pfipadl adenokarcinomu, zatimco ve
zdravé zaludecni tkani nebyl identifikovan zadny z téchto CYP (G. I. Murray et al.,
1998).

V pfipadé kolorektalniho karcinomu byl provadén vyzkum exprese nékolika
izoforem CYP. CYP1B1 a CYP3A5 byly pfitomny v signifikantné vySSich hladinach
v porovnani s normalnim stfevnim epitelem. Nékteré izoformy byly pfitomné také
v metastazich lymfatickych uzlin (Kumarakulasingham et al., 2005). V jiné studii byla
porovnana exprese CYP1A a CYP3A rodin v burfikach kolorektalniho adenomu,
karcinomu a ve zdravé tkani tlustého stfeva. Ve vS8ech vzorcich kolorektalniho
adenomu byly identifikovany obé rodiny, 75 % a 61 % vzorkd karcinomu obsahovalo

CYP1A a CYP3A enzymy. Vzorky zdravé tkané nevykazovaly zZadnou pozitivni
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imunoreaktivitu na CYP1A a pouze 15 % bylo pozitivné imunoreaktivni k enzymu
CYP3A (McKay et al., 1993).

Obdobna situace byla pozorovana v bunkach prsniho karcinomu, karcinomu
prostaty a jicnu. Z 54 vzorkda prsniho karcinomu vykazovalo 12 vzork( zvySenou
expresi CYP3A a 21 vzorkl zvySenou expresi CYP1A (Graeme |. Murray, Weaver, et
al., 1993). Karcinom prostaty byl zkouman z hlediska CYP1A, CYP2C a CYP3A
exprese, ktera byla prokadzana u 63 %, 25 % a 61 % tumora (Graeme |. Murray et al.,
1995). Karcinom jicnu opét vykazoval pfitomnost CYP1A a CYP3A,atov 64 % a 72
% pfipadd (G. |. Murray et al., 1994).

V oblasti vyzkumu vyvoje zhoubnych novotvarl je vénovana zvlastni pozornost
enzymu CYP1B1. Bylo zjisténo, Ze tento enzym je nadmérné exprimovan v Siroké
Skale nadorovych onemocnéni v€etné rakoviny prsu, kolorektalniho karcinomu,
karcinomu plic, jicnu a mnoha dalSich. Pfitomnost CYP1B1 v mnoha typech nadorové
tkané by mohla naznacCovat, ze tento enzym ma zasadni vliv na kancerogenezi, a
kromé toho muze také pfispivat k Iékové rezistenci. G. |. Murray et al. ve své praci
popisuje, ze CYP1B1 zprostfedkovava konverzi 17B-estradiol na kancerogenni 4-
hydroxyestradiol, ¢imz se mulze podilet na zvySeném riziku vzniku rakoviny prsu

(Graeme I. Murray et al., 1997).

V nékterych pfipadech experimenty nepotvrdily teorii zvySené aktivity CYP
v nadorové tkani. VétSina studii zabyvajicich se expresi CYP u hepatocelularniho
karcinomu prokazala naopak nizSi expresi v nadorove tkani v porovnani se zdravymi
jatry (el Mouelhi et al., 1987; Kirby et al., 1993; Kondoh et al., 1999). Murray et al.
vyhodnotil expresi riznych izoforem CYP jako variabilni. CYP3A a CYP1A enzymy
byly pfitomny v 65 % a 42 % z 31 vzorku hepatocelularniho karcinomu (Graeme |.
Murray, Paterson, et al., 1993). Studie exprese enzymli CYP1A1, 2E1 a 3A4
v nadorové prsni tkani 33 pacientek zaznamenala také vyznamné sniZenou
intratumoralni expresi téchto enzymua v porovnani s nerakovinnou prsni tkani (El-
Rayes et al., 2003).

Znalost aktivity a lokalizace raznych izoforem v nadorové tkani jsou stale jesté
nekompletni a zatizené interindividalni variabilitou v expresi CYP, ktera se promita i
ve variabilit¢ v odpovédi pacienti na chemoterapii. Mnoho predeSlych studii se

zabyvalo pfitomnosti metabolizujicich enzymd v tumorech, diky odliSnym
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vyhodnocovacim technikam a heterogenité zkoumanych vzorkl se vsak jejich data
odliSuji (Rodriguez-Antona & Ingelman-Sundberg, 2006). Pfesto zde existuje nékolik
spole¢nych znakl. Mezi né patfi zvySena exprese zejména enzymi CYP1A, 3A a 1B1

detekovana v ruznych typech nadoru.

3.1.3.4. Role cytochromu P450 v Iékové rezistenci na intratumoralni
urovni

Funk&ni exprese CYP v nadorové tkani ucinek cytostatik zpravidla snizuje,
zarovenn muze mit naopak i podil na aktivaci proléCiv. Toho se vyuziva napf. u
cyklofosfamidu, ifosfamidu a irinotekanu, u kterych dochazi pomoci CYP2B6 a
CYP3A4/5 k biotransformaci na uc€inngjSi metabolity (Gharavi & El-Kadi, 2004).
Nasledujici tabulka poskytuje pfehled cytostatik aktivovanych/deaktivovanych
cytostatiky (tab. 2).

Liruage Bex | ahiveer tumar 450 a5 Lrruge Flerlabve tumsor I* 50 A
activity inachvation achvatiom activity i chvation activation
Pac litasel Ohwearian, breast, CYP208, OYP3A Teniposide Small cell hang CYPIad)/
and mon-small A9
cell [
Dhncer ] Breast amd hang CYP34, [rimestescan Codorectal amd CYP3A
Y181 cancens of upper
jrastnimbesbinal tract
Vindslastime Lymphoma and CYP3A Torpartecan Metastatic ovarian CYP3A
i beea mogama amd small cell hang
Lracarazine Metastatic CYP1AlL
e L ngama CYP1A2
CYP2E
Vimeristine Lymphoma CYP3A . L -
Pronce aar e d me Metasia tic CYP1A,
e b raama CYP2B
helibonca b ome Breast CYP1HEL,
¥ ¥ o
Vimdesine Advanmced bresst CYP3A Tamondfen Bt i-:::,'::l
amd mom-small CYP1BL
cell lung Cyelophosphamide Sar breasd
Vinrelbine Advanced bresst CYPaA R ..:|'.:it::-:'.h.:.|:i:::u. . CYF28,
amd mor-small fosphamide [ — Oy P3Aad4
call lung CYP2B6,
Ellipticine Outeolytic breast CYP3A4, Danrriticin Sarcoma, breast, Oy PaAd
camcer mebstses CYPLIAL amd owvarian O PaAd
CyPlaz Thiotepa Bladder
Y181, P28,
CYP209 Tegafur Metastatic CYTaAd
E tovpeicle Testicular small CYP3Ad, il mectal Oy F2As
call lurge, CYP1A2
lymphoma, CYP2E

and osbe oaarooama

Tab. 2: Cytostatika metabolizovana CYP (pfevzato z: McFadyen et al. 2004).
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Zvysena metabolicka aktivita enzymuU pfimo v nadoru muaze byt pficinou
zrychlené deaktivace, a potazmo i rezistence k chemoterapii. To byva problémem
zejmeéna u léCiv, na jejichz metabolizmu ma vétSinovy podil pfislusna overexprimovana
izoforma CYP. Tuto domnénku potvrzuje studie vénujici se vlivu overexprese CYP3A
na ucinek paklitaxelu, dasatinibu a erlotinibu v terapii adenokarcinomu pankreatu.
Studie navic popisuje substratem zprostfedkovanou indukci CYP3A5 fizenou PXR,
ligandem aktivovanym jadernym receptorem, ktery slouzi jako transkripni faktor
regulujici expresi kliCovych genl kodujicich detoxikaéni enzymy a transportéry (Noll et
al., 2016).

Dalsim typickym prikladem CYP3A fizené deaktivace je biotransformace
vinkristinu. Vinka alkaloidy, vinkristin a vinblastin, se pouzivaji jako mitotické jedy
prfedevSim v terapii akutni lymfatické leukemie a zhoubnych lymfomd (Moudi et al.,
2013). Metabolizmus téchto dvou pfibuznych chemoterapeutik ma vSak odliSny dopad
na jejich aktivitu. Zatimco CYP3AS5 zvySuje clearance vinkristinu a sniZuje jeho aktivitu,
vinblastin je prostfednictvim CYP3A4 metabolizovan na jeho uc€inngjSi metabolit
(Chagas & Alisaraie, 2019; Dennison et al., 2007).

Testovanim ucinku biotransformacnich enzymu na deaktivaci taxant a
vinkristinu se zabyvala Mgr. Adéla Janouskova ve svych pokusech na HepG2 liniiich
transdukovanych lidskymi CYP3A4 a CYP2C8 enzymy. U docetaxelu byl pozorovan
vyznamny vliv CYP3A4 na rezistenci bunék. ZvySenou odolnost bunék s overexpresi
CYP3A4 vuci paklitaxelu a vinkristinu se vSak jednoznacné prokazat nepodafilo
(Janouskova, 2019).

Cytochromy P450 jsou kliCové enzymy metabolizujici vétSinu 1é€Civ v prvni fazi
biotransformace, ¢€imz se znacnou mérou podili na inaktivaci mnoha IéCiv.
Z predchozich studii je patrné, Ze néktera cytostatika jsou nachylnéjsi k CYP-
zprostfedkované rezistenci na celosystémové a intratumoralni urovni. Pozorovanou
predCasnou eliminaci Ize zvratit pomoci inhibitord CYP. R. L. Oostendorp et al.
provadél studii na 12 pacientech se solidnimi tumory lé€enymi p. o. docetaxelem
podanym spolu s inhibitorem CYP3A4 a P-gp ritonavirem. Vysledky ukazaly vyznamné
zvySenou F p. o. docetaxelu podaného spolecné s ritonavirem, pfiCemz terapie
kombinaci téchto IéCiv byla dobfe snasena. Variabilita ve farmakokinetice kombinacéni

terapie byla dvojnasobna oproti i. v. docetaxelu, coz by mohl byt disledek
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interindividualni variability v expresi CYP3A4 (Oostendorp et al., 2009). Vysledky
studie naznacuji, Zze potlaceni aktivity CYP pomoci inhibitor by mohlo byt do
budoucna vhodnym terapeutickym postupem s feSenim nedostateéné ucinnosti
cytostatik, které jsou obéti nadorové rezistence. Znalost individualni miry exprese CYP
a jejich vliv na ucinek Ié€iv by mohla pfispét ke zvoleni vhodné metody a zefektivnéni

l&Eby.

3.2. Apoptoza

3.2.1. Fyziologicka funkce apoptézy

Apoptdza, neboli programovana bunécna smrt, je pfisné regulovany proces, pfi
kterém dochazi k zaniku bunék (Watters & Lavin, 2003). Je to fyziologicky dé&j urCeny
k zachovani homeostazy vnitfniho prostfedi organizmu, ktery se tak zbavuje

poskozenych nebo nadbyteénych bunék (Dillon & Green, 2016).

Apoptdza mulze byt iniciovana z vnéjsiho nebo vnitiniho prostredi buriky pomoci
signalu, které spoustéji signalizaéni kaskadu vedouci k zapoceti apoptotického
procesu zprostfedkovaného kaspazami. Tyto endoproteazy po své aktivaci specificky
Stépi peptidové vazby aspartatovych rezidui, ¢imz nasledné aktivuji/inaktivuji své
substraty, které se ucastni kontrolovaného zaniku bunky. Podle funkce Ize kaspazy
ucastnici se apoptozy rozdélit do dvou zakladnich skupin. Iniciacni kaspazy se aktivuji
dimerizaci a nasledné $tépi efektorové kaspazy, které se v inaktivnim stavu nachazi
ve formé dimeru. Toto Stépeni umozniuje efektorovym kaspazam konformacni zménu,
ktera vede K jejich aktivaci. Aktivované efektorové kaspazy mohou aktivovat dalSi
efektorové kaspazy nebo jiné substraty (Mcllwain et al., 2013). Aby mohly jednotlivé
kaspazy interagovat s cilovymi molekulami, obsahuji specifické domény, které jim
umoznuji vytvarfet komplexy s adaptorovymi molekulami usnadnujicimi vazbu
s cilovymi strukturami. Na nasledujicim obrazku jsou znazornény jednotlivé skupiny
kaspaz skladajicich se z jednotlivych domén (obr. 10). Kromé kaspaz ucastnicich se
apoptézy jsou zde vyobrazeny také zanétlivé kaspazy, které aktivuji prozanétlivé

cytokiny a iniciuji tak imunitni déje probihajici v zanétu (Mcllwain et al., 2013).
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Obr. 10: Doménova struktura lidskych kaspaz (pfevzato z: Mcllwain et al. 2013)

Apoptodza se sklada z nékolika krokl probihajicich zaroven nebo bezprostfedné
po sobé. Nejprve dochazi ke kondenzaci chromatinu, nasleduje fragmentace
jaderného obalu a hydrolyza DNA. Fosfatidylserin, ktery je za normalnich okolnosti
lokalizovan na cytozolické strané lipidové dvojvrstvy cytoplazmatické membrany, je
translokovan na vnéjSi povrch buriky, a dava tak signal bunkam imunitniho systému
k fagocytdéze. Plazmatickd membrana vytvari vackovité vyrlstky, cela bunka se
smrstuje a organely se rozpadaji. V kone¢né fazi dochazi k rozpadu bunécného
obsahu na tzv. apoptoticka téliska, ktera jsou fagocytovana makrofagy bez poskozeni
okolniho prostredi buriky. Diky tomu, ze nedochazi k uvolnéni bunéného obsahu do
okoli bunky, jako je tomu u nekrézy, cely déj probiha bez spusténi zanétlivého procesu,
a tim padem i bez naruseni vnéjsiho prostfedi (Abou-Ghali & Stiban, 2015). Jednotlivé

faze apoptdzy jsou nazorné popsany na zjednoduSeném obrazkovém schématu (obr.
11).

23



2 3 r ":""f...-'- j_.“.
OO

- " e -
(Y % o)
o e 0Lt )
) ] !.'E, P K
. = A
—h '\-

]
| . |
-, @" o é ! \
- l_ y -':_,_o-' ..'
A o Membrane starts blebbing™ «
£ — Organelles disintegrate ™,
’ '
1 i 4 The call shrinks '-\
fé‘gy 2 Chromatin condenses by 4
£ k X | -
i 0 i or «';,I y _,.h [
i
(L y .o i
1 ;o i .II b
= L.
, 4 = "7
e -~ L b
i Apoptosis L
A normal cell Muclaus and organedes collapsa
Membrane continues ta bleb
:J'
,
s
Fd
= '
— I 1 o
m _.I Y K.- -\- - “..e_.-'
inflammation 7| Ty e B g
. e VWV iy BT oy B 41
Ry : he b
% ’ Apoptotic bodies form
Macrophages phagocytose
apopiotc bodias

Obr. 11: Schéma apoptdézy v nékolika krocich: 1. normalni bunka, 2. pocatek
smrstovani bunky a kondenzace chromatinu, 3. ,blebbing“ membrany (tvorba
vackovitych vyristkl) a fragmentace organel, 4. pocatek tvorby apoptotickych télisek,
5. vznik apoptotickych télisek, 6. fagocytéza apoptotickych télisek makrofagy (prevzato
z: Abou-Ghali a Stiban 2015).

Fyziologicka apoptdza je jako pfirozeny déj probihajici v organizmu jiz od poceti
nezbytnou soucasti procesu kontroly bunééné proliferace béhem vyvoje a starnuti.
Typickym prikladem fyziologické apoptdzy je vyvoj prstu béhem embryogeneze nebo
proces utvareni nervového systému, ve kterém se organizmus zbavuje nadbyte¢nych
nefunkéné zapojenych neuronl (Haanen & Vermes, 1996). Apoptdza vSak mlze byt
spusténa i patologickym podnétem. Z tohoto hlediska ji chapeme jako obranny
mechanizmus organizmu dulezity pro eliminaci nadorovych, infekci napadenych nebo

jinak poskozenych bunék (Gulbins et al., 2000).

Jakékoliv naruseni procesu apoptdézy mize vyustit v zavazné klinické dusledky.

Nadmérna apoptdéza muze zplsobit vznik neurodegenerativnich onemocnéni, zatimco
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nedostateCna apoptéza muze vést k nekontrolovatelné proliferaci bunék a
vzniku nadoru (Watters & Lavin, 2003).

3.2.2. Aktivaéni drahy apoptézy

Dochazi-li k nevratnému poSkozeni burfiky, muzZe dojit k nastartovani
proapoptotické signalizacni kaskady zevnitf bunky. V takovém pfipadé se jedna o
vnitfni cestu aktivace apoptozy, ktera je nejCastéji spojovana s permeabilizaci vnéjsi
mitochondrialni membrany a naslednou aktivaci kaspazy 9. Zjednodusené lze fici, ze
vnitfni cestu aktivace zahajuje intracelularni signal (napf. poskozeni DNA, pUsobeni
oxida¢niho stresu, toxinG apod.), ktery da podnét k aktivaci proapoptotickych Bcl-2
proteint. Ty zabudovavaiji péry do vnéjSi mitochondrialni membrany. Diky naruseni
integrity membrany dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranoveého prostoru,
ktery se vaze na APAF1 (Apoptotic protease activating factor 1) a vytvafi se komplex
zvany apoptozém. Tento komplex vaze prokaspazu 9 a zprostfedkovava jeji aktivaci
na iniciacni kaspazu 9, ktera pomoci $tépeni aktivuje efektorovou kaspazu 3 (Dillon &
Green, 2016). Ta nasledné aktivuje dalSi kaspazy a spousti kaskadu vedouci ke
Stépeni dulezitych proteind ucastnicich se apoptdzy (Ghobrial et al., 2005). Vnitfni
cesta aktivace apoptézy muze byt spusténa jako reakce na ruzné stresové podnéty,
jako napf. posSkozeni DNA, aktivace onkogenl, nadbytek Ca?* iontd v burice,
nedostatek rustovych faktort, oxidaéni stres a mnoho dalSich. Aktivace apoptézy je
také jednim z mechanizmu ucinku protinadorovych lé€Civ. Jsou to zejména cytostatika
zodpovédna za naruseni funkce mikrotubuld béhem mitézy (taxany, vinka alkaloidy)
(Baig et al., 2016).

Aktivace apoptdzy vnéjsi cestou je iniciovana specifickymi ligandy, které se
vazou na povrchové receptory bunék nazyvanych jako receptory smrti.
NejvyznamnéjSimi zastupci téchto receptorl patficich do nadrodiny TNFR jsou CD95
(Fas receptor), TRAILR1, TRAILR2 a TNFR. Navaze-li se pfislusny ligand na receptor
smrti (tzn. CD95L/Fas ligand na Fas receptor, TRAIL na TRAILR, TNF na TNFR),
zprostfedkovava tento receptor tvorbu komplexu DISC (Death-inducing signaling
complex) skladajiciho se z receptoru smrti, adaptorové molekuly a kaspazy 8, ktera se
nasledné uvolnuje a aktivuje dalSi kaspazy v kaskadé (Gregory, 2016). Tato cesta
aktivace apoptdézy se uplatiiuje u nékterych typd imunitnich reakci. Napfiklad
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cytotoxické T-lymfocyty maji na svém povrchu Fas ligand, kterym se vazou k Fas
receptoru nadorovych bunék nebo bunék napadenych virem, a spoustéji tak jejich
apoptézu. VnéjSi aktivace apoptdzy je nezbytna nejen pro boj bunék imunitniho
systému proti nadorovym nebo infikovanym burikam, ale i k odstranéni autoreaktivnich
T-lymfocytu, které by mohly napadat télu vlastni struktury, a proto museji byt béhem
vyvoje bunék imunitniho systému vyselektovany (Ghobrial et al., 2005). Nasledujici
obrazek poskytuje zjednodusené schéma vnitini a vnéjsi cesty aktivace apoptozy (obr.

12).

Pro-apoptotic stimuli
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Obr. 12: Schéma vnéjsi a vnitfni cesty aktivace apoptdzy (pfevzato z: Li a Sheng

2012).

3.2.3. Role proteint regulujicich apoptézu ve vzniku a vyvoji nadorovych
onemocnéni

Pfi¢inou vzniku nekontrolovatelného mnozeni bunék odolnych vuci apoptoze je
obvykle mutace genu, ktery se podili na kontrole bunécného cyklu nebo bunééného
déleni. Mezi tyto geny patfi tzv. protoonkogeny, které kdéduji proteiny aktivujici
proliferaci bunék, napf. rustové faktory, transkrip&ni faktory ¢i jiné signalni molekuly.
Nadorové formy téchto genli zvané onkogeny se vyznacuji zvySenou expresi, popf.
konstitutivni aktivaci, coz vede k zesileni antiapoptotickych a proliferanich signald.
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Opacnym pfipadem vedoucim k potlaceni apoptézy a onkogenezi je inaktivace tumor-
supresorovych genu, jejichz normalni funkci je potlatovani nadmérného déleni bunék
(Bouck, 1990).

vrve

naruSeni exprese genu pro Bcl-2 rodinu proteind. Z hlediska funkce se déli proteiny
Bcl-2 rodiny na proapoptoticke, které iniciuji proapoptotickou signalizacni kaskadu, a
antiapoptotické, které deaktivuji proapoptotické proteiny. Ve zdravych tkanich jsou tyto
dvé skupiny proteinl v rovnovaze a udrzuji zdravy rist a vyvoj bunék. Pfi nadmérné
expresi genu pro antiapoptotické Bcl-2 proteiny dochazi k naruseni této rovnovahy, a
dochazi tak vlivem potlateni apoptdézy k nekontrolovatelné proliferaci bunék.
Overexprese onkogenu Bcl-2 je bézna v mnoha typech nadorl a je pficinou nejen

onkogeneze, ale i rezistence vuci chemoterapii a radioterapii (Frenzel et al., 2009).

DalSi relativné €astou pficinou vzniku nadoru je mutace protoonkogenu HER-
2/neu, ktery kéduje transmembranovy receptor HER2 (Human Epidermal growth factor
Receptor) z rodiny receptorl pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Tento receptor je
zodpovédny za kontrolu bunécné proliferace, diferenciace a preZziti bunék (Cwiertka et
al., 2005). Jeho abnormalni funkce zplsobena overexpresi vSak mize vést ke vzniku
nadorového bujeni. Nadmérna exprese HER2 receptoru byla identifikovana ve
vyznamném procentu nadord prsu (10-34 %) ve velkém poctu ruznych studii
zahrnujicich vice nez 15 000 pacientt. Velkym problémem je také vliv tohoto receptoru
na vznik rezistence vucCi chemoterapii. Nékolik studii potvrdilo horSi prognézu

pacientek s amplifikaci genu HER2 (Ross & Fletcher, 1998).

Protein p53 je jeden z nejstudovanéjSich tumor-supresorovych proteina, ktery
slouzi jako transkripéni faktor genu p21 pro detekci a reparaci poskozené DNA,
pfipadné navozeni apoptozy (Ghobrial et al., 2005). Mutace genu p53 se vyskytuje
zhruba u 50 % vSech tumort jako pfi€ina genové nestability a nasledné onkogeneze
(Oijen & Slootweg, 2000). Vysledky jedné studie naznacduji, Ze mutace genu p53
pravdépodobné aktivuje expresi genu MDR1 kodujiciho P-gp, coz by mohlo mit
vyznamny vliv z hlediska nadorové rezistence (Oka et al., 1997).

DalSim vyznamnym tumor-supresorovym proteinem uc€astnicim se oprav
poskozené DNA je protein BRCA. Uvadi se, ze Zeny postizené dédi¢nou mutaci genu
pro BRCA1 nebo BRCAZ jsou vystaveny az 85% riziku vzniku prsniho karcinomu do
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véku 70 let. Nosi¢i mutaci téchto gend jsou ovSem zatizeni také vySSi
pravdépodobnosti rozvoje karcinomu vaje€nikl, prostaty nebo pankreatu (Tutt &
Ashworth, 2002).

VySe popsané mutace genl pro regulacni proteiny apoptdézy maji vyznamny
podil na vyvoj nadorovych onemocnéni, existuje vSak cela fada genu, jejichz
dysfunkce mulze zpusobit dysregulaci apoptotického procesu. Tabulka uvedena nize
popisuje nejznaméjsi a nejlépe popsané tumor-supresorové geny/onkogeny, jejichz

mutageneze predstavuje zvySené riziko vzniku nadoru urcitého typu tkané (tab. 3).

Tumor Cancer Oncogene Cancer
Suppressor]
p110a breast, prostate, endometrial, colorectal, cervical, head
p53 lung, colorectal, bladder, ovarian, head and neck, and neck, gastric, lung
breast, prostate,gastric ;
EGFR lung, glioma, colorectal, ovarian, breast
PTEN glioblastoma, melanoma, prostate, breast, ; ;
endometrial, thyroid, lung, colorectal, AML, CLL | ERBB2{HER breast, gastric, ovarian, bladder
plaheas melanoma, pancreatic, lung, bladder, B-RAF melanoma, thyroid, colorectal, ovarian
head and neck, colorectal, breast
K-RAS pancreatic, lung, colorectal, endometrial, avarian
pl14*r lung, bladder, head and neck, colorectal, breast
BRCA1 breast, ovarian HAAS  bladder
BRCA2 breast, ovarian N-RAS melanoma, AML
LKB1 lung, gastrointestinal, pancreatic, cervical, MYC lymphomas, colorectal, breast, prostate, melanoma,
melanoma neuroblastoma, ovarian
VHL kidney, adrenal, hemangioblastoma BCR-ABL  CML, ALL AML
APC colorectal, gastric 1DH1 glioblastoma, AML
FBXW? ALL, bile duct, colorectal, gastric, endometrial, IDH2 glioblastoma, AML
lung, pancreatic, prostate, ovarian
JAK2 CML, ALL
Rb retinoblastoma, lung, bladder, esophageal,
osteosarcoma, glioma, liver, CML, prostate, breast | kT gastrointestinal stromal tumors, AML, melanoma
NF1 neurofibroma, neuroblastoma, glioma, colorectal MET kidney, gastric, lung, head and neck, colorectal
NF2 meningioma, schwannoma, glioma FLT-3 AML

Tab. 3: Pfehled onkogenl a tumor-supresorové genl spole¢né s tumory, se kterymi

jsou nejc¢astéji spojovany (pfevzato z: Dutt a Stambolic 2016).

3.2.4. Moderni terapeutické pristupy v protinadorové 1é¢bé zamérené na
modulaci apoptotickych drah

Zesileni antiapoptotickych, pfipadné zeslabeni proapoptotickych signald
v bunice jsou jednim z vyznamnych faktort, které mohou vést ke vzniku rakovinného

bujeni. Proto je znalost jejich mechanizmu kliCova a je pfedmétem mnoha vyzkuma
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vénujicich se vyvoji modernich terapeutickych strategii protinadorové |éCby. Noveé
pfistupy v protinadorové farmakoterapii zahrnujici modulaci apoptotickych drah uvnitf

tumoru jsou do budoucna jednou ze slibnych I1éEebnych metod.

Jednim z téchto modernich terapeutickych pfistupl zaméfenych na apoptozu
je inhibice antiapoptotickych Bcl-2 proteinu. Pfikladem |éCiva plsobiciho na urovni
inhibice exprese antiapoptotického Bcl-2 proteinu je antisense oligonukleotid
oblimersen. (Baig et al., 2016). Jeho mechanizmus u¢€inku spociva ve vazbé na mRNA
a nasledné inhibici translace. V sou€asnosti se oblimersen nachazi ve fazi klinického
testovani (samostatné nebo v kombinacni terapii s jinymi protinadorovymi |écCivy)
v terapii riznych typd tumoru (chronicka lymfaticka leukemie, non-Hodgkintv lymfom,
karcinom plic, prostaty atd.) (Baig et al., 2016). Do skupiny inhibitort antiapoptotického
Bcl-2 patfi také jiz FDA schvaleny venetoclax. Toto IéCivo napodobuje funkci BH3-only
proteinu, ligandd Bcl-2, potlacujicich jejich antiapoptotickou aktivitu (Anderson et al.,
2016).

Dalsi nadéjna terapeuticka strategie se zaméfuje na modulaci tumor-
supresorovych genu. Do této skupiny spada cela fada klinicky testovanych léciv
inhibujicich enzym histondeacetylazu, ktera deacetyluje histony, a tim inaktivuje
dulezité tumor-supresorové geny (napfiklad BRCA1, p53). Jeji inhibice vede
k hyperacetylaci téchto gend, a tim k antiproliferativnimu efektu v nadorovych
bunkach. Zastupci této skupiny léCiv, vorinostat a romidepsin, byly schvaleny FDA
k 1éEbé kozniho T-lymfomu a mnoho dalSich je ve fazi klinického testovani (Baig et al.,
2016).

Nejen vnitini aktivace bunécné smrti, ale také vnéjsi aktivacni apoptoticka draha
pres receptor smrti ma dulezitou roli v protinadorové terapii. V této oblasti zkoumani
se osvedcily zejména TRAIL receptory, jejichz zvySena exprese v nékterych typech
nadorll by mohla byt uzite€na pro indukci apoptézy nadorovych bunék. Zde se
uplatriuji zejména monoklonalni protilatky slouzici jako agonisté TRAIL receptoru
davajici burice extracelularni signal k apoptéze. Navzdory tomu je vSak bohuzel
pomérné Casty vyskyt nadorovych bunék rezistentnich vi¢i TRAIL indukované
apoptoze, coz limituje uspéSnost TRAIL cilené terapie (Baig et al., 2016).

Receptory HER2 podporujici proliferaci bunék jsou jednim z biomarker( pro
detekci prsniho karcinomu a nékterych typd karcinomu Zaludku. U pacientl
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s overexpresi tohoto vyznamného protoonkogenu je Casto indikovana lé¢ba IgG
monoklonalni protilatkou trastuzumabem, zejména v kombinacni terapii spolecné
s dalSimi chemoterapeutiky. Jako antagonista HER2 receptoru toto IéCivo zpUsobuje
potlageni aktivaniho mechanizmu vedouciho k proliferaci bunék (Baselga et al.,
2001).

Klicem k zachovani zdravého rlstu a vyvoje organizmu je schopnost
odstrafiovat poSkozené a stafim opotfebované bunky, které samy v reakci na vnéjsi
nebo vnitini signal zprostfedkuji sebedestrukci bez naruseni jejich okolniho prostoru.
Na tomto principu a dale také diky znalosti faktu, Ze nadorova onemocnéni vznikaji
Casto kvdli naruseni tohoto homeostatického mechanizmu, je postavena zakladni
myslenka pro navrhovani protinadorovych léCiv podporujicich apoptozu. Velky prostor
pro navrhovani modernich terapeutickych strategii dava znacné mnozstvi genu a
proteind UcCastnicich se pro a antiapoptotickych buné&fnych mechanizml. Vyse
zminéné terapeutické metody a pfistupy jsou jen pouhym pfikladem toho, jakym
smérem se nove terapeutické pfistupy ubiraji. Je tfeba zminit, ze do téchto novych
IéCebnych strategii se fadi také genova terapie, ktera je zaloZzena na schopnosti vnaset
genetickou informaci nebo opravovat poskozenou DNA pfimo v bufikach za ucelem
léCby (Altaner, 1995). Prestoze vyzkum protinadorové terapie v pribéhu poslednich
let vyznamné pokroCil, narazi na spoustu pfekazek vyplyvajicich z podstaty vzniku a
vyvoje nadorl, které jsou vdrtivé vétSiné multigenni. Existuji zde znacné
interindividualni rozdily a pfedevsim se neustale prekotné a neoCekavatelné meéni.

v vieivs

mediciny.
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4. Cile prace
Cilem této diplomové prace je zhodnoceni mozné role enzymu CYP3A4

v rezistenci vuci docetaxelu na urovni apoptézy. Pro tento ucel byla vyuZzita dvojice linii

HepG2-EV a HepG2-3A4 a luminiscencni kity pro stanoveni kaspaz 3/7, 8 a 9.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Materialy a metody

5.1.1. Chemikalie

Caspase-Glo® 3/7 Assay System, Promega Corporation (Fitchburg, Massachusetts,
USA)

Caspase-Glo® 8 Assay Systems, Promega Corporation (Fitchburg, Massachusetts,
USA)

Caspase-Glo® 9 Assay Systems, Promega Corporation (Fitchburg, Massachusetts,
USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Docetaxel, Selleckchem (Houston, TX, USA)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Fetalni bovinni serum (FBS), PAA Laboratories (Pasching, Rakousko)

Fosfatovy pufr (PBS), Lonza (Walkersville MD, USA)

Cell Lysis Buffer 1067-400, BioVision (Milpitas, California, USA)

Pierce™ Protein Assay Kit, ThermoFisher Scientific (Rockford, lllinois, USA)

Trypsin, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

5.1.2. Pristroje

Inkubator, SANYO MCO-18AC(UV), (Honmachi, Moriguchi City, Osaka)
Laminarni box Jouan (Saint-Herblain, Francie)

Opticky mikroskop, Optika XDS-2 (PonteraniCA, BG, Italie)

Tecan microplate reader, Infinite M200 (Salzburg, Rakousko)

Tecan microplate reader, Infinite M200 Nanoquant (Salzburg, Rakousko)
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5.1.3. Bunécné linie

K nasemu vyzkumu jsme vyuZili nadorové bunécéné linie HepG2 odvozené od
hepatocelularniho karcinomu. Tyto buriky maji tu vyhodu, Ze jsou snadno dostupné, je
mozné je dlouhodobé pasazovat a pfedstavuji vhodny zjednoduseny model nadoroveé
tkané. Pro naSe ucely jsme vyuZili dva subtypy HepG2 bunécnych linii: parentni linii
transdukovanou prazdnym vektorem (HepG2-EV) a dale linii transdukovanou lidskym
CYP3A4 (HepG2-3A4), ktera vykazuje stabilni funkéni expresi enzymu CYP3A4 (Xuan
et al., 2016). Cislo pasaze bunék b&hem pokust se pohybovalo v rozmezi od 5 do 25
a kazda pasaz probihala ve tfidennim nebo ¢tyfdennim intervalu. Vhodné prostfedi
s potfebnymi Zivinami zajistovalo médium DMEM obsahujici 10 % FBS, ve kterém byly
buriky kultivovany. Toto médium obsahuje dulezité latky esencialni pro rist bunék, jako
jsou mineraly, vitaminy, aminokyseliny, glukéza, rastové faktory apod. Pro kultivaci
bunék bylo nutné dodrZzovat vhodné a stalé podminky, tzn. 37 °C, 5 % CO2 a konstantni
vihkost. Toho jsme dosahli uchovavanim bunék v inkubatoru. Buriky byly pravidelné

testovany na pfitomnost mykoplazmatické infekce.

5.1.4. Vystaveni bunéénych linii testovanym latkam a sbér vzorka

Buriky se v poc¢tu 80 000/jamka/0,1 ml média nasadi na transparentni 96-jamkové
destiCky a nechaji se inkubovat po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby se z jamek
odsaje médium a do kazdé jamky se pfida 100 ul roztoku docetaxelu o pfisludné
koncentraci v ristovém médiu. Kazda koncentrace se testuje v triplikatu. Pro kontrolu
100% zivotaschopnosti bunék je potfeba nechat tfi jamky pouze s médiem bez obsahu
docetaxelu. Po pfidani latek nechame bunky inkubovat v inkubatoru, a to ve tfech
Casovych intervalech (6, 24 a 48 h). Po uplynuti kazdého intervalu se z jamek pfisludné
destiCky odsaje médium s latkami, do kazdé jamky se pfida 75 ul lyzacniho pufru a
buriky se nechaji po dobu 15 minut lyzovat na ledu. Poté je na ledové desce
kvantitativné odebran (pfed odbé&rem se lyzat 5x propipetuje) obsah vSech jamek,
pfiCemz vzorky pfislusSnych triplikatd jsou smiseny dohromady. Vzorky se ihned zmrazi
pfi -80°C.
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5.1.5. Stanoveni aktivity kaspaz 3/7,8 a9

K tomu, abychom urcili miru schopnosti bunék reagovat na ucinky docetaxelu
programovanou bunécnou smrti, jsme vyuzili metodiku stanoveni aktivity kaspaz.
Kaspazy jsou proteazy hrajici stéZejni roli pfi regulaci apoptézy bunék prostfednictvim
Stépeni substratl, které se ucCastni programované bunécné smrti. Pro stanoveni
aktivity kaspaz 3/7, 8 a 9 jsme vyuzili komerénich kitl s luminometrickou detekci. Tyto
kity vyuzivaji bioluminiscencni reakce probihajici pavodné v zZivych organizmech
schopnych emitovat svétlo, napf. svétluskach. Struéné feceno, béhem tohoto déje
dochazi k chemické reakci mezi pigmentem luciferinem a enzymem luciferazou, ktera
katalyzuje jeho oxidaci. Oxidovany luciferin se dostava do excitovaného stavu a pfi
pfechodu do zakladniho energetického stavu emituje zarfeni (McCapra, 1976).
Abychom mohli zméfit luminiscenci, je potfeba toto zafeni vyvolat. K tomu jsme pouZili
luminiscencéni kit s obsahem enzymu luciferazy a jejiho prosubstratu obsahujiciho
peptidovou sekvenci. Tato sekvence je specificky rozpoznana a stépena ur€itym typem
kaspazy. Uvolni se samotny aminoluciferin, ktery reaguje s luciferazou za vzniku
méfitelného svétla. Intenzita emitovaného zafeni vyjadiena v RLU (relativni svételné

jednotky) je pfimo umérna aktivité kaspaz (Geiger & Miska, 1991).

Poté, co byly provedeny vSechny bunécné pokusy a odebrany vzorky, jsme
provedli stanoveni apoptotické aktivity bunék. ZmraZzené vzorky se nechaji rozmrazit
na ledu. Aby byly vzorky homogenni, zvortexuji se a stoCi se na centrifuze. Nasledné
se odebere potfebné mnozstvi pfislusnych detekénich reagentl (pro kaspazu 3/7, 8 a
9). Do reagentl pro kaspazu 8 a 9 se pfidava inhibitor MG-132, ktery pomaha snizit
background a zvySuje reproducibilitu méfeni. Reagenty se ulozi na temné misto a
pokracuje se pipetovanim vzorkd do bilé 384-jamkové desticky (12,5 pl/jamka). Po
aplikaci vSech vzorkld na destiCku se ihned pfidaji reagenty pro detekci kaspazové
aktivity. DestiCka se necha inkubovat na temném misté po dobu 1 h a poté se zméfri

luminiscence na Tecanu.

5.1.6. Stanoveni celkového obsahu proteint

Abychom minimalizovali nepfesnost danou nerovnomérnosti ristu bunék a

vykyvy v bunécné odpovédi na docetaxel, ziskana luminiscenc¢ni data (RLU) musi byt
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normalizovana na obsah proteinl. Pro méfeni obsahu proteint jsme pouzili BCA
analytickou metodu pojmenovanou podle obsazeného reagentu, kterym je sodna sul
kyseliny bicinchoninové. Metoda je zaloZzena na dvou po sobé nasledujicich reakcich.
V prvni reakci dochazi k redukci médnatych iontl, obsazenych v pracovnim roztoku,
na ionty médné. Jako redukéni Cinidlo zde puUsobi peptidové vazby protein(
zkoumanych vzorkd, pfi¢emz mnozstvi redukovaného Cu?* je pfimo Umérné mnozstvi
proteinu v pfitomném vzorku. V druhé reakci vytvafi kyselina bicinchoninova s
médnymi ionty chelatové vazby a vznika tak fialovy komplex, jehoz intenzita zbarveni
odpovida mnozstvi proteint ve vzorku (Walker, 2009). Poté uz zbyva jen zméfit na
spektrofotometru absorbanci, ktera je pfimo umeérna koncentraci proteina ve vzorku.
Pro vypocitani obsahu proteinu v mg/ml slouzi hodnoty absorbance jednotlivych
vzorkl dosazené do rovnice linearni regrese sestrojené z koncentracni fady roztok
standardi o znamé koncentraci. Stanoveni obsahu proteint probihalo za vyuziti kitu
Pierce BCA Protein Assay Kit.

Do transparentni 96-jamkové destiCky se do jamek v triplikatu napipetuje 10 ul
lyza€niho pufru, roztokd standardd a vzork(. Poté se pfipravi potiebné mnozstvi
pracovniho roztoku BCA smichanim roztoku A a B v poméru 50:1. Do kazdé jamky se
aplikuje 100 ul roztoku BCA a po 30 min inkubace v inkubatoru se zméfi absorbance
na Tecanu pfi 562 nm. Za pouziti hodnot standardd byly vypocteny hodnoty obsahu
proteinl ve vzorcich. Ziskana data byla pouzita pro normalizaci aktivitnich

luminiscenénich dat.

5.1.7. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu GraphPad Prism verze
7.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). V prvnim kroku byly hodnoty p
vypocitany pomoci analyzy one-way ANOVA nasledovanou Dunnettovym post-testem
(vzorky vystavené docetaxelu ve srovnani s neovlivnénou kontrolou v ramci jedné
linie). V dalSim kroku byly hodnoty ziskané po vystaveni bunék docetaxelu srovnavany

v ramci dvou linii mezi sebou za vyuziti neparoveho t-testu s Welschovou korekci.
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5.2. Vysledky

V této praci jsme se rozhodli potvrdit/vyvratit roli enzymu CYP3A4 v rezistenci
vuci docetaxelu. Experimentalni prace volné navazuje na diplomovou praci Mgr. Adély
Janouskove, jez se za pomoci MTT metody zaméfila na zhodnoceni tohoto jevu na
proliferaCni urovni. V na8i praci jsme se zaméfili na Uroven apoptoézy. Aktivace
apoptdzy je obecné rychlejSi proces nez zastava proliferace, a proto jsme se zaméfili

téZ na kratSi Casové intervaly.

5.2.1. Zmény aktivity kaspaz 3/7 vyvolané docetaxelem v liniich HepG2-
CYP3A4 a HepG2-EV

Na obrazku €. 13 mUzeme pozorovat zavislost aktivity kaspaz 3/7 na zvysujici
se koncentraci docetaxelu v ¢ase. Po 6 h nebyla pozorovana zadna signifikantni
aktivace téchto exekutivnich kaspaz (obr. 13A). V intervalu 24 h jiz bylo zaznamenano
statisticky vyznamné zvySeni aktivity kaspaz 3/7 po vystaveni bunék docetaxelu, avSak
pouze v nékterych koncentracich, pficemz ve varianté, kde doS$lo k aktivaci kaspaz u
obou linii (5 uM docetaxel), se hodnoty mezi sebou statisticky vyznamné neliSily (obr.
13B). Po 48 h je aktivace kaspaz patrna témér u vSech testovanych koncentraci, je
zfejmy téz trend intenzivnéjSi aktivace u parentni linie HepG2-EV ve srovnani s linii
overexprimujici CYP3A4, nicméné statisticky vyznamny rozdil byl prokazan pouze u 1
MM docetaxelu (obr. 13C).
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Obr. 13: Vliv docetaxelu na aktivitu kaspaz 3/7 u linii HepG2-CYP3A4 a HepG2-EV
linii po 6 h (A), 24 h (B) a 48 h (C) inkubace. Buriky byly vystaveny docetaxelu po
uréenou dobu, inkubace byla zastavena pfidanim lyzaéniho pufru a nasledné byla
stanovena aktivita kaspaz vlyzatu pomoci komercniho kitu. Ziskané hodnoty
luminiscence byly normalizovany na obsah proteind. Prezentované vysledky jsou

primérem + SD ze tfi nezavislych méfeni.
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5.2.2. Zmény aktivity kaspazy 8 vyvolané docetaxelem v liniich HepG2-
CYP3A4 a HepG2-EV

Vysledky pro kaspazu 8 byly velmi podobné vysledkim dosazenym pro kaspazy
3/7. Ani v tomto pfipadé nebyla pozorovana aktivace apoptozy po 6 h (obr. 14A), prvni
takovy efekt nastal az po 24 h (5, 10 a 20 yM docetaxel), nicméné hodnoty pro
jednotlivé linie se mezi sebou opét nelisily (obr. 14B). Po 48 h doSlo k prohloubeni
aktivace kaspazy 8, pficemz statisticky vyznamnéjsi aktivace byla dosazena u linie
HepG2-EV ve srovnani s linii HepG2-CYP3A4 u koncentraci docetaxelu 0,5 a 1 uM
(obr. 14C).
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Obr. 14: Vliv docetaxelu na aktivitu kaspazy 8 u linii HepG2-CYP3A4 a HepG2-EV linii
po 6 h (A), 24 h (B) a 48 h (C) inkubace. Buriky byly vystaveny docetaxelu po ur€enou
dobu, inkubace byla zastavena pfidanim lyzacniho pufru a nasledné byla stanovena
aktivita kaspaz v lyzatu pomoci komercniho kitu. Ziskané hodnoty luminiscence byly
normalizovany na obsah proteinl. Prezentované vysledky jsou primérem + SD ze tfi

nezavislych méfeni.

5.2.3. Zmény aktivity kaspazy 9 vyvolané docetaxelem v liniich HepG2-
CYP3A4 a HepG2-EV

Trend vysledkl u kaspazy 9 je az na drobné nuance shodny s trendem
pozorovanym u kaspaz 3/7 a 8 (obr. 15). V tomto pfipadé je rozdil v hodnotach mezi
liniemi po 48 h pozorovany dokonce pfi tfech koncentracich docetaxelu (0,5, 1 a 5 uM)

(obr. 15C).
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Obr. 15: Vliv docetaxelu na aktivitu kaspazy 9 u linii HepG2-CYP3A4 a HepG2-EV linii
po 6 h (A), 24 h (B) a 48 h (C) inkubace. Bunky byly vystaveny docetaxelu po uréenou
dobu, inkubace byla zastavena pfidanim lyzacniho pufru a nasledné byla stanovena
aktivita kaspaz v lyzatu pomoci komeréniho kitu. Ziskané hodnoty luminiscence byly
normalizovany na obsah proteind. Prezentované vysledky jsou primérem + SD ze tfi

nezavislych méreni.
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5.3. Diskuze

Dosud bylo provedeno nékolik studii zabyvajicich se vlivem exprese CYP3A4
v nadorové tkani na ucinek Ié€iv. Jednu z nich provadél Miyoshi et al. pomoci odbéru
prsni nadorové tkané. Studie se zabyvala vlivem CYP3A4 mRNA exprese v prsni
nadorové tkani na IéCbu docetaxelem. Na zakladé biopsie karcinomu prsu u 38
pacientek byla gRT-PCR metodou stanovena exprese mRNA tohoto enzymu
v nadorove tkani. Poté pacientky podstoupily chemoterapii (23 pacientek bylo 1é€eno
docetaxelem a 15 pacientek podstoupilo I[éCbu kombinaci cyklofosfamidu
s epirubicinem). Pacientky s nizkou drovni mRNA exprese CYP3A4 vykazovaly
mnohem vys8i odpovéd (mira odezvy 71 %) na léCbu docetaxelem, nez pacientky
s nizkou expresi genu pro CYP3A4 (mira odezvy 11 %). U pacientek |éCenych
kombinaci cyklofosfamidu s epirubicinem nebyl vypozorovan signifikantni vztah mezi
CYP3A4 expresi a odpovédi na |éCbu. Zavér studie naznaCuje, Ze stanoveni
intratumoralni CYP3A4 mRNA exprese muze byt uziteCné jako ukazatel uc€innosti

terapie docetaxelem (Miyoshi et al., 2002).

DalSi studie vénuijici se vlivu CYP3A4 exprese v nadorové tkani byla provedena
na stejné univerzité v Japonsku. Pokusl se ucastnilo 31 pacientek s rakovinou prsu,
exprese CYP3A4 byla tentokrat stanovena imunohistochemicky. Vyzkum opét potvrdil,
Ze pacientky s nizsi hladinou CYP3A4 lépe reagovaly na |éCbu (mira odezvy 67 %)
nez pacientky s vy$si hladinou CYP3A4 v nadorové tkani (mira odezvy 16 %) (Miyoshi
et al., 2005).

Podobny vyzkum provadél K. Sakurai et al. na 42 pacientkach s recidivujicim
karcinomem prsu nebo metastazemi |éCenymi  docetaxelem. Pomoci
imunohistochemie byla stanovena mira exprese genu pro CYP3A4. Vysledek byl
obdobny jako u pfedchozich studii, tzn. u pacientek s nadory s niz8i mirou exprese
CYP3A4 byla pozorovana dokonce vice nez dvojnasobné vyssi mira odezvy na léCbu
nez u pacientek s vysSi expresi CYP3A4. Znalost miry exprese CYP3A4 v nadorové
tkani u pacientek s rekurenci jiz z pfedchozi 1€Cby by tedy mohla byt prospésna pfi

posouzeni ucinnosti terapie jesté pred jejim zahajenim (Sakurai et al., 2011).

Na univerzité v Pittsburghu byly zkoumany lidské ovarialni tumory z hlediska
vztahu genové exprese cytochroml CYP3A4/5, CYP2C8 a terapie
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docetaxelem/paklitaxelem. Pomoci qRT-PCR metody byla u 48 vzorkd ovarialnich
tumort stanovena exprese CYP3A5, CYP2C8, CYP3A4 a ABCB1. ABCB1 gen, ktery
koduje P-gp efluxni transportér, byl exprimovan u vSech vzork( ovarialnich tumoru.
CYP3A5 a CYP2C8 byly nalezeny u 89 % a 69 % tumort. CYP3A4 byl exprimovan
pouze u 8 % vzorkd. Nasledujici experimenty byly provadény na burkach ziskanych
ze sedmi riznych ovarialnich tumort kultivovanych ex vivo a exponovanych uc€inkiim
docetaxelu nebo paklitaxelu. Vysledky této analyzy ukazaly, Ze docetaxel kultivovany
s ovarialnimi nadorovymi bunkami exprimujicimi vySSi hladiny CYP3AS5 podléhal
biodegradaci ve vy$Si mife nez u nadoru s nizsi expresi CYP3AS. Mezi paklitaxelem
a CYP2C8 expresi podobna souvislost prokazana nebyla. Studie potvrdila také
signifikantni vliv aktivity ABC efluxniho transportéru na rakovinnou rezistenci. (DelLoia
et al., 2008).

Dalsi dukazy o tom, Ze docetaxel je vyznamné metabolizovan CYP3A4 pfimo
v nadoroveé tkani a mize zde hrat roli v rezistenci, pfinaseji studie zabyvajici se vlivem
silnych inhibitord CYP3A4 na protinadorovou efektivitu docetaxelu. Touto oblasti se
mimo jiné zabyvala i Mgr. Adéla Janouskova v druhé Casti své diplomové prace, ve
které se snazila potlacit aktivitu CYP3A4 silnym inhibitorem ketokonazolem a nasledné
stanovovala viabilitu bunék vystavenych docetaxelu. U bunélnych linii
overexprimujicich enzym CYP3A4 byla po pfidani ketokonazolu pozorovana zvySena
citivost vici docetaxelu, pfiemz u linie parentni tento trend pfitomen nebyl
(Janouskova, 2019).

Podobné jsou i zavéry studii, které vyuzily pro inhibici CYP3A4 inhibitor HIV-
proteazy ritonavir. Prvni z nich se vénovala testovani nadorovych bunék prostaty
kultivovanych in vitro a nasledné exponovanych uc€inku docetaxelu samostatné nebo
v kombinaci s ritonavirem. Ukazalo se, Ze ritonavir zvySil antiproliferativni efekt a
proapoptotickou aktivitu docetaxelu u bunék vystavenych kombinaci obou léCiv
v porovnani s buikami kultivovanymi se samotnym docetaxelem. Navic diky
vysledkim ziskanym qRT-PCR metodou vySlo najevo, ze docetaxel indukoval expresi

CYP3A4, avsak ritonavir tuto indukci kompletné potlacil (Ikezoe et al., 2004).

Druha studie testovala ucinky ritonaviru a docetaxelu na mySich modelech
s implantovanymi prsnimi tumory. Témto mySim byl po dobu vice nez tfi tydna
intraven6zné podavan docetaxel, a to opét samostatné nebo v kombinaci s p. o.
podavanym ritonavirem. Stfedni doba preziti u mysi léCenych samotnym docetaxelem

42



byla 54 dni, zatimco u mysSi IéCenych docetaxelem spole¢né s ritonavirem byla stfedni
doba preziti prodlouzena na 66 dni a primérna velikost nadoru se podstatné zmensila
(Hendrikx et al., 2016).

Vysledky kombinacCnich studii naznacuji, ze aktivita docetaxelu uvnitf nadorové
tkané je snizena v dusledku metabolizmu zprostfedkovaného enzymem CYP3A4.
Pokud je ale tento metabolizmus inhibovan silnym inhibitorem CYP3A4, ucinek

docetaxelu se vyznamné zvysSuje.

Ackoliv jiz Ffada studii prokazala moznou roli CYP3A4 v rezistenci vici
docetaxelu, prakticky vSechny jsou zatizeny interferenénimi elementy (interindividualni
variabilita tykajici se dalSich moznych mechanizmu, které mohou ovlivnit odpovéd na
docetaxel, jako napf. exprese lékovych transportérl aj.). Proto jsme v nasi studii vyuzili
dvojici linii, ktera se liSi pouze v expresi CYP3A4, a tento ruSici element tak eliminuje.
Vysledky ziskané v naSich experimentech velmi dobfe koreluji s pfedchozimi daty
ziskanymi od Mgr. Adély Janouskoveé i s daty prezentovanymi v dostupné literature.
Kolegyné Janouskova se zabyvala méfenim proliferaéni kapacity HepG2-EV a
HepG2-CYP3A4 bunék inkubovanych spole¢né s riznymi koncentracemi docetaxelu
v Casovych intervalech 24, 48 a 72 h. Rozdily v zivotaschopnosti mezi obéma liniemi
(vySsi citlivost parentni linie) byly patrné zejména pfi 0,5 a 1 uM koncentraci docetaxelu
po 48 h, tedy za naprosto identickych podminek jako v naSem pfipadé. Ackoliv je
aktivace kaspaz ve vétsSiné pfipadld rychlejSi jev nez méfitelné vyvolani zastavy
proliferace, naSe data pro dané podminky toto nepotvrzuji. Ziskané vysledky potvrzuji
roli CYP3A4 v rezistenci vuci docetaxelu a naznacuji, Zze déjem, ktery stal za zastavou
proliferace pozorované v praci Mgr. JanousSkové, byla indukce apoptézy. Otazkou
zUstava, pro¢ se role enzymu CYP3A4 projevuje jen v omezeném rozsahu
koncentraci. Odpovéd na tuto otazku je zcela jisté slozitd a komplexni a vyZadovala
by podrobnégjsi zkoumani. Dulezitou skute€nosti nicméné je, ze CYP3A4 indukuje
rezistenci k docetaxelu za klinicky relevantnich koncentraci (Cmax= 4,6 uM) a lze tak

oCekavat, ze tento fenomén muize nastat i u pacient (Bruno et al., 1998).
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6. Zaver

Docetaxel je léCivo Siroce pouzivané v protinadorové chemoterapii. NejCastéji
se pouziva samostatné nebo v kombinaci s dalSimi chemoterapeutiky pfi lécbé
karcinomu prsu, prostaty, plic, adenokarcinomu zZaludku a také karcinomu hlavy a krku.
metabolizmem a aktivitou efluxnich transportérli ve stfevech a jatrech. Proto se pro
zvyseni dostupnosti podava intravendzné infuzi, ackoliv jaterni metabolizmus snizuje
ucinek a délku pusobeni i po tomto zpUsobu podani. Mimo tento systémovy efekt bylo
popsano, Ze nejen jaterni metabolizmus, ale i deaktivace docetaxelu pfimo v nadoroveé

tkani by mohla pfispivat k jeho snizené ucinnosti.

V prfedchozich studiich zabyvajicich se ucinnosti IéCby docetaxelem byla
zjisténa znacna interindividualni variabilita z hlediska odpovédi na Ié€bu docetaxelem.
Duvodem této proménlivosti v u€inku docetaxelu byla rozdilna exprese genu pro
enzym CYP3A4 v nadorové tkani pacientu. Pacienti s vy$Si expresi vykazovali horsi
odpovéd na terapii. V pfipadé studii s inhibitory CYP3A4 bylo prokazano, ze
potlacenim aktivity CYP3A4 se ucinnost docetaxelu vyznamné zvySuje. Tyto poznatky
koreluji s vysledky ziskanymi v naSich pokusech na HepG2 liniich s rozdilnou expresi
CYP3A4, které potvrzuiji teorii o statisticky vyznamném dopadu enzymu CYP3A4 na

nadorovou rezistenci.

VSechna tato zjiSténi prfedstavuji dllezitou informaci, jez ma potencial zlepsit
ucinnost I1éEby docetaxelem. Znalost individualni nadorové exprese CYP3A4 by mohla
slouzit jako podklad pro individualizaci |éCby. Pokud by byly rezistentni nadory s vyssi
expresi CYP3A4 pfedem odhaleny, bylo by mozné se vyhnout nevhodné volbé |€Civ,
na které tato rezistence vznika, pfipadné by bylo mozné Iépe odhadnout jejich uc€innou
a bezpecnou davku. Neméné vyznamna je teoreticka moznost vyuziti specifickych
inhibitort CYP3A4 v kombinaci s docetaxelem, ktera by mohla pomoci vyznamné

vylepsit terapeuticky vystup u pacientl s nadorovou overexpresi CYP3A4.
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