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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Antiproliferacni aktivita novych analogi dexrazoxanu a jejich

vliv na protinddorovy ucinek antracyklini

Antracyklinova antibiotika (daunorubicin, doxorubicin, epirubicin a dal$i) jsou
Vv soucasné dob¢ jedny z nejpouzivanéjSich 1é¢iv solidnich tumord i hematologickych
malignit. Jejich uzivani je vSak omezeno zavaznym nezadoucim uc¢inkem -
kardiotoxicitou, ktery mize byt eliminovan jedinym dosud registrovanym
kardioprotektivem — dexrazoxanem. Piestoze je dexrazoxan jediné registrované
kardioprotektivum, jeho uzivani v klinické praxi je velmi omezené. Proto existuji snahy
o syntézu jeho analogl, které by mohly pomoci pochopit vztah struktury a ucinku
dexrazoxanu a ptipadné vést k objeveni struktury s vyhodnéj§imi vlastnostmi.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit antiproliferac¢ni aktivitu novych analogii
dexrazoxanu (MK-15 a ES-5) a jeho metabolitu ADR-925 (JR-159 a KH-TA4) a vliv
téchto novych analogii na antiproliferacni uc¢inek antracyklini a také studovat jejich
chelatac¢ni vlastnosti a interakci téchto latek s topoisomerasou Il.

Nové analogy jsme testovali na buiikach promyelocytarni leukemické linie HL-60.
Viabilitu bun¢k jsme (po 72 hodindch inkubace bunék s testovanymi latkami
na mikrotitraénich 96-jamkovych destickach) hodnotili pomoci MTT testu. Chelatacni
aktivitu latek jsme zjiStovali pomoci zméteni Casového pribéhu zmény absrobance
komplexu antracyklinu szZelezem a schopnost novych analogli inhibovat
topoisomerasu Il jsme hodnotili enzymaticky pomoci kinetoplastové DNA jako
substratu pro topoisomerasu II.

Z namé&fenych vysledkii jsme dosli k zavéru, ze pouze dexrazoxan a KH-TA4
dokézaly statisticky snizit buné¢nou viabilitu. Protinddorovy ucinek antracyklini byl
ve vSech piipadech testovanymi latkami zvySen. Chelata¢ni aktivitu vykazovalo ADR-
925 a JR-159. Schopnost katalyticky inhibovat topoisomerasu II prokazal pouze

dexrazoxan.
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Title of diploma thesis: Antiproliferative activity of novel dexrazoxane analogues and

their effect on antitumor effectiveness of anthracyclines

Athracycline antibiotics (such as daunorubicin, doxorubicin or epirubicin) belong
to the most common terapeutics of both solid tumors and hematological malignities.
Unfortunately the serious and life-threatening adverse effect cardiotoxicity
compromises their clinical usefulness. The only approved protection against
anthracycline cardiotoxicity so far is dexrazoxane. Despite the outstanding
cardioprotective ability, dexrazoxane use is very limited mainly due to its possible side
effects. So we were directed towards synthesis of dexrazoxane analogues with better
pharmacological properties.

The aim of this diploma thesis was to assess the antiproliferative activity of novel
analogues of both dexrazoxane (MK-15 and ES-5) and ADR-925 (JR-159 and KH-
TA4) and their influence on the antiproliferative effectiveness of anthracyclines.
Moreover, we aimed to study their chelating properties and their inhibition of the
topoisomerase Il in solution.

We tested the antiproliferative activity of the novel analogues using the promyelotic
leukemia HL-60 cell line. Cellular viability was assessed with MTT test after 72 hours
of incubation of cells with novel analogues alone or in combination with daunorubicin
on 96-well plates at a density of 10,000 cells per well. Iron displacement from its
complex with anthracyclines was measured spectrophotometrically by the changes
of the daunorubicin-Fe complex specific absorbation at 600 nm over time.The results
show statistically significant drop in the HL-60 proliferation caused by dexrazoxane and
KH-TA4. The novel agents (10 and 100 uM) did not compromise the antiproliferative
action of 15 nM daunorubicin (ICsg value). From the novel analogues, only JR-159 was
able to at least partially displace iron from its daunorubicin complex. The relaxation

activity of topoisomerase Il was inhibited by 100 uM dexrazoxane.
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1. Uvod

Zhoubné novotvary jsou v soucasné dobé jednou z nejcastéjSich pfi¢in Gmrti
na celém svété. Napt. vroce 2012 8,2 milionti pacientli zemielo na nasledky nadoru
nebo jiného novotvaru a 14 miliont obyvatel touto chorobou onemocnélo. Pocet novych
onemocnéni se kazdy rok zvySuje a proto mezi hlavni cile 1ékaii a védclh patii
prodlouzeni zivota pacientil a nalézeni u¢inné 1é¢by. Kromé chirurgickych zakrok,
chemoterapie a radioterapie patii mezi zavedené terapeutické postupy Iécba
antracyklinovymi antibiotiky.

Antracykliny byly izolovanany na pocatku 60. let 20. stoleti, tento objev znamenal
vyrazny piinos Vv 1é¢bé rakoviny a i dnes patii nepostradatelné k l1éciviim solidnich
tumorti (rakovina prsu, vajecnikil) a hematoonkologickych onemocnéni (lymfomy,
akutni a chronické leukemie). Piestoze se atracykliny prokéazaly jako velmi uc¢inné
l1é¢ivo, s postupem cCasu vysly najevo 1 jejich nezddouci UC€inky, jako napf.
trombocytopenie, granulocytopenie, anémie, krvacivé stavy, nekroza tkané pfi
subkutannim nebo intramuskularnim podani a nejzavaznéjsi z nich — kardiotoxicita.
Praveé rozvoj pozdnich forem kardiotoxicity je nejvice limitujicim a davku omezujicim
faktorem atracyklinové 1éCby.

V prubéhu let se fada védeckych tyma pokousela objasnit mechanizmy vzniku
kardiotoxicity, coz by mohlo napomoci pii syntéze 1éCiva, které by kardiotoxicitu
eliminovalo. Nakonec se nezavisle na téchto pokusech na trhu objevilo 1é¢ivo
dexrazoxan, které bylo plivodné syntetizovano jako cytotoxické latka, ale v prib¢hu
klinickych testi se projevila jeho schopnost kardioprotekce. 1 presto, ze az
do soucasnosti byla pfipravena fada latek, ktera se svou strukturou a mechanizmem
ucinku  dexrazoxanu podoba, je dexrazoxan zatim jediné registrované
kardioprotektivum.

Avsak ani uzivani dexrazoxanu spolu s antracykliny neni v praxi pfili§ bézné a obé
latky se soucasné podavaji ptiblizn€ pouze 7 % pacientii se zhoubnym novotvarem.
Uzivéani dexrazoxanu je omezeno spekulacemi o ovlivnéni antiproliferatniho ucinku
antracyklinti, mozn¢é indukci sekundarnich malignit a také jeho pomérné vysokou cenou
ve srovnani s antracykliny.

Proto je i1 dnes cilem vé&dct pochopit mechanizmus kardiotoxicity antracyklind

a kardioprotekce dexrazoxanu. Studium této problematiky by mohlo pomoci pfi
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ptipravé latek, které by byla schopna ochranit srde¢ni sval pfed kardiotoxicitou a ktera
by zaroven neméla zavazné nezaddouci ucinky.

V ramci projektu Centra pro vyzkum toxickych a protektivnich ucinkt 1é¢iv
na kardiovaskularni systém (Univerzitni vyzkumné centrum UNCE
204019/304019/2012) byly ptipraveny dva nové analogy dexrazoxanu (ES-5, MK-15)
a dva nové analogy jeho hydrolyzovaného metabolitu ADR-925 (JR-159, KH-TA4),
které byly hodnoceny z hlediska jejich antiproliferacnich i kardioprotektivnich tc¢ink.

Cilem této préace, kterd vznikla za podpory projekta SVV 267 004, UNCE
204019/304019/2012, GACR (13-15008S) a projektu ,,Podpora vytvafeni, rozvoje
a mobility kvalitnich vyzkumné-vyvojovych tymt na Univerzité¢ Karlové“ (reg. cislo
CZ.1.07/2.3.00/30.0022), je zjistit vin vitro podminkach antiprolifera¢ni aktivitu
novych analogli, vliv novych analogli na protinddorovy tcinek antracyklinii a studovat

prostfednictvim testovani novych analogii mechanismus kardioprotekce dexrazoxanu.



2.Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Antracyklinova antibiotika

2.1.1. Historie a struktura

Antracyklinova antibiotika (ANT, antracykliny) jsou latky tetracyklické struktury,
které se poprvé podafilo izolovat na pocatku 60. let 20. stoleti. Jejich zavedeni do
klinické praxe znamenalo jeden z nejvétSich pokrokl v 1€¢bé rakoviny a nezastupitelné
jsou dodnes v fad¢ terapeutickych protokoll, a to i pfes Siroké spektrum nezadoucich
ucinku, které terapii pomoci ANT doprovazeji (Siegel a kol., 2012).

V roce 1963 byl z modifikovaného kmene bakterie Streptomyces peucetius izolovan
prvni ANT daunorubicin (DAU, daunomycin, rubidomycin) (Grein a kol., 1964), ktery
se zacal uspé$né vyuzivat prevazné pro terapii akutni myeloidni leukemie u déti (Tan
akol., 1967). Nasledn¢ byl jesté v 60. letech izolovan z bakterie Streptomyces peucetius
var. caesius doxorubicin (adriamycin). U doxorubicinu byla prokézana G¢innost proti
Sirokému spektru onkologickych onemocnéni, jak hematologickych malignit (véetné
Hodgkinova a nehodgkinovych lymfomi), tak solidnich tumord (napf. rakoviny prsu,
vajecniku, kolorektalniho karcinomu a osteosarkomu). V dalsich letech byly ptipraveny
i semisyntetické analogy epirubicin, idarubicin, valrubicin a dalsi (Stérba a kol., 2013).

ANT jsou tetracyklické aglykony se sousedicimi chinonovymi a hydrochinonovymi
strukturami, na nichz je v poloze 4 na kruhu D vazana methoxyskupina a v poloze 9 je
vazan tiiuhlikaty fetézec s karbonylem a hydroxyskupinou. V poloze 7 je pak

glykosidickou vazbou vazan sacharid daunosamin (Minotti a kol., 2004).

Doxorubicin

Epirubicin

Obr. 1 Chemické struktury doxorubicinu a epirubicinu (pfevzato z Stérba a kol., 2013)
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Obr. 2 Chemické struktury daunorubicinu a idarubicinu (pfevzato z Stérba a kol.,
2013)

2.1.2. Daunorubicin

DAU je antracyklinové chemoterapeutikum se sumarnim vzorcem Cj7H29NOqp,
molekulovou hmotnosti 527,519897 g/mol a systematickym nazvem (1S,3S)-3-Acetyl-
3,5,12-trihydroxy-10-metoxy-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahydro-1-tetracenyl-3-amino-
2,3,6-trideoxy-a-L-lyxo-hexopyranosid (PubChem Compounds). Strukturné¢ se DAU
sklada z pigmentovaného aglykonu daunomycinonu, na ktery Se Vv poloze 7 vaze
sacharid daunosamin (Tan a kol., 1967).

V preklinickém hodnoceni DAU na mysich a potkanich xenograftovych modelech
byla pozorovana inhibice ristu nadorti a prodlouzeni pteziti zvitat. V in vitro testech na
normalnich a neoplastickych bunkach pusobil DAU toxicky pii koncentraci 0,1 —
1,0 pg/ml. Pfi prvotnim klinickém hodnoceni u pacientll zptisoboval vaznou lokalni
reakci (nekrozu tkané pii extravazaci DAU), myelosupresi s kone¢nou leukopenii,
anémii, trombocytopénii a krvacivé stavy. Vzhledem ke schopnosti DAU nekrotizovat
okolni tkan se mize podavat pouze intravenozné, nikdy subkutanné nebo

intramuskularné (Tan a kol., 1967).

2.1.3. Protindadorovy ucinek antracyklinii
I pfesto, ze byla antracyklinova lé¢iva izolovana pted vice nez padesati lety a jsou
stale hojn¢ vyuzivana v klinické praxi, jejich pfesny mechanizmus tc¢inku nebyl jesté
zcela objasnén a je stale otazkou fady diskuzi (Gewirtz, 1999; Minotti a kol., 2004).
Prvotni studie poukazovaly na interkalaci ANT do DNA jako hlavni mechanizmus
protinddorového uc¢inku ANT. Béhem interkalace se planarni aromaticky aglykon ANT

muze vmezefit mezi pary bazi DNA, daunosamin pak v malém zlabku DNA reaguje
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s dal$imi postranimi pary bazi (Pigram a kol., 1972). Interkalace ANT brani replikaci
DNA, ¢imz dochazi i k blokadé¢ bunétného cyklu a zastaveni replikace rychle
rostoucich rakovinnych bun¢k (Sinha a kol., 1984; Gewirtz, 1999).

Dale se ptedpokladalo, ze ANT jsou cytotoxické kvuli svym schopnostem
produkovat volné radikaly a reaktivni formy kysliku (ROS) a tim zptisobovat oxidaéni
poskozeni (Muindi a kol., 1984). Chinonova struktura umoziuje ANT pusobit
v oxidoreduk¢nich reakcich jako akceptory volného elektronu. Plisobenim enzymi, jako
je napi. cytochrom P450, NADH dehydrogenédza a xantinoxidaza, se chinon preménuje
na semichinon a vede ke vzniku volnych radikalt, které mohou poskodit DNA, vést
k peroxidaci lipida nebo proteinti (Halliwell a Gutteridge, 1999).

Byl zaznamenan také vznik DNA aduktd s ANT v roztoku, a to cestou
enzymatickou i chemickou. Komplex DNA-chinon vznikl jak s jednofetézcem, tak
s dvouietézcem DNA (Phillips, 1989; Cullinane a Phillips, 1990). To potvrzovalo
vazbu ANT na DNA zprostfedkovanou enzymem, nebo chemicky (Sinha a Chignell,
1979; Sinha a kol., 1984; Wallace a Johnson, 1986). Pozd¢jsi in vitro studie prokazaly
i vznik DNA cross-linki (Gewirtz, 1999).

Nekteré z pavodnich tezi byly zalozeny na myslence, ze ANT jsou schopné
se navazovat na bunééné membrany a tim puisobit cytotoxicky, coz se pozdéji ukazalo
jako nepravdépodobné za standardnich klinickych podminek. Navic bylo prokazéano, ze
pro své cytotoxické ptisobeni musi byt ANT ptitomny uvniti bunky (Gewirtz, 1999).

Dalsi studie prokazaly schopnost ANT ovliviiovat rozdéleni dvouretézce DNA. To
bylo zapfi¢inéno bud’ vznikajicimi DNA cross-linky, nebo zménénou koncentraci
helikazy v disledku piisobeni ANT (Gewirtz, 1999).

Predpoklada se, ze ANT jsou schopné navodit transkripéni aktivitu proteinu p53
ve prospéch exprese genu p21 za vzniku proteinu WAF1/CIP1. Tim dochazi k zastaveni
bunééného cyklu pfi prechodu z faze G1 do S faze. Tento nadzor navic koreluje
s konceptem, Ze vys§i hladiny proteinu WAFI1/CIP1 byly pozorovany pfi
chemorezistentni akutni myeloidni leukemii (Zhang a kol., 1995).

Dnes pievazuje teorie, ze hlavnim cilem ANT je enzym topoisomerasa Il (TOP2)
(Binaschi a kol., 2001). Topoisomerasy obecné jsou isomerasové enzymy, které
se ucastni replikace DNA tim, Ze uvoliluji nadSroubovicové vinuti, ¢imZ umoZiluji
ptistupu helikas Kk jednotlivym vlaknim a nasednuti replikacniho aparatu. Dochazi
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k do¢asnému pieruseni jednoho (topoisomerasy 1), nebo obou (topoisomerasy II) vlaken
dvoufetézce, ¢imz se zabrani ,piekrouceni a zvySené tenzi v jedné ¢asti DNA (pred
replikaénim aparatem) vzniklé pii rozvolnéni vldken DNA helikasou (Champoux,
2001).

DNA topoisomeraza byla objevena vroce 1971 Jamesem Wangem Vv bakterii
Escherichia coli. Protein byl izolovan jako monomer o velikosti ptiblizn¢ 100 kDa
abyla u ng zjisténa schopnost rozplétat dvoufetézec DNA v prubéhu replikace.
Polypeptid vykazoval nukleasovou a ligasovou aktivitu a byl nazvan o protein, pozdé&ji
byl zafazen mezi topoisomerasy I (Wang, 1971). V roce 1976 byla z prokaryotickych
bunék (Escherichia coli) izolovana DNA gyrasa a o nékolik let pozdéji byla
z eukaryotickych bunék (Xaenopus levis) izolovana TOP2. TOP2 spolu s DNA gyrasou
jsou enzymy, které jsou schopny pierusit ob¢ vlakna DNA za vyuZiti energie v podobé
adenosintrifosfatu (ATP). Tyto enzymy fadime je mezi topoisomerasy IIA (Pommier,
2012).

Zatimco u nizSich eukaryot se vyskytuje pouze jedna izoforma TOP2, v buikach
obratlovcll se vyskytuji dvé izoformy — TOP2a a TOP2p. Jejich struktura je podobna
(z 68 % shodna sekvence), lisi se od sebe svou funkci a regulaci. TOP2a je protein
0 molekulové hmotosti 170 kDa, jeji gen je lokalizovan na chromozomu 17q21-22
(Christensen, 2002). Jeji exprese je znacné zvysena hlavné u délicich se a nadorovych
bun¢k (Lyu a kol, 2007). Aktivita této izoformy je modulovana v zavislosti
na bunééném cyklu a transkripéni aktivité, je pfisné regulovana v pribéhu celého
bunééného cyklu a vrcholi pfi pfechodu bunécného cyklu z faze G2 do faze M, kdy je
nutné oddé¢lit dcefinny dvoufetézec DNA od dvoufetézce ptivodniho (Binaschi a kol.,
2001; Deweese a Osheroff, 2010).

TOP2B ma velikost 180 kDa, je kodovana na chromozomu 3p24 (Christensen,
2002), vyskytuje se u vSech bunck vcetné postmitotickych a jeji aktivita je piiblizné
stejna Vv pribéhu celého bunécného cyklu (Nitiss, 2009). Na gen TOP2B muzeme
do jisté miry nahlizet jako na ,,housekeepingovy*, protoze koncentrace piepsané mRNA
nezéavisi na stupni bunécné proliferace a jsou stejné ve vSech tkanich (Christensen,
2002). Uloha TOP2p v piisobeni ANT je zatim prozkoumana pouze velmi malo (Zhang
akol., 2012).

Eukaryotickda TOP2 je homodimerni enzym, ktery je schopny ménit topologii DNA
bez zmény struktury nebo sekvence deoxynukleotidu, zptisobuje dvoutetézcové zlomy
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v molekule DNA, které méni otacky nadSroubovicového vinuti, a to za vyuziti energie

v podob¢é ATP (Obr. 2.3) (Pommier a kol., 2012).
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Obr. 3 Katalyticky cyklus TOP2. 1. Pted reakci s DNA ma enzym tvar oteviené
svorky. 2. Dochdzi k navdzani a stoceni molekuly DNA (Cervend G-DNA, kterd je
pferuSena) kolem tyrosinli aktivniho centra enzymu a koordinacné véazaného Mg2+
a vznika tzv. st€pny komplex. Je zachycena druhd molekula DNA (zelend T-DNA, ktera
je transportovana). 3. Navazuji se dvé molekuly ATP, coz zptsobi uzavieni N-
terminalni domény. Uzavienim vznikd napé€ti uvnitf struktury. 4. Po hydrolyze prvni
molekuly ATP dochazi k uvolnéni vnitiniho napéti a zméné struktury enzymu, coz
umoziuje oddaleni obou fetézci G-DNA a prostup T-DNA vzniklou mezerou. 5.
Po uvolnéni prvni molekuly ADP se od sebe oddéli C-terminalni domény a je uvolnéna
T-DNA. Hydrolyzou druhé molekuly ATP po transportu T-DNA se enzym vraci
do ptvodni struktury oteviené svorky po tom, co opét spojil rozdélené tfetézce, G-DNA

(Vavrova a Simiinek, 2012).

ANT patii mezi tzv. topoisomerasové jedy. Stabilizuji tzv. §tépny komplex, ktery
vznikd v pribéhu reakéniho cyklu TOP2 (Obr. 3) a brani zpétnému spojeni konctit DNA
kovalentn& vazanych na tyrozinovych zbytcich v aktivnim mist& TOP2 (Sterba a kol.,

2013).
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Vznikéd terciarni komplex ANT-TOP2-DNA, v disledku ¢&ehoz dochazi
K nevratnému poskozeni DNA, zastaveni bunécného cyklu ve fazi Gl nebo G2

a nastava programovana buné&¢na smrt (Perego a kol., 2001; Zunino a kol., 2001).

2.1.4. Kardiotoxicita

ANT patii i dnes mezi jedny z nejpouzivanéjSich a nejucinnéjsich protinadorovych
1é¢iv, a to i pfes jejich nezadouci ucinky, z nichz nejzavaznéjsi je kardiotoxicita (Gianni
a kol., 2008).

Uz béhem 1écby nebo bezprostiedné po ni se toxické ucinky ANT na myokard
mohou projevit jako tzv. ,akutni kardiotoxicita“ s vazodilataci vedouci k hypotenzi
a vzniku arytmii. Jeden az tfi dny po podani vysoké davky ANT byla pozorovana tzv.
»subakutni kardiotoxicita®, kterd se projevuje jako perikarditida a myokarditida. Tyto
casné¢ formy ANT kardiotoxicity jsou spojené s dnes uz neuzivanym bolusovym
podanim velmi vysokych davek ANT, jsou piechodné se spontanni Gpravou symptomd,
nejsou zavislé na davce a nemaji souvislost s pozdnimi formami kardiotoxicity.

Chronické formy kardiotoxicity se objevuji n€kolik tydnti az mésict (u tzv. ,,Casné
chronické kardiotoxicity”) nebo dokonce az né¢kolik desitek let (u tzv. ,,pozdni
chronické kardiotoxicity”) po ukonceni chemoterapie. U téchto forem dochazi
k nevratnému poskozeni myokardu vedouci k dilatacni kardiomyopatii s dysfunkci levé
komory s progresi do kongestivniho srde¢niho selhani (Stérba a kol., 2013).

Mechanizmus poskozeni kardiomyocyti ANT neni dodnes zcela objasnén
a diskutuje se o celé fad¢ hypotéz, které byly studovany v prub&hu pulstoleti vyzkumu
tohoto fenoménu (Simtinek a kol., 2009). Na podzim roku 2006 se v italském mésté
Como konal The First International Workshop on Anthracycline Cardiotoxicity,
na kterém byla pfednimi svétovymi védci diskutovdna problematika kardiotoxicity
ANT, molekularni mechanizmy vzniku kardiotoxicity, moZnosti zmenS$eni jejiho vlivu
na kvalitu Zivota pacientii a také kontroverzni otazky a existujici hypotézy tykajici se
tohoto fenoménu (Gianni a kol., 2008). Mezi tyto hypotézy patii napi. kumulace
alkoholickych metabolith ANT v srdeénim svalu, sniZzeni syntézy nebo zvySeni
degradace dulezitych srdecnich proteinti, pfevazné myofilament a bunécénych
skeletarnich proteinti, ovlivnéni bunétnych a mitochondrialnich koncentraci vapniku

a fada dal$ich mechanizmu (viz. Obr. 4). Tradi¢né je vSak za hlavni pfi¢inu poskozeni
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myokardu ANT povazovan Zelezem katalyzovany vznik volnych kyslikovych radikalt

(ROS) (Simtinek a kol., 2009).
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Obr. 4 Schématické zndzornéni mechanizmu pravdépodobného vzniku chronické
kardiotoxicity. ANT — antracykliny, FADD — FAS-associated death domain protein,
INOS — indukovana synthesa oxidu dusnatého, MMP — matrixova metaloproteinasa,
MnSOD — mitochondrialni superoxiddismutasa, mMPTP — mitochondrialni propustny
piechodovy poér, PS — fosfatidylserin, ROS — reaktivni formy kysliku, RNS — reaktivni
formy dusiku, NO — oxid dusnaty, SR — sarkoplazmatické retikulum, TnT/I — troponin
T/I (pievzato z Simiinek a kol., 2009).

ANT jsou schopné zpusobovat oxida¢ni stres nékolika mechanizmy (Obr. 5).
Predpoklada se, ze ke vzniku ROS dochazi piiredukci kruhu C na tetracyklické
struktuife ANT, coz vede ke vzniku semichinonového volného radikalu. Tato reakce
muze probihat bud’ spontdnn¢, nebo miize byt katalyzovana flavoproteiny za Ucasti
redukénich ekvivalentd (NADH nebo NADPH). Tato semichinonova struktura je velmi
nestablini a svllj volny elektron pfedavd vhodnému akceptoru, nejcastéji kysliku

za vzniku superoxidu (-O") (Simtinek a kol., 2009).
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ANT mohou vytvatret ROS 1 prostfednictvim vzniku komplexu ANT se zelezem
(ANT-Fe). Komplex ANT-Fe*" se redukuje na ANT -Fe®*, ktery miize odebirat elektron
molekule kysliku za vzniku -O,. Komplex ANT-Fe** maze vznikat spontanné nebo
vV piitomnosti oxida¢né-redukéniho systému (nejéastéji cytochrom P450) (Simtnek
a kol., 2009).

Vznikajici -O, pusobi na rtizné bunécné struktury, napf. membrany, kde zptisobuje
peroxidaci lipida a vznik toxickych aldehyda (napf. malondialdehyd). Mize vSak také
oxida¢né poskozovat DNA, proteiny a ostatni slozky bundk (Simtnek a kol., 2009).
Superoxid je v buiice degradovan dismutaci na peroxid vodiku bud’ spontanné, nebo
pomoci superoxiddismutasy na relativné méné reaktivni peroxid vodiku, ktery je dale
odbouravan katalasou a glutathionperoxidasou. Avsak za ptitomnosti dalsich molekul
superoxidu muze vznikat vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (-OH) pii tzv. Haber-
Weissové reakci (Obr. 6). Ta probiha obecné velmi pomalu, ale pfi katalyze ionty

prechodnych kovil (zvl4sté pak Zeleza) se rychlost rapidné zvysi (Simanek a kol., 2009).

O OH ceoll O ([)

. "N » respiration
§!I 3C .jé
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NAO(P) FpH\- k _» O] —+ H,0,
P K i . ED

NAD(P)H+H'
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o' OH / J \
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Obr. 5 Predpokladany mechanizmus vzniku ROS prostiednictvim komplexu ANT-
Fe. Fe — zelezo, -O; — superoxid radikal, SOD — superoxiddismutasa, H,O, — peroxid
vodiku, ‘OH — hydroxylovy radikal, NAD(P) — nikotinamidadenindinukleotid (fosfat),
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Fp — flavoprotein, GSH/GSSG — redukovany/oxidovany glutathion (pfevzato z Simtinek
a kol., 2009).

H,0,+0, —»-OH + OH™ + 0,

Obr. 6 Haber-Weissova reakce. -O, — superoxid radikal, H,O, — peroxid vodiku,

‘OH — hydroxylovy radikal, OH — hydroxylovy aniont, O, — molekularni kyslik.

Vznikly -OH je extrémn¢ reaktivni a nemuze byt eliminovan enzymaticky jako je
tomu u peroxidu vodiku a O, ale stejné jako superoxid mé -OH schopnost peroxidovat
lipidy, zptisobovat mutace nukleovych kyselin a miize nevratné posSkozovat vSechny

proteiny (Halliwell a Gutteridge, 2007).
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2.2. Dexrazoxan

V soucasn¢ dob¢ je kardiotoxicita jednim ze dvou nezadoucich ucinku, které
omezuji celkovou davku ANT, kterd miize byt pacientliim podana. Jelikoz vSak pouziti
ANT stale predstavuje jeden znejucinnéjSich 1é¢ebnych postupi pii  1é¢beé
onkologickych onemocnéni a omezeni celkové davky predstavuje vazné omezeni jejich
potencialu a miize vést k relapsu onemocnéni, je snaha spise o sniZeni jejich toxicity pfi
zachovani davkovani. Studium moznosti omezeni ANT kardiotoxicity se soustiedilo jak
na syntézu mén¢ kardiotoxicky analogii ANT tak na vyhledavani a syntézu latek, které
budou nezadouci ucinek ANT blokovat, nebo mu budou piedchdzet. Piestoze
preklinickym hodnocenim prosla fada antioxidanti, latek ze skupiny flavonoida a také
chelator Zeleza, jedinym dosud registrovanym kardioprotektivem s u€inkem

prokazanym v mnoha klinickych hodnocenich je dexrazoxan (Sawyer a kol., 2010).

2.2.1. Historie a struktura
Dexrazoxan (DEX), ktery je také oznacovan kodem ICRF-187, je pravotodivy
enantiomer razoxanu (ICRF-159). Ob¢ tyto latky patii do skupiny bis-dioxopiperazint,
maji cytotoxicky ucinek na nadorové bunky a antimetastatickou aktivitu. Tyto latky
fadime spolu s merbanonem, suraminem, aclarubicinem a dal§imi latkami mezi tzv.
katalytické inhibitory TOP2 (Hellmann a Rhomberg, 2011).

C,  dexrazoxan
Y 0
/ \ ; ,";
N N -\ ',-—4
) / \
' >N N
/ \ /
o H,C —d

Obr. 7 Struktura DEX (pfevzato z Simtinek a kol., 2009)

V roce 1964 byly poprvé bis-dioxopiperaziny popsany v laboratofich spolecnosti
Geigy a o rok pozdé&ji v laboratotich Eastman Kodak (Geigy, 1964; Eastman Kodak,
1965). Tyto latky byly nejprve ureny k vyuzivani ve farmaceutickém, textilnim

aropném primyslu, ale pozdéji se u nich projevily hlavné protinadorové
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a antimetastatické U¢inky. Razoxan byl zkouman jiz v 60. letech, DEX o dekadu pozdé¢;ji
a byly u né¢j zjistény jiné chemické vlastnosti a odlisné spektrum G¢inkd.

Puvodné byl DEX, stejné jako razoxan, studovan pro své antiprolifera¢i ucinky, ale
na konci 70. let byla zjisténa jeho schopnost chranit srde¢ni sval pied toxicitou ANT.
(Hellmann a Rhomberg, 2011).

Nejprve byla u DEX pozorovana spise jeho antiprolifera¢ni aktivita, ktera vychazi
ze schopnosti zastavit bunéény cyklus pfi piechodu z tfaze G2 do faze M (Sharpe a kol.,
1970). Ptritom nema zadny vliv na jiné faze bunécného cyklu. Neselektivné ovliviiuje
I buiiky nemaligni, které se normaln¢ déli (Tanabe a kol. 1991).

Blokada bunééného cyklu a déleni bunék je pravdépodobné zplisobena interakci
DEX s TOP2. DEX se véaze na N-termindlni doménu TOP2 mezi dvé vazebnéa mista pro
ATP, znemoznuje jeho hyrdolyzu a zablokuje tak katalyticky cyklus TOP2 (obr. 3).
Nasledné nedochazi k odde€leni dcefiného dvoufetézce béhem mitézy a bunécného
déleni (Hellmann a Rhombergh, 2011).

V disledku zastavy bunééného cyklu pravé mezi fiazemi G2 a M dochazi
ke zvétseni buiiky. Veskery bunéény material je zdvojnasoben kvili piipravovanému
rozd¢leni buiiky, ale k tomu nedochazi, a proto miize byt velikost buiikky az dvojnasobna
(Hallowes a kol., 1974). Tento jev muze vést k domnénce, ze nador na lécbu
neodpovida, piestoze pocet bunék klesa (Swain a kol., 1997a).

Kromé schopnosti zastavit bunéény cyklus byla u DEX zjisténa i antimetastaticka
aktivita (Hellmann a Burrage, 1969). Jeho schopnost zabranit diseminaci nadoru
do okolnich tkani byla pozorovana az pii klinickych testech, kdy se u pacientl
Vv pokrodilém stadiu rakoviny s metastazami jejich rust zpomalil (Hellmann a kol.,

1987). V nékterych piipadech doslo i k redukci velikosti metastaz (Gilbert a kol., 1986).

2.2.2. Dexrazoxan jako kardioprotektivum
Dle tradi¢ni hypotézy je antracyklinova kardiotoxicita podminéna zZelezem
katalyzovanym vznikem ROS s naslednym posSkozenim zékladnich bunéénych struktur.
Tato hypotéza byla z velké miry podpofena objevem ucinné kardioprotekce pomoci
DEX. Jeho ucinek byl vysvétlen nitrobunéénou hydrolyzou DEX na ADR-925 (Obr. 9),
coz je molekula strukturné podobna ethylendiamintetraoctové kyseliné (EDTA, Obr. §)
(Stérba a kol., 2013). ADR-925 je stejné jako EDTA latka schopna chelatovat ionty

prechodnych kovii. Kromé ochrany myokardu je DEX schopen u¢inné chranit pied
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toxickym poskozenim ANT i jiné tkdné a také je schopen omezovat toxicitu jinych

1é¢iv, jako je cis-platina, mitoxantron, neomycin a VP-16 (Hellmann a Rhomberg,
2011).
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Obr. 8 Chemicka struktura etylendiaminotetraoctova kyselina (pievzato z Wikipedia
The Free Encyklopedia)
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Obr. 9 Hydrolyza DEX na ADR-925 (pievzato z Simiinek a kol., 2009)
Schopnost chelatace umoziuje ADR-925 vyvazovat Fe?* nebo Fe** z komplexu

s ANT, a také chelatovat volné nitrobunééné Zelezo, ¢imz zabranuje katalyze Haber-

Weissovy reakce a snizuje tak rychlost vzniku ROS na minimum (Hasinoff, 2002).
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2.3. Analogy dexrazoxanu

Ackoli byl DEX syntetizovan pied témét pul stoletim, je to zatim jediné
kardioprotektivum, jehoz ucinnost byla prokazana jak v preklinickém hodnoceni
na riznych modelech ANT kardiotoxicity, tak pfi klinickych zkouSkédch a nakonec
i v klinické praxi, kde jeho ucinnost byla prokazana jak dvojité zaslepenymi studiemi,
tak i nékolika metaanalyzami (Swain a Vici, 2004). Pfesto jsou vSak moznosti jeho
uzivani V klinické praxi velmi omezené. Napiiklad v doporucenich vydanych americkou
FDA (U.S. Food and Drug Administration) neni doporuceno podavat dexrazoxan
détskym pacientim a u dospélych je jeho pouziti omezeno az na dobu, kdy dosdhnou
hrani¢ni davky ANT (300 mg/mz) a je zapotiebi, aby terapie ANT déle pokracovala.
Tato omezeni vyplyvaji pfedev§im z obav z mozného snizeni u€inku ANT, z moZnosti
potenciace myelotoxického ucinku ANT, nebo z obav ze vzniku sekundarnich malignit
(U.S. FDA,; Swain a Vici, 2004). Zjevnou nevyhodou DEX je také jeho relativné vysoka
cena ve srovnani s ndklady na terapii samotnymi ANT, pfestoze farmakoekonomické
studie jednoznaéné prokazaly tcelnost pouziti DEX pro omezeni pozdnich komplikaci
1é¢by ANT (Cvetkovic a Scott, 2005).

V pribéhu let vznikla celd fada derivath ze skupiny bis-dioxopiperazind, mezi néz
patii napf. ICRF-154, ICRF-159 (razoxan), ICRF-161, ICRF-186, ICRF-187
(dexrazoxan), ICRF-192, ICRF-193, ICRF-197, ICRF-201, ICRF-202 ICRF-215, ICRF-
220, ICRF-239 (Hasinoff a kol., 1995) a byly vyvijeny také derivaty DEX, jako napf.
cis-PtCl,(dexrazoxan) (Hasinoff a kol., 2004).

V poslednich dvou desetiletich 20. stoleti se objevila teorie, Ze toxicita klasickych
protinadorovych 1é¢iv, mezi které patii napi. doxorubicin, VP-16, VM-26 a m-AMSA,
pusobi cytotoxicky prostiednictvim inhibice aktivity TOP2. To vedlo k obnoveni zajmu
védcl o bis-dioxopiperaziny jako o protinadorova léciva, protoze razoxan, ICRF-154
a ICRF-193 jsou katalytické inhibitory TOP2, jsou tedy schopné podobné jako
fostriecin, suramin, merbarone a aclarubicin inhibovat aktivitu TOP2 bez stabilizace
tzv. §t€pného komplexu, jako tomu je u ANT a dalSich tzv. topoisomerasovych jedi
(Hasinoff a kol., 1995).

Hasinoff a jeho kolegové proto u vyse zminénych bis-dioxopiperazini hodnotili
jejich schopnost zastavit bunéény rist na bunétné linii CHO (odvozend z bunék

kiecCich vaje€nikil), jejich inhibi¢ni aktivitu savéi TOP2 a byla zjiStovana korelace
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mezi témito schopnostmi. Buiiky CHO byly s testovanymi latkami ovliviiovany po dobu
48 hodin a nasledné¢ bylo pomoci MTT testu a spektrofotometrického méteni
absorbance (pii vinové délce 490 nm) hodnoceno snizeni bunécné proliferace. Deset
Z dvanacti testovanych latek sniZovalo bunécnou proliferaci pod 50 % a byla u nich
spocitana hodnota ICsp. Nejnizsi hodnotu ICsp méla latka ICRF-193 (1C50=0,017 uM)
a nejvyssi latka ICRF-161 (IC5,=500 uM). ADR-925 nesnizovalo bunéénou proliferaci
pod 50 %, a proto u n&j hodnota ICsp nemohla byt spocitana (Hasinoff a kol., 1995).

Schopnost inhibice katalytické aktivity TOP2 byla u latek (v koncentraci od 0 uM
do 100 uM) testovana pomoci kinetoplastové DNA a TOP2 izolované z jader bunék
leukemie K562 podobnym zpisobem, jakym byla hodnocena inhibice v této praci.
Nejnizsi hodnota ICsp byla naméfena u ICRF-159 (IC5,=0,6 pM) a nejvyssi u ICRF-159
(IC50=91 uM). Latka ADR-925 nevykazovala inhibi¢ni aktivitu ani pti 100 pM
koncentraci (Hasinoff a kol., 1995).

Z vysledki vyplynulo, ze testované latky pilisobi cytotoxicky prostfednictvim
inhibice katalytické aktivity TOP2. Navic byla prokézana jak podobna cytotoxicka, tak
inhibi¢ni aktivita DEX a razoxanu, z ¢ehoz mizeme usuzovat, ze vazebné misto pro bis-
dioxopiperaziny na TOP2 je bud’ dostate¢né velké, nebo dostatecné flexibilni, aby bylo

schopno vézat metylovou skupinu obou enantiomert (Hasinoff a kol., 1995).
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ICRF-158 Ry =H, Rz = CH3 (racemic)

ICRF-187 Ry =H, Rz = CHj ({SH{+)-enantiomer of ICRF-153)
ICRF-186 Ry =H, Rz = CHy ({R)<-)}-enantiomer of ICRF-159)
ICRF-182 R, = H, Rz = C;Hs (racemic)

ICRF-183 Ry =Rz =CH; (meso)

ICRF-201 Ry =R; = C;Hs (meso)

ICRF-202 R4 = CHj, Ry = C;Hs {racamic, erythro)

ICRF-215 R4 = CHa, Rz = C3H; (racemic)

ICRF-220 Ry = CHs, Rz = CH;OCH; (racemic)

Obr. 10 Struktura ADR-925 a bis-dioxopiperazinii (ptevzato z Hasinoff a kol.,
1995)

Kvili nedostatku relevantnich informaci pro jednozna¢né urceni mechanizmu
ucinku DEX je potieba nadale zkoumat strukturni obmény DEX, které by ndas ptivedly
na uréeni vztahu struktury a ucinku DEX, jez by v dusledku mohl mechanizmus
kardioprotekce objasnit. S timto cilem se naSe vyzkumna skupina vénuje systematické
syntéze novych analogi DEX a ADR-925.

Na Katedfe anorganické a organické chemie nasi fakulty byly pod vedenim
Pharm.Dr. Jaroslava Roha, Ph.D. nasyntetizovany dva nové analogy DEX (MK-15, ES-
5) a dva analogy ADR-925 (JR-159, KH-TA4). U téchto latek byly nasledné hodnoceny
jejich antiproliferativni a kardioprotektivni vlastnosti. Cilem této diplomové prace bylo
ziskat informace o antiproliferani aktivité¢ téchto latek a ovlivnéni antiproliferacni
aktivity ANT kombinaci s témito novymi analogy. Dale jsme sledovali jejich Zelezo-

chelata¢ni vlastnosti a také jejich vliv na aktivitu TOP2.
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2.3.1. MK-15 a ES-5
MK-15 je analog DEX, ktery ma stejnou velikost i uspofadani molekuly. Rozdil
mezi témito strukturami spociva v nepfitomnosti jedné karbonylové skupiny na obou
piperazinovych kruzich.
MK-15 je nazloutld pevnd latka steplotou tani 110°C, molarni hmotnosti

279,41 g/mol a systematickym nazvem 4,4'-(Propan-1,2-diyl)bis(piperazin-2-on).
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Obr. 11 Strukturni vzorec MK-15 a ES-5

Druhy analog DEX, ES-5, je nazloutld pevna krystalicka latka s teplotou tani mezi
155—-156°C, molarni hmotnosti 383,40 g/mol a jeji systematicky nazev je 4,4'-(Propan-
1,2-diyl)bis(piperazin-2-on). Latka je dobie rozpustna ve vodé a omezené rozpustna
v DMSO.

Na rozdil od DEX ma ES-5 modifikovany spojovaci miistek mezi koncovymi
piperazinovymi kruhy. Pfedpoklada se, Ze metabolit s otevienym kruhem bude mit
schopnost chelatovat Zelezo podobné jako ADR-925. Strukturné ES-5 odpovida

uzavienému derivatu chelatoru dietylenetriaminepentanové kyseliny.

2.3.2. JR-159 a KH-TA4
JR-159 se systematicky nazyva N,N,N',N'-tetrakis(N,N-dimetylkarbamoylmethyl)-
1,2-diaminopropan. Jedna se o nazloutlou visk6zni kapalinu S molarni hmotnosti

414,54 g/mol, ktera je vyborné rozpustna ve vode.
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Obr. 12 Strukturni vzorec JR-159 a KH-TA4

KH-TA4, systematicky N,N,N',N'-tetrakis(N-butylkarbamoylmetyl)-1,2-
diaminopropan 12, je pevna bila latka s teplotou tani 160—162°C, molarni hmotnosti
569,88 g/mol a je obtizné rozpustnd v DMSO a nerozpustna ve vodé.

Ob¢ latky jsou lipofilngjsi alkylamidy ADR-925. V ptipadé JR-159 se jedna
0 derivatizaci koncovych aminoskupin methylu, u KH-TA4 pak byly pro derivatizaci
zvoleny delsi ctyfuhlikaté fetézce. ZvySend lipofilita u obou analogii byla navrzena

kvali usnadnéni prestupu latek pres bunéénou membranu.
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3. Cile prace

(@]

Stanoveni antiprolifera¢nich ucinkii analogli dexrazoxanu (MK-15, ES-5)

a ADR-925 (JR-159, KH-TA4) a daunorubicinu na bunééné linii HL-60.

Stanoveni  antiproliferacnich  U¢inki  kombinace novych analogi

dexrazoxanu a ADR-925 s daunorubicinem.

Stanoveni schopnosti novych analogii dexrazoxanu a ADR-925 vyvazovat

zelezo z komplexu s daunorubicinem.

Stanoveni schopnosti novych analogii dexrazoxanu a ADR-925 inhibovat

topoisomerasu 1l v roztoku.

Na zakladé namétenych vysledkt prispét k diskuzi o vztahu struktury

a u¢inku dexrazoxanu.
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4. Material a metodika

4.1. Material

4.1.1. Bunécna linie

Pro hodnoceni antiproliferacni aktivity sledovanych latek byla pouzita bunécna linie
HL-60, ktera byla poprvé ziskana v roce 1977 od pacienta s akutni myeloidni leukemii
typu M3. Tyto promyelocytarni leukocyty jsou ze své podstaty nediferencované, ale pii
in vitro pokusech mize byt vyvolana jejich terminalni diferenciace (Birnie, 1988).
Bunky linie HL-60 postradaji povrchové antigeny lymfoidnich bunck, ale exprimuji
povrchové receptory pro Fc fragment a komplement, coz je vlastnost charakteristicka
pro diferenciované granulocyty, a tim ziskavaji fagocytarni aktivitu a odpovidaji
na chemotaktické ptisobky (Gallagher a kol., 1979). Bunécna linie pouzivana béhem
naSich pokusii pochdzela z americké banky bunéénych linii (Americane Type Culture
Collection; ATCC) a pro hodnoceni antiprolifera¢ni aktivity byla pouzivana mezi 12.—

45. pasazi.

4.1.2. Pristroje a vybaveni
e Box s laminarnim proudénim Aura 2000 M.A.C. s tfidou biohazardu A (BioAuir,
Italie)
e Biohazard ochranny box BioAir TopSafe 1.2 tfidy II (EuroClone, Italy)
e Vodni lazet Memmert WB 14 LV (Memmert, Némecko)
e Invertovany epifluorescencni mikroskop Nikon Eclipse TS 100 (Nikon,
Japonsko)
e Spektrofotometr Tecan Infinite M 200 s optickym hranolem (Tecan, Rakousko)
e Spektrofotometr Helios B3 (Spectrons Unicam, UK)
e Laboratorni tiepacky vortex (BioTech, Ceska republika)
e Deskova tiepacka Heidolph Titramax 100 (Heidolph, Némecko)
e Analytické vahy ScalTec SBC 22 (Scaltec, Némecko)
e Automatické pipety Eppendorf research rizného rozsahu (Eppendorf, Némecko)
e Pipety elektronické 8-kanalové e-PET BioHit 5-100 ul a 50-1200 ul (BioHit,
Finsko)
e Sterilni §picky riizného rozsahu (P-lab, Ceska Republika a BioHit, Finsko)
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BioHit midi plus (BioHit, Finsko)

Sérologické sterilni pipety 2, 5, 10 a 25 ml (TPP, Svycarsko)

Mikrotitra¢ni desti¢ky TPP, 96-jamkové (TPP, Svycarsko)

Plastové sterilni kultivaéni nadoby T75 (TPP, Svycarsko)

Laboratorni sklo a plasty sterilni (Thermo Fischer Scientific, Ceska republika)
Biirkerova komurka (Brand, Némecko)

Plastové sterilni zkumavky riizného objemu (TPP, Svycarsko)

Elektroforéza Hoefer HE 33 (Hoefer Inc., U.S.A)

UV transiluminator GelDoc (BioRad)

4.1.3. Chemikdlie

Daunorubucin (Daunoblastina 20 mg — Pfizer, Svycarsko)

Dexrazoxan (Cardioxane 500 mg — Chiron, Nizozemi)

KH-TA4 (Katedra anorganické a organické chemie, FaF UK HK)

JR-159 (Katedra anorganické a organické chemie, FaF UK HK)

ES-5 (Katedra anorganické a organické chemie, FaF UK HK)

MK-15 (Katedra anorganické a organické chemie, FaF UK HK)

RPMI-1640 (Rosewell Park Memorial Institute) kultivaéni medium (Sigma,
Némecko)

Teplem deaktivované fetalni bovinni sérum (Lonza, Ceska republika)

Smés penicilinu a streptomycinu 5000 U/ml (Lonza, Ceska republika)

MTT  (3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5,difenyltetrazolium  bromid) (Sigma,
Némecko)

Trypanova modf (Sigma, Némecko)

Etanol absolutni p.a. > 99,9% (Penta, Ceska republika)

DMSO > 99,9% (Sigma, Némecko)

PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma, Némecko)

Isopropanol (Sigma, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)

Triton X 100 (Sigma, Némecko)

Ultradestilovana voda (MQ, piistroj Milli-Q RG, Millipore, Ceska republika)

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Penta, Ceska republika)
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Chlorid zelezity (Sigma, Némecko)

Kyselina borita (Penta, Ceska republika)

Agaro6za (Serva, Némecko)

Etidium bromid 10 mg/ml (Molecular Probes, U.S.A)
Topoisomerase 1l Drug Screening Kit (Topogen, Inc., U.S.A.)

Lidska rekombinantni pufirikovand topoisomerasa II alfa/beta, aktivni

(LaeBio, U.S.A)

29



4.2. Pracovni postupy

4.2.1. Kultivace
Bunky HL-60 byly kultivovany v médiu RPMI-1640 s 10 % fetalniho bovinniho
séra a s1% smesi penicilinu a streptomycinu. Bunéc¢na kultura byla uchovavana
v kultiva¢nich nadobach o objemu 75 cm® v inkubétoru pii 37 °C v atmosféte s 5 %
oxidu uli¢itého. Tyto podminky mély co nejpiesn€ji napodobit prostiedi lidského téla.
Préace s buitkami probihala v lamindrnim boxu za sterilnich podminek tak, aby nedoslo
k mikrobialni kontaminaci bun¢k. VsSechny roztoky, které¢ jsme k bunkam ptidavali,

byly piedhiaty na teplotu 37 °C ve vodni lazni, aby nedoslo k tepelnému Soku.

4.2.2. PasaZovdni bunék

Bunky byly pasazovany kazdy 3.—4. den tak, aby jejich koncentrace neptekrocila
1 000 000 bunék/ml a nedoslo k vyCerpani zivin v kultivatnim médiu. Buné¢na kultura
HL-60 je suspenzniho typu, proto pasaz spocivla Vv nafedéni kultury na koncentraci
100 000 bun¢k na ml.

Po dukladné homogenizaci bylo z kultury odebrano 100 pl bun&tné suspenze
do mikrozkumavky. K tomuto vzorku bylo pfidano 100 pl 0,4% roztoku trypanové
modii. Po promichani byly buniky barveny jednu az dvé minuty.

Obarvené bunky byly diikkladné promichany a do kazdé ¢asti Biirkerovy komirky
bylo napipetovano 10 ul bunééné suspenze. Na kazdé strané Biirkerovy komurky byl
spoéitan pocet zivych bunék v péti z deviti étvercii. Zivé buiiky se na rozdil od bungk
mrtvych trypanovou modii neobarvily, a proto se jevi jako bilé na modrém pozadi.

Pocet bun¢k Vv deseti Etvercich byl vynasoben dvéma tisici, ¢imz byl zjiStén pocet
bun¢k v 1 ml suspenze. Nasledné byl vypocitan objem bunééné suspenze, ktery byl
pipetovan do novych kultivaénich nadob tak, aby vysledny objem byl 25 ml suspenze
o0 koncentraci 100 000 bunék na ml.

Suspenze byla opatrné promichana a lahev byla oznacena nazvem bunék, datem
a ¢islem pasaze a inicialy pracovnika, ktery pasaz provadél. Takto pfipravena nadoba se
suspenzi byla umisténa do inkubdtoru. Zbyld suspenze, kterd nebyla potifebna

Kk pasazim, byla pouZita k antiproliferaénim experimentiim S testovanymi latkami.
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4.2.3. Inkubace bunék s testovanymi latkami

Buné¢na suspenze byla nafedéna na koncentraci 200 000 bun¢k na ml a fadné
promichana. Do sloupcti 2 az 12 na 96-jamkové desticce bylo pipetovano 50 ul
suspenze na jamku (10 000 bunék v jedné jamce) multikanalovou pipetou. Do sloupce
1 bylo pipetovano 100 pl média. Tento sloupec slouzil jako negativni kontrola
s nulovou viabilitou bunék.

Do sloupct 2, 10, 11 a 12 bylo k bunétné suspenzi pipetovano 50 ul média
s DMSO, ve kterém byly nejCastéji testované latky rozpustény. Sloupce 2, 10, 11 a 12
slouzily jako pozitivni kontroly se 100% viablilitou.

Do sloupci 3 az 9 bylo pipetovano 50 ul média S testovanymi latkami
Vv koncentracnich fadach, pti¢emz bylo pouzito vzdy stejné mnozstvi zasobniho roztoku
latky, aby koncentrace DMSO byla vZdy stejné. Poté byly kultury inkubovany po dobu
72 hodin a nasledn¢ byla vyhodnocena jejich viabilita pomoci MTT testu.

U nové syntetizovanych analogi DEX a ADR-925 byl hodocen také jejich vliv
na antiproliferatni ucinek DAU. B&hem kombinacnich testli byly buiiky HL-60 72
hodin inkubovany s DAU o koncentraci 15 nM (viabilita bun¢k se pfi této koncentraci
pohybovala mezi 40 az 60 %, bylo tedy mozné sledovat jak snizeni, tak zvySeni
antiproliferacniho u¢inku DAU). DEX, ADR-925 a nové syntetizované latky byly
pouzity v koncentraci 10 a 100puM (dvé nejvysSi testované koncentrace

u koncentra¢nich tad).

4.2.4. Vyhodnoceni viability bunék

MTT test je zalozen na principu metabolizace Zlutého 3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-
2,5,difenyltetrazolium  bromidu (MTT) aktivné respirujicimi ~mitochondriemi
na modrofialovy krystalicky formazan. MTT bylo pro tcely stanoveni buné¢né viability
rozpus$téno v PBS v koncentraci 3 mg/ml a pted pouzitim byl tento roztok pfedehian na
37 °C. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky bylo po uplynuti doby inkubace se
sledovanymi latkami ptidano 25 ul roztoku MTT multikanalovou pipetou. Nasledovala
dvouhodinova inkubace, po niz byly bunky lyzovany 100 pl lyza¢niho roztoku
slozeného z isopropanolu, 0,1 M HCIl a 5% Tritonu X 100. Desticky byly umistény
na tfepacku, kde byly pfti ptiblizné¢ 600 az 700 rpm tfepany pil hodiny. Po pul hodiné
byly v kazdé jamce resuspendovany krystalky, které se usadily na dné, a desticky byly

tiepany na tiepacce dalsich 45 minut.
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Po rozpusténi krystalkti byla méfena absorbance na spektrofotometru TECAN pii
vlnovych délkach 570 nm (absorpéni maximum pro fialovy formazan) a 690 nm
(absorpéni maximum zlut¢tho MTT). Absorbance pifi 690 nm byla odectena
od absorbance odeétené pii 570 nm, poté byla odectena také hodnota negativni kontroly
(nulové viability). Primérné hodnoty ze sloupct s testovanymi latkami byly vyjadieny

jako procenta viablibity v kontrolnich sloupcich.

4.2.5. Chelatacni testy

Chelata¢ni vlastnosti testovanych latek byly hodnoceny jako jejich schopnost
vyvazovat zelezo z komplexu s ANT. Komplex ANT se zelezem vykazuje specifické
absorpcni spektrum, které na rozdil od volného ANT vykazuje specifické zvySeni
absorbance pii 600 nm. Zména absorbance V této vinové délce v zavislosti na ¢ase nas
informuje o tom, zda je komplex (DAU-Fe) vroztoku stale piitomen, nebo zda
testované latky zelezo z tohoto komplexu vyvazuji.

Vyvazovani zeleza z komplexu s ANT bylo hodnoceno spektrofotometricky podle
diive publikované metody (Hasinoff a kol., 2003b). Komplex DAU se Zelezem byl
ptipraven ptidanim 100 ul 1,5 mM FeClj ke 450 pul 1mM DAU, 10 ul 5% HCl a 440 pl
ultradestilované vody. Zasobni roztok volného DAU byl pfipraven stejnym zptisobem,
ale misto 100 pul FeCl3 bylo pouzito 100 ul 15 mM HCI.

Do kyvety bylo pipetovano vzdy 70 pl roztoku volného DAU nebo DAU-Fe
komplexu, 630 pl reakéniho pufru (50 mM TRIS/150 mM KCI, pH=7.4) a 0,7 ul
testované latky. Kyveta byla vloZena do spektrofotometru Helios beta a 4 minuty byla
meéfena zména absorbance v ¢ase pii vlnové délce 600 nm, a poté bylo proméreno

absorpc¢ni spektrum v rozmezi vinovych délek 400 nm az 650 nm.

4.2.6. Testovani inhibice topoisomerasy Il novymi analogy
U novych analogti byla testovana jejich schopnost inhibovat TOP2, a tim zabranit
enzymu Vv rozstépeni dvouretézce DNA za pouziti komeréné dostupné sestavy
Topoisomerase 1l Drug Screening Kit, ktery je zaloZzen na sledovani rozplétani
kinetoplastové DNA topoisomerasou II. Reakéni produkty (DNA izomery s riznym
stupném nadSroubovicového vinuti a linearni DNA) byly sledovany za pouziti

agarozové elektroforézy.
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Byly pfipraveny nasledkujici vzorky:

1. Linearni DNA makrer — pro kontrolu tovorby Sstépnych komplext
topoisomerasovymi jedy (2 pl linearni DNA, 4 ul pufru C, 14 pl ultradestilované vody).

2. DNA — vzorek sneovlivnénym substratem (1 ul DNA, 4 ul pufru C, 13 ul
ultradestilované vody) — negativni kontrola.

3. DNA + TOP2 — vzorek se substraitovou DNA ovlivnénou enzymem pfi
neinhibované reakci (1 ul DNA, 4 ul pufru C, 15 ul ultradestilované vody a 2 ul TOP2)
— pozitivni kontrola.

4. DNA + TOP2 + DMSO — kontrola vlivu rozpoustédla na reakci (1 ul DNA, 4 ul
pufru C, 12 pl ultradestilované vody, 2 ul TOP2, 1 ul DMSO).

6.—12. DNA + TOP2 + zkouman¢ latky — reakce ovlivnéna testovanami latkami
(1 ul DNA, 4 ul pufru C, 12 pl ultradestilované vody, 2 ul TOP2, 1 ul 10 mM roztoku
testované latky v DMSO).

Takto pripravené vzorky byly inkubovany ve vyhfivané tfepacce (teplota 37 °C)
po dobu 30 minut. Poté byla reakce ve zkumavkach zastavena piidanim 2 pl 10%
dodecylsulfatu sodného (piedehiatého na 37 °C) a TOP2 byla rozlozena piidanim 2,6 pl
proteinasy K. Nasledovala patnactiminutova inkubace na tfepaéce pii 37 °C.
K pfipravenym vzorkim byl pfidan 2 ul nanaseciho pufru a 10 pl vzorku bylo naneseno
na 1% agarézovy gel ve 40 mM TBE pufru. Elektroforéza probihala pii cca 50 V dokud
modré barvivo nandSeciho pufru dosahlo ptiblizné 80 % celkové délky gelu.
Po ukonceni elektroforézy byl gel barven po dobu 1 hodiny v TBE pufru s etidium

bromidem (0,5 pg/ml). DNA v gelu byla vizualizovana pomoci UV transiluminatoru.

4.2.7. Zpracovani naméienych dat

Naméiena data byla graficky a statisticky zpracovavana v programech MS Office
Excel a GrafPad Prism for Windows 6.1 (GraphPad Software, Inc., U.S.A.). Kazdé
méfeni bylo provedeno ¢tytikrat a primérna hodnota spolu s odpovidajici odchylkou
byla zaznamenana do sloupcového (koncentracni fady a kombinacni testy) nebo
spojnicového (chelatace) grafu. Metodou One-Way ANOVA s Tukey’s post-hoc testem
(kombinacni testy) nebo Dunnett’s multiple comparison testem (koncentra¢ni fady) byla
hodnocena statisticka vyznamnost. Hodnoty ICso (koncentrace latky, ktera zplsobi
snizeni buné&né proliferace o 50 %) byly vyhodnoceny pomoci programu CalcuSyn for
Windows 2.0 (Biosoft, U.K.).
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5. Vysledky

4

5.1. Antiprolifera¢ni u¢inky sledovanych latek

5.1.1. Antiproliferacni ucinek DAU
Po 72-hodinové inkubaci bunék HL-60 s DAU bylo zaznamenano statisticky

vyznamné a davkove zavislé snizeni proliferace bunék s hodnotou 1Csq 19,9 nM.
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Obr. 13 Graf znazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riiznymi koncentracemi daunorubicinu (DAU). Bunécna proliferace je
vyjadiena jako priumeér ze ctyr méreni se smérodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna
zména oproti kontrolni skupiné (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c¢“ (OneWay

ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test, p < 0,05).

34



5.1.2. Antiproliferacni ucinek DEX
Po 72-hodinové inkubaci bunék HL-60 s DEX bylo zaznamenano statisticky
vyznamné a davkové zavislé snizeni proliferace bunék od koncentrace 0,1 uM. Hodnota

I1Csp byla vypocitana na 33,1 uM.
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Obr. 14 Graf znazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s ruznymi koncentracemi dexrazoxanu (DEX). Bunécnd proliferace je
vyjadrena jako primer ze Ctyi mereni se smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamnda
zména oproti kontrolni skupiné (K) je Vv grafu oznacena pismenem ,,c“ (OneWay

ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test, p < 0,05).
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5.1.3. Antiproliferacni ucinek ADR-925
Po 72-hodinové inkubaci bun¢k HL-60 s ADR-925 nebylo zaznamenano statisticky

vyznamné a davkove zavislé snizeni proliferace bunék.
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Obr. 15 Graf zndzornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riiznymi koncentracemi ADR-925. Bunécna proliferace je vyjadiena jako
prumér ze ctyi mereni se smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna zména oproti
kontrolni skupine (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c* (OneWay ANOVA, Dunnett’s
multiple comparison test, p < 0,05).
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5.1.4. Antiproliferacni ucinek JR-159
Po 72-hodinové inkubaci buné¢k HL-60 s JR-159 nebylo zaznamenéano statisticky

vyznamné a davkove zavislé snizeni proliferace bunék.
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Obr. 16 Graf znazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riznymi koncentracemi JR-159. Bunécnd proliferace je vyjadrena jako
priumeér ze ctyr mereni se smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna zména oproti
kontrolni skupiné (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c* (OneWay ANOVA, Dunnett’s
multiple comparison test, p < 0,05).
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5.1.5. Antiproliferacni ucinek ES-5
Po 72-hodinové inkubaci bunék HL-60 sES-5 bylo zaznamenano statisticky

vyznamné a davkove zavislé snizeni proliferace bun¢k od koncentrace 100 uM.
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Obr. 17 Graf znazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riiznymi koncentracemi ES-5. Bunécnd proliferace je vyjadrena jako primér
ze Ctyr mereni se smérodatnou odchylkou. Statisticky vyznamnd zména oproti kontrolni
skupiné (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c* (OneWay ANOVA, Dunnett’s multiple

comparison test, p < 0,05).
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5.1.6. Antiproliferacni ucinek KH-TA4
Po 72-hodinové inkubaci bunék HL-60 s KH-TA4 bylo zaznamenano statisticky
vyznamné a davkové zavislé snizeni proliferace bunék od koncentrace 0,1 uM. Hodnota

ICs0 byla vypocitana na 64,9 uM.
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Obr. 18 Graf znazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riznymi koncentracemi KH-TA4. Bunécna proliferace je vyjadrena jako
prumeér ze Ctyr mereni se smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna zména oproti
kontrolni skupiné (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c* (OneWay ANOVA, Dunnett’s
multiple comparison test, p < 0,05).
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5.1.7. Antiproliferaéni ucinek MK-15
Po 72-hodinové inkubaci bunék HL-60 s MK-15 bylo zaznamenano statisticky

vyznamné a davkove zavislé snizeni proliferace bun¢k od koncentrace 100 uM.
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Obr. 19 Graf zndazornujici proliferaci HL-60 bunécné linie po 72-hodinové
inkubaci s riznymi koncentracemi MK-15. Bunécna proliferace je vyjadrena jako
priumeér ze ctyr mereni se smerodatnou odchylkou. Statisticky vyznamna zména oproti
kontrolni skupine (K) je v grafu oznacena pismenem ,,c* (OneWay ANOVA, Dunnett’s
multiple comparison test, p < 0,05).

40



5.2. Kombina¢ni testy

5.2.1. Kombinace DAU a DEX
Po inkubaci bunééné kultury skombinaci DEX sDAU bylo zaznamenano
statisticky vyznamné a davkové zéavislé snizeni proliferace bunck V porovnani

s u¢inkem samotného DAU.
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Obr. 20 Graf antiproliferacnich ucinkii DAU, DEX a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamnd zména oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamna zména DAU+DEX vuci samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).
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5.2.2. Kombinace DAU a ADR-925
Po inkubaci bunééné kultury s kombinaci ADR-925 s DAU bylo zaznamenano
statisticky vyznamné a davkové zavislé snizeni proliferace bun€k V porovnani
s u¢inkem samotného DAU.
Prestoze ADR-925 v obou sledovanych koncentracich vyznamny antiproliferacni
ucinek nemélo, bylo schopno zvysit antiproliferacni uc¢inek DAU v obou sledovanych

koncentracich statisticky vyznamné oproti samotnému DAU.
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Obr. 21 Graf antiproliferacnich ucinkic DAU, ADR-925 a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamna zména oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamna zména DAU+ADR-925 viici samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).

42



5.2.3. Kombinace DAU a JR-159
Po inkubaci bunééné kultury skombinaci JR-159 s DAU bylo zaznamenano
statisticky vyznamné a déavkoveé =zavislé snizeni proliferace bunc¢k V porovnani
s u¢inkem samotného DAU.
Prestoze JR-159 v obou sledovanych koncentracich vyznamny antiprolifera¢ni
ucinek nemélo, bylo schopno zvysit antiproliferacni uc¢inek DAU v obou sledovanych

koncentracich statisticky vyznamné oproti samotnému DAU.
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Obr. 22 Graf antiproliferacnich ucinkii DAU, JR-159 a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamna zména oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamnd zména DAU+JR-159 viici samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).
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5.2.4. Kombinace DAU a ES-5
Po inkubaci bunééné kultury skombinaci ES-5 s DAU bylo zaznamenano
statisticky vyznamné a déavkoveé =zavislé snizeni proliferace bunc¢k V porovnani
s u¢inkem samotného DAU.
Ptestoze ES-5 v obou sledovanych koncentracich vyznamny antiproliferacni u¢inek
nemélo, bylo schopno zvysit antiproliferacni uGc¢inek DAU v obou sledovanych

koncentracich statisticky vyznamné oproti samotnému DAU.
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Obr. 23 Graf antiproliferacnich ucinkii DAU, ES-5 a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamna zmena oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamnda zména DAU+MK-15 viici samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).
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5.2.5. Kombinace DAU a KH-TA4
Po inkubaci bunétné kultury s kombinaci KH-TA4 s DAU bylo zaznamenano

statisticky vyznamné a déavkoveé =zavislé snizeni proliferace bunc¢k V porovnani

s uéinkem samotného DAU.

__100{ =

S

9 80' C

2 60 c

S

‘T 40

S |

3 204 C d

0 L] L] L]

DAU (15 nM) - ; ] + + +
KH-TA4 (uM)- 10 100 - 10 100

Obr. 24 Graf antiproliferacnich ucinkic DAU, KH-TA4 a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamna zména oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamnd zména DAU+MK-15 viici samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).
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5.2.6. Kombinace DAU a MK-15
Po inkubaci bunécné kultury skombinaci MK-15 s DAU bylo zaznamenano
statisticky vyznamné a déavkoveé =zavislé snizeni proliferace bunc¢k V porovnani
s u¢inkem samotného DAU.
Prestoze MK-15 v obou sledovanych koncentracich vyznamny antiproliferacni
ucinek nemélo, bylo schopno zvysit antiproliferacni ucinek DAU v obou sledovanych

koncentracich statisticky vyznamné oproti samotnému DAU.
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Obr. 25 Graf antiproliferacnich ucinkic DAU, MK-15 a kombinaci obou latek.
Statisticky vyznamna zména oproti kontrolni skupiné je v grafu oznacena pismenem
¢ Statisticky vyznamna zména DAU+MK-15 viici samotnému DAU je oznacena

pismeny ,,d* (OneWay ANOVA, Tukey's post-hoc test, p < 0,05).
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5.3. Chelatacni testy

5.3.1. Zmény absorbance v Case

Me¢feni zmény absorbance roztoku v ¢ase (240 s) umoznilo zjistit, zda maji nové
analogy schopnost vyvazovat zelezo z komplexu s ANT. Zatimco komplex DAU+Fe je
schopny absorbovat svétlo o vinové délce 600 nm, absorbance volného DAU pii této
vlnové délce je blizka nule. V ptipad¢, Ze testovana latka vyvazovala Fe z komplexu,
dochazelo v priabehu Casu ke sniZzeni absorbance az na hodnoty absorbance samotného
DAU, protoze se vroztoku zvySovala koncentrace volného DAU a snizovala
koncentrace komplexu DAU+Fe.

Jako modelovou latku, u které byly uz diive prokazany chelata¢ni vlastnosti, jsme
pouzili salicylaldehydisonikotinoylhydrazon — SIH (Simtnek a kol., 2008). Ze viech
sledovanych latek jsme schopnost vyvazovat Zelezo z komplexu s ANT pozorovali

pouze u ADR-925 a v mnohem mensi mife také u JR-159.
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0.00 - - 1 ” oo« DAU+Fe+JR-159
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0.04+
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Obr. 26 Graf casového priubéhu zmény absorbance roztoku DAU, DAU+Fe
a DAU+Fe+testovand ldatka. VSechna méreni probihala ctyrikrat a do grafu byly

zaznamenany krivky priumérnych hodnot ze vSech mereni.
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5.3.2. Absorpcni spektra

Po méfeni zmény absorbance V cCase bylo zméfeno také absorpcni spektrum

hodnocenych vzorkid. Byla méfena absorbance samotného DAU, komplexu DAU+Fe

a komplexu DAU+Fe s testovanymi latkami pii plynulé zméné vinové délky (400 az

650 nm). Stejné jako pii predchozim méfeni bylo zjiSténo, ze vyvazovat Zelezo

z komplexu s DAU jsou schopné pouze latky SIH, ADR-925 a ¢aste¢né i JR-159.
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Obr. 27 Graf zmeény absorbance DAU, DAU+Fe a DAU+Fe+testovand latka pri zmeéné

vinové délky primarniho zdreni. VSechna méreni probihala ctyrikrat a do grafu byly

zaznamenany krivky priumérnych hodnot ze vSech mereni.
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5.4. Stanoveni inhibice topoisomerasy Il

Na Obr. 28 je zobrazena zleva kontrola linearni DNA a kontrola plazmidové DNA
(negativni kontrola — bez TOP2), pozitivni kontrola (neinhibovana enzymaticka reakce),
reakce ovliviiované zkoumanymi latkami a kontrola ovlivnéni enzymatické reakce
pouzitym rozpoustédlem (DMSO).

Zjistili jsme, Ze enzymatickou aktivitu TOP2 inhibuje pouze DEX v koncentraci
100 uM, jak je patrné na Obr. 28 ve ¢tvrtém sloupci. Inhibice enzymové reakce se
projevila objevenim tzv. “zebfiCku“ topoizomerdi DNA s casteCné rozvolnénym
nadsroubovicovym vinutim. Zadna z nové syntetizovanych latek nevykazovala ve stejné

koncentraci inhibiéni vliv na aktivitu TOP2.
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Obr. 28 Vizualizace elektroforetického gelu po testovani inhibic¢nich ucinkii novych

analogii DEX a ADR-925 na TOP2.
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6. Diskuze

Antracyklinové antibiotika (ANT) patii jiz od svého zavedeni do klinické praxe
na pielomu 60. a 70. let minulého stoleti k nepostradatelné soucasti protinadorové 1é¢by
pro svou vybornou ucinnost proti fad¢ solidnich nadorti a hematologickych malignit.

I v soucasné dobé moderni onkologické 1€cby s pouzitim cilené biologické 1écby jsou
ANT stale pouzivany pievazné v kombinaci s jinymi 1é¢ivy. Kromé klasickych
nezddoucich ucinkG spole¢nych ostatnim klasickym protinddorovym 1éCivim
predstavuje riziko rozvoje ANT kardiotoxicity nejvétsi limitaci pouziti v klinické praxi.
Nejzavaznéjsi jsou pozdni formy ANT kardiotoxicit, které se mohou projevit i fadu let
po ukoncené ANT 1é¢bé (Klener a Klener, 2010; Suter a Ewer, 2013).

Zpétn€ se prokazalo, ze se zvysujici se kumulativni davkou ANT riziko rozvoje
zavaznych kardiovaskularnich komplikaci roste (Sawyer, 2013). U 3 % pacientd se
vyskytlo srde¢ni selhani pfi kumulativni davce 400 rng/m2 a u 18 % pacientd pfi
kumulativni davce 600 mg/m? (Swain a kol., 1997b). Kromé fady nefarmakologickych
moznosti, jak je mozné omezit rozvoj ANT Kardiotoxicity (napf. redukce celkové
kumulativni ddvky ANT ¢i prevence rizikovych faktorl), predstavuje dexrazoxan
(DEX) zatim jedinou latku s prokdzanym kardioprotektivnim piisobenim jak
Vv experimentalnich podminkach, tak i v klinické praxi (Hellmann a Rhomberg, 2011).

Ackoli byla kardioprotekce DEX ovéfena fadou klinickych studii (Swain a kol.,
1997b; Herman a Ferrans, 1998; Hasinoff a kol., 1998), jeho praktické uzivani je dnes
omezeno z divodl jeho relativné vysoké ceny, moznych interferenci s i¢inkem ANT,
mozné potenciace myelotoxicity ANT a také mozného vzniku sekundarnich malignit.
Jak napt. uvadi ve své studii Tebbi a kol. (2007), z dve sté tficeti deviti pacientil
s Hodgkinovym lymfomem, kterym byl pfi antracyklinové lécbé soucasné podavan
i DEX, byl u osmi zaznamenan vznik sekundarnich malignit (akutni myeloidni
leukemie, myelodysplasticky syndrom). Sekundarni malignity se vyskytly i u dvou
pacientek (z celkového poctu dve sté tficeti deviti pacientl), které nebyly léceny DEX.
Nebyla prokazana korelace mezi vznikem sekundarnich malignit a pohlavim, nebo
stadiem onemocnéni (Tebbi a kol., 2007).

Svoboda (2010) ve své studii uvadi jako nezadouci ucinek DEX prohloubeni
granulocytopenie a trombocytopenie pii sou¢asném uzivani ANT a DEX a s odkazem

na studie Swain (1997a) a Von Hoff (1998) dale upozorfiuje i na moZznost snizeni
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protinadorového ucinku cytostatické 1€cby DEX. Naopak Swain a kol. (1997b) uvadi,
ze DEX nema inhibujici vliv na G¢inky ANT v in vitro testech na bunééné linii
karcinomu prsu MX-1. Vyznamny vliv DEX na pfeZziti pacienti nebyl dosud zcela
prokazan a o doporuceni, ¢i nedoporuceni jeho uzivani jako adjuvantni 1écby se zatim
vedou diskuze (Svoboda, 2010, U.S. FDA).

Uz tadu let se védci snazi najit latku, kterd bude mit podobné jako DEX
kardioprotektivni ucinky, zaroven vsak nebude mit zdvazné nezadouci ucinky a nebude
nijak interferovat s uc¢inky onkologické 1é¢by (Hasinoff a kol., 1995; Hasinoff a kol.,
2004). Hledani ,lepsiho dexrazoxanu“ je také jednim z cili Centra pro vyzkum
toxickych a protektivnich U¢inkd 1é¢iv na kardiovaskularni systém (Univerzitni
vyzkumné centrum UNCE 204019/304019/2012), v ramci kterého byla vypracovana
také tato diplomova prace. Jejim cilem bylo otestovat dva nové syntetizované analogy
DEX se strukturnimi obménami jak na koncovych piperazinovych cyklech (MK-15),
tak 1 ve spojovacim fetézci (ES-5) a dva nové analogy ADR-925 se zvySenou
lipofilitou, s koncovymi aminoskupinami modifikovanymi vzdy dvéma ethylovymi
(KH-TA4), nebo terc-butylovymi fetézci (JR-159).

Tyto analogy byly pfipraveny na Katedie anorganické a organické chemie
(Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze). NaSim ukolem
bylo zjistit v in vitro podminkach na modelu HL-60 bunééné linie jejich antiprolifera¢ni
aktivitu, jejich vliv na antiproliferani tc¢inek ANT a blize ur¢it mozné mechanizmy
jejich ptisobeni se zamétenim zvlasté na jejich schopnost vyvazovat zelezo z komplexu
s antracykliny a jejich schopnost katalyticky inhibovat TOP2. Studium t¢inku novych
analogh nam zaroven mélo slouzit k bliz§imu objasnéni mechanizmu
kardioprotektivniho u¢inku DEX.

Antiproliferacni aktivita latek byla hodnocena jako pokles proliferace buné¢k HL-60
po 72 hodinach inkubace sriznymi koncentracemi testovanych latek ve srovnani
s proliferaci kontrolnich bungk, u kterych byl zaznamenan charakteristicky 6-8ndsobny
vzestup jejich koncentrace v kultiva¢nim médiu. K vyhodnoceni bunééné viability byl
pouzit MTT test, ktery je zaloZzen na redukci zlutého 3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-
2,5,difenyltetrazolium bromidu v aktivné respirujicich mitochondriich na modrofialovy
ve vodé nerozpustny formazan, jehoZ koncentrace byla zjiSténa po rozpusSténi

V izopropanolu pomoci spektrofotometrického stanoveni.
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Kazdé stanoveni bylo provedeno cCtyfikrat a pomoci programu CalcuSyn byly
zjistény hodnoty ICso pro jednotlivé sledované latky. U latek JR-159, ES-5 a MK-15
nebylo mozné hodnotu ICs zjistit, protoze nesnizovaly buné¢nou proliferaci pod 50 %
a statisticky vyznamny pokles bunécné viability byl pozorovan az u nejvyssi pouzité
koncentrace latek (100 uM). Tuto koncentraci jsme jako nejvyssi zvolili z divodu nizké
rozpustnosti latek v DMSO. Experimenty byly také navrzeny tak, abychom mohli pfimo
porovnavat uc¢inek novych latek s DEX, u néjz jsme jak v ptedchozich experimentech,
tak 1 v této studii pozorovali antiproliferacni u€inek s hodnotou ICsg rovnou piiblizné
30 uM. Pfi koncentraci 100 uM jsme tedy zaznamenali prakticky absolutni zastavu
bunééné proliferace. U obou latek, u nichz bylo mozné uréit hodnotu ICsy (DEX, KH-
TA4), byla tato koncetrace v uM. Tyto latky tedy potiebovaly ke sniZzeni bunééné
proliferace na polovinu pfiblizné¢ 1000x vyssi koncentrace, nez tomu bylo u DAU
(IC50=19,9 nM). Z hodnoty ICs latky KH-TA4 (IC50=64,9 uM) je také ziejmé, Ze jeji
antiproliferacni G¢inek je asi o polovinu slabsi nez u DEX (1C5,=33,1 uM ).

Jelikoz nebylo mozné zjistit hodnotu ICso u vSech testovanych latek, nemohla byt
ke kombinaénim experimentim vyuzita metoda podle Chou a Talalay, kterd pro
hodnoceni vziajemného ovlivnéni u¢inku dvou latek vyuziva stanoveni jejich tzv.
kombina¢niho indexu. Pro tato stanoveni jsou vyuzivany stejné cytotoxicitni testy jako
pro urceni hodnoty ICsp, ale dvé latky jsou kombinovany v koncentracich, které
odpovidaji podilim a nasobkim hodnot ICsp jednotlivych latek (Chou a Talalay, 1984).
Jelikoz nebylo mozné pouzit tuto jinak optimalni metodu, vyuzili jsme v této studii
sledovani zmény antiprolifera¢niho uc¢inku DAU pti koncentraci blizké jeho ICsg
v kombinaci s testovanou latkou o dvou rGznych koncentracich (10 uM a 100 puM).
Takto bylo mozné zaznamenat jak zvySeni, tak 1 sniZzeni u¢inku DAU.

Samotny DAU (15nM) pouzity pifi kombinacnich testech snizil bunécnou
proliferaci na pftiblizné 55 %. Vsechny testované latky snizily bunéénou proliferaci
v kombinaci s DAU oproti samotnému DAU signifikantné v obou koncentracich a to
| pfesto, ze samotné analogy v niz§i koncentraci proliferaci statisticky vyznamné
nesnizovaly. Z téchto dat proto mizeme soudit, Ze nové analogy ve vsSech pfipadech
antiproliferacni G¢inek DAU nesnizily, naopak, ve vSech ptipadech jsme pozorovali
jisty synergismus ucink.

Z namétenych vysledki vyplyva, Ze nové analogy, zejména KH-TA4, by z hlediska
jejich antiproliferac¢ni aktivity a z hlediska jejich olivnéni G¢inki ANT bylo nejspis
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mozné pouzit v praxi, avSak ani UCinek této latky se nevyrovna synergismu
pozorovanému pii kombinaci s DEX.

Aby byly poznatky o novych analozich z hlediska jejich podobnosti s DEX a ADR-
925 kompletni, zjistovali jsme jejich schopnost vyvazovat Fe z komplexu s ANT
a jejich schopnost katalyticky inhibovat aktivitu TOP2.

Chelatacni aktivita novych analogii byla hodnocena jako jejich schopnost vyvazovat
ionty zeleza z jejich komplexu s ANT, v naSem pfipadé¢ s DAU, podle jiz diive
publikované metody (Hasinoff a kol., 2003b; Simtinek a kol., 2009). Tato metoda je
zalozena na sledovani zmén absorbance komplexu ANT-Fe. Tento komplex vykazuje
specifické absorp¢ni spektrum se zvysenou absorpci pii 600 nm ve srovndni s volnym
ANT. Nejprve bylo provedeno métfeni zmény absorbance vzorkl v €ase pii 600 nm
a nésledné bylo zméteno také jejich absorpéni spektrum v rozmezi 400—650 nm.

Zjistili jsme, ze pii 600 nm je absorbance jak samotného DAU, tak i DAU s DMSO
témét nulova, proto jsme mohli pokracovat v méfeni absorbance komplexu DAU+Fe,
pfipadné komplexu s potenciondlnimi cheldtory. Métfenim absorbance samotného
komplexu bylo prokazéano, ze tento komplex absorbuje svétlo o vinové délce 600 nm,
aproto mohl byt dale testovan spolu s potencionalnimi cheldtory. Nejprve byl
ke komplexu pfidan chelator SIH (Simtinek a kol., 2008), na kterém byl demonstrovan
pokles absorbance po vyvazani Fe z komplexu s DAU. Podobny pokles absorbance byl
zaznamenan 1 po pfidani ADR-925 a JR-159, i1 kdyz u JR-159 byla vyvazovaci rychlost
niz$i nez u obou vySe zminénych latek. Ostatni nové syntetizované analogy, stejné jako
DEX, schopost vyvazovat zelezo z komplexu s DAU nevykazovaly.

Schopnost analogli inhibovat aktivitu TOP2 byla testovana za pouziti komeréné
dostupné sestavy vyuzivajici kinetoplastovou DNA jako substratu pro rekombinantni
lidskou alfa izoformu TOP2. Vyhodnoceni tohoto experimentu jsme provadéli pomoci
agardozoveé gelové elektroforézy, kde meéla substraitovd DNA S riznym stupném
nadsroubovicového vynuti riznou pohyblivost. To nadm umoznilo rozeznat
neinhibovanou reakci od inhibované, kterd se vyznacovala pfitomnosti specifického
,»zebricku®  jednotlivych topoizomerl. Prestoze tada bis-dioxopiperazini ma
antiproliferacni aktivitu, aniz by inhibovala aktivitu topoisomerasy, u DEX byl
prokazan pravy opak (Larsen a kol., 2003), a proto byl pouzit DEX jako potvrzeny
inhibitor TOP2.
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U pouzité¢ kinetoplastové DNA bylo po plsobeni samotné TOP2 ziejmé,
ze Z pivodné dvou nativnich formem DNA (jedna s nadSroubovicovymi zavity a druha
bez) vznikla pievazné jedna nativni forma — bez zavith. Po piidani DEX
ke kinetoplastové DNA s TOP2 k tomuto sjednoceni nedochdzelo a na gelu byl
viditelny specificky ,,zebticek* s Caste¢né¢ rozvinutym nadSroubovicovym vinutim.
Z4dny z analogi na elektroforetickém gelu tuto schopnost neprokazal.

Jiz v 90. letech minulého stoleti byla u DEX, razoxanu a dalSich deseti bis-
dioxopiperazinli studovana jejich cytotoxicka aktivita (na proliferujici, 1 kdyz
nenddorové bunécné lini kifeccich ovaridlnich bunék — CHO) a jejich schopnost
inhibovat TOP2 (Hasinoff a kol., 1995). Dale pak bylo zjistovano, zda se schopnost
inhibovat TOP2 projevuje Vv jejich antiproliferaéni aktivité.

Z vysledkli vyplynulo, Ze ADR-925 nema cytotoxickou aktivitu a neni schopny
inhibovat aktivitu topoisomerasy (Hasinoff a kol., 1995), podobn¢ jako prokazala i nase
meéfeni. Hodnota ICsp DEX (3 uM) byla u této bunééné linie nizsi nez ta, kterou jsme
pozorovali v naSich experimentech (1C50=33,1 uM), coz lze pravdépodobné vysvétlit
pouzitim jiného typu bunéfné linie (CHO). Ackoli z naméfenych dat vyplyva,
ze 1 dalsich devét latek kromé DEX prokazovalo cytotoxickou aktivitu, pouze DEX je
zatim jediny bis-dioxopiperazin, ktery je v praxi vyuzivan jako kardioprotektivum
(Hasinoff a kol., 1995).

Nové analogy byly ve studii zaroven hodnoceny z hlediska jejich moZného
kardioprotektivniho u¢inku v in vitro testech na izolovanych neonatalnich potkanich
ventrikularnich  kardiomyocytech a vin vitro testech na modelu chronické
antracyklinové kardiotoxicity u kralika. Vin vitro testech na neonatalnich
kardiomyocytech bylo zjiSténo, Ze Zadny znovych analoglh nemé signifikantni
schopnost kardioprotekce. Jedinou latkou, ktera byla schopnd ochranit kardiomyocyty
proti toxicité vyvolané 3-hodinovou expozici 1,2 uM DAU byl DEX, jehoZ protektivni
ucinky byly nezavislé jak na dévce (a¢inné chranil v koncentracich 10, 30 a 100 uM),
tak 1 na Case preinkubace (0, 3, 6 a 24 hodin) (Obr. 29). Jeden z novych analogii ADR-
925 (KH-TAA4) dokonce v koncentraci 100 pM zvysoval toxicitu DAU.
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Obr. 29 Graf protektivnich ucinkit DEX vici kardiotoxicité DAU

Jelikoz tradi¢né je ANT kardiotoxicita vnimana primarné jako dasledek oxidac¢niho
poskozeni kardiomyocytl, byly u novych analogi DEX a ADR-925 rovnéz sledovany
jejich protektivni schopnosti proti modelovému oxida¢nimu poskozeni peroxidem
vodiku (300 uM), aby bylo mozné porovnat protekci proti tomuto modelovému
poskozeni a inzultem vyvolanym DAU. Bylo zjisténo, Ze KH-TA4, ktery zvySoval
toxicitu DAU, vykazoval vyznamné protektivni vlastnosti proti tomuto oxida¢nimu
inzultu.

V souvislosti s vysledky dalSich experimentti hodnoticich chelataéni schopnosti
novych analogt, které byly provedeny RNDr. Pavlinou Haskovou, Ph.D a Mgr. Hanou
Jansovou, ve kterych bylo pozorovdno, ze KH-TA4 je schopen chelatovat Zelezo
a vyvazovat jej z komplexu s kalceinem, by bylo mozno spekulovat o schopnosti KH-
TA4 vazat volné intracelularni Fe, a znemoznit tak jeho katalyzu Fentonovy reakce
(Obr. 5). Jelikoz u zadného z novych analogli nebyla prokézana schopnost inhibice
TOP2, je mozné, ze mechanizmus kardioprotekce miiZze byt spojen prave s inhibici
TOP2.

I kdyz tato teorie nebyla doposud zcela spolehlivé prokazana, stidle panuje nazor,
ze DEX pusobi kardioprotektivné prostfednictvim svého hydrolyzovaného metabolitu
ADR-925, ktery chelataci kationtli Fe zabranuje vzniku oxida¢niho stresu (Hasinoff,
2002; Hasinoff a kol., 2003a). Napfi. u latky deferasirox, ktera je pouzivana v klinické
praxi (pfipravek Desferal) u chorob spojenych s chronickym pietizenim Fe, tedy

s prokazanou chelatacni schopnosti, nebyla zjiSténa za4dna protekce myocytld proti

55



kardiotoxicité¢ ANT (Hasinoff a kol, 2003b). Stejn¢ tak dalsi latky a mechanizmy, které
jsou schopné odstraniovat zorganizmu volné radikdly, nebyly schopné snizit
antracyklinovou kardiotoxicitu. Protoze bis-dioxopiperaziny, mezi které patii i DEX,
jsou schopné inhibovat aktivitu TOP2, vyskytly se domnénky, ze kardioprotekce
probiha prave pres tento mechanizmus (Hasinoff a kol., 1995; Lyu a kol., 2007).

Antiproliferativni pisobeni jak ANT tak i DEX je pravdépodobné zprosttedkovano
pies alfa izoformu TOP2. Tato izoforma je pievazujici izoformou v délicich se
anadorovych bunkéch, avSak kvili nizké specifit¢ téchto latek je pravdépodobné,
ze mohou ovlivnit také aktivitu beta izoformy TOP2, piestoze jejich tc¢inek na tento
enzym nebyl jesté¢ dostatecné prozkouman, pravdépodobné proto, ze beta izoforma
TOP2 byla objevena relativné nedavno a jeji funkce a role v biochemickych nebo
regulacnich pochodech organizmu neni jesté zcela objasnéna.

Beta izoforma TOP2 je na rozdil od alfa izoformy pfevazujici v termindlné
diferencovanych a nedélicich se bunkach, jako jsou napi. kardiomycyty. Tyto bunky
jsou zarovenn velmi naro¢né z hlediska exprese specifickych proteintt (Vavrova
a Simfinek, 2012). V souvislosti s velkou naroénosti kardiomyocytli na expresi
specifickych proteint, at’ uz se jedna o kontraktilni proteiny nebo i o mitochondrialni
enzymy ucastnici se oxidativni fosforylace, je dal§i mozny mechanizmus ANT
kardiotoxicity, stejn¢ jako kardioprotekce pomoci DEX, pfisuzovan jejich interakci
s beta izoformou TOP2.

Katalytickd aktivita izoenzymi je podobnd, jednotlivé izoformy se od sebe lisi
hlavné regulaci. TOP2a hraje dileZitou roli v buné&ném cyklu, protoze se podili
na replikaci DNA, kondenzaci a dekondenzaci chromozomil a segregaci sesterskych
chromatid, a proto se vyskytuje hlavné u dé¢licich se a nddorovych bun¢k. TOP2f se
naopak nachazi u vSech bunék, vcetné postmitotickych, a jeho aktivita neni tak pfisné
regulovana v priibéhu celého bunééného cyklu (Vavrova a Siminek, 2012).

Lyu a kol. (2007) ve své studii zkoumali, zda by mohl DEX ptedchazet
antracyklinovému poSkozeni DNA pravé prostfednictvim TOP2B. Ve studii bylo
nejprve prokazéano, ze zatimco katalytické inhibitory TOP2 dokaZou snizit poskozeni
DNA zpusobené antioxidanty, jako napf. vitamin C a N-acetylcystein, tuto toxicitu
neinhibuji. Na zakladé téchto vysledkii autofi usuzuji, Ze oxidacni stres nemusi byt
pticinou Kkardiotoxicity ANT. V této studii bylo také zjisténo, ze poskozeni DNA ANT
je blokovano inhibitory proteasomu (napt. bortezomib a MG132) a Ze k poskozeni DNA
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dochdzi pouze v buiikach, ve kterych nedoslo k depleci TOP2p. Z namétenych vysledkt
pak autofi usuzuji, ze ANT poskozuji DNA prave prostiednictvim enzymu TOP2 (Lyu
a kol., 2007).

57



[.Zavéry

Vysledky antiproliferacnich experimentti, hodnoceni novych analogh DEX
a ADR-925 z hlediska jejich chelatacni aktivity a jejich schopnosti inhibovat TOP2
ve srovnani s DEX a ADR-925 ziskané vramci této diplomové prace spolu
s dalsimi daty o téchto novych latkach, ziskané mymi kolegy z Farmaceutické
a Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, ndm umoznily ziskat novy nahled
na pusobeni DEX jako kardioprotektiva. Tyto vysledky pfrispély také k diskusi
0jeho mozném ovlivnéni antiproliferatniho u¢inku ANT a vyznamnou meérou
prispely také ke sméru, jakym by se mohla ubirat dals$i syntéza novych analogii

DEX s lepSimi farmakologickymi vlastnostmi.
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8.Seznam zkratek

-O7" — superoxid radikal

‘OH — hydroxylovy radikal

ANT — antracykliny

ATP — adenosintrifosfat

DAU - daunorubicin

DEX — dexrazoxan

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleotidova kyselina

Fe — zelezo

ROS — reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

TOP2 — topoisomeraza II
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