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Uvod

V terapii nadorovych onemocnéni je jiz nékolik desetileti zndma cisplatina, jejiz
protinadorova aktivita byla prokazana v roce 1969. V souvislosti s jejim GspéSnym vyuzitim, ale
hlavné s cilem snizit negativni ucinky na lidské zdravi je z4jmem védy syntetizovat dalsi
analoga této slouceniny. V nedavné dobé byly testovany derivaty jejiho neaktivniho
geometrického isomeru — transplatiny. Objevuji se i u¢inna analoga platinovych derivatt druhé
generace — karboplatiny a oxaliplatiny. Bylo prokazano, Ze nékteré latky ze skupiny derivata
platiny s protinadorovou aktivitou inhibuji cytochromy P450 — enzymy, které se ucastni
dalezitych biosyntetickych reakci a reakci I. faze biotransformace xenobiotik, hlavné [éCiv.
Metabolismus 1é¢iva mize byt omezen pii soucasném podani s protinddorovou latkou, ktera
inhibuje formu cytochromu P450 podilejici se na jeho biotransformaci. Prokazana inhibice
mize znemoznit nebo omezit vyuziti potencidlniho 1éCiva.

Tato prace je studiem interakei cytochromti P450 se Ctyfmi derivaty oxaliplatiny obsahujicimi
roskovitin anebo jeho methoxy-derivat jako ligand. Roskovitin je selektivnim inhibitorem
cyklin-dependentnich kinas — enzymu regulujicich bunéény cyklus, ktery byl nedavno uspésné
testovan in Vvivo u pacienti s nadorovym onemocnénim plic. Vysledky studia poskytuji
informace o interakcich téchto latek s cytochromy P450 a pfispivaji tak k posouzeni moznosti

vyuziti téchto latek v terapii s ohledem na lékové interakce.



Teoreticka Cast

1. Lidské cytochromy P450

1.1 Uveod

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) oznacuje velkou skupinu enzymi ucastnicich se
na dialezitych biosyntetickych a biotransformacnich reakcich. Je mozné predpokladat, ze tato
skupina enzymd je pfitomna ve vSech zivych organismech, jelikoZ formy cytochromu P450 byly
nalezeny u bakterii (S vyjimkou enterobakterii, napi. Escherichia coli, Salmonella typhimurium)
(Guengerich , 2003), rostlin a riznych zivoéisnych druhti. Z evolu¢niho hlediska se jedna o
velmi stary systém hemoproteint, ktery se objevil mnohem dfive nez napf. hemoglobin
(Stiborova, 1999).

U bakterii je pocet znamych objevenych forem cytochromii P450 vice nez 20
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Predpoklada se, ze mikroorganismy vyuzivaji tyto
enzymy k hydroxylaci organickych latek, které po této aktivaci mohou slouzit jako zdroj energie
(Stiborova, 1999). Celkovy pocet cytochromi P450 u rostlin, ur¢eny studiem genomu
Arabidopsis thaliana pievysuje ¢islo 300. Rostlinné cytochromy P450 jsou zahrnuty v syntéze
pigmenti a rostlinnych regulatori a Vvsyntéze rostlinnych toxint (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001).

Na lidské cytochromy P450 se soustfed’uje nejvétsi pozornost. V lidském genomu se
doposud podatilo identifikovat 57 gend pro rizné formy cytochromt P450 (Guengerich, 2003),
které lze zatadit do 18 rodin a 43 podrodin. Tyto enzymy jsou zahrnuty v biosyntéze
nizkomolekularnich latek s regulacni funkci, jako jsou steroidy, prostaglandiny, tromboxan,
derivaty mastnych kyselin a derivaty kyseliny retinové, které se ucastni na riznych trovnich
procest v lidském organismu. Lidské cytochromy P450 hraji dulezitou roli i v biotransformaci
endogennich, ale zejména exogennich latek. Exogennimi substraty téchto enzymi jsou
xenobiotika. V prvni fazi biotransformace jsou pfeménovany na polarné€jsi produkty, které pak
mohou byt vylouceny z organismu a nedochazi k jejich bioakumulaci.

Pievazna vétSina lidskych cytochromi P450 podilejicich se na oxidaci xenobiotik je
exprimovana v jatrech. Cytochromy P450 mohou byt produkovany i v mimojaternich tkanich —
v mozku, plicich, ledvinach, kizi (napt. CYP3A4). VétSina je vazana na membranu

endoplasmatického retikula, 5 ztéchto enzymi se primarné vyskytuje Vv mitochondriich
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(Guengerich, 2002). Jatra jsou hlavnim oxida¢nim mistem 1é¢iv a jinych xenobiotik. I navzdory
nizkym koncentracim cytochromti P450 v extrajaternich tkanich hraji i tyto enzymy dulezitou

roli v metabolismu.

Majoritni zastoupeni v biotransformaci xenobiotik maji formy cytochromti P450 patfici
do rodin 1-3, konkrétné formy CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1l a CYP3A4. Procentualni podil jednotlivych forem na biotransformaci
zahrnuje tab.1.

Tab.1 Podil jednotlivych forem cytochromii P450 na metabolismu 1é¢iv u ¢loveka

cyp zastoupeni podil na
v jatrechv % biotransformaci v %

1A2 12 3

2A6 4 <1

2B6 0,2 <1

2C 20 15

2D6 4 25

2E1 6 1

3A4 30 53

Upraveno dle: Kvétina & Grundman ( 2003)

1.2 Nazvoslovi

Pojmenovani cytochrom P450 ma ptvod v charakteristické vlastnosti téchto enzymd,
kterou je UV absorbéni maximum pii 450 nm pokud jsou v komplexu s oxidem uhelnatym a
v redukované formé. Velké mnozstvi objevenych genli cytochromii P450 si vynutilo zavedeni
jednotné nomenklatury, ktera je zaloZzena na shodé sekvenci aminokyselin v proteinovém fetézci

jednotlivych forem.

Od roku 1991 je pouzivano oznaceni CYP, které je nasledovano arabskou ¢Eislici oznacujici
¢islo rodiny, napf. CYP21 (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Toto cislo je spojeno
s funkci enzymu (v konkrétnim piikladé enzym pusobi jako steroid-21-hydroxylasa) anebo je
voleno zcela libovolné. Enzymy nalezici do jedné rodiny by mély mit podobnou sekvenci

aminokyselin, limitem je 40% shody. Rodiny jsou dale diferencovany na podrodiny. Toto
-9-



¢lenéni je zalozeno na vyssi shodé sekvenci, ktera ¢ini 55%. Podrodiny v ramci jedné rodiny
jsou nasledné znaceny napi. CYP3A, CYP3B apod. Individualni ¢lenové rodiny nebo podrodiny
jsou znaceny arabskou Cislici, napt. CYP3A4, CYP3A7. Pro oznaceni nového individualniho
¢lena by se méla nova sekvence cytochromu P450 liSit o vice nez 3%. (Anzenbacher &

Anzenbacherova, 2001)

1.3 Studované formy cytochromii P450

1.3.1 Cytochrom P450 1A2

Cytochrom P450 1A2 po dlouhou dobu znamy jako P-448 byl prvné charakterizovan
Vv jaternich mikrosomech u potkana po indukci methylcholanthrenem (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001). Diive se piedpokladalo, Ze je tento enzym ,,zlym* P450 enzymem,
ktery je odpovédny za nezadouci uCinky, jako je aktivace polycyklickych aromatickych
uhlovodikti (PAH) a jinych karcinogennich toxickych latek. U ¢loveka nalezneme 2 ¢leny
CYP1A podrodiny: CYP1A1 a CYP1A2. Prvni je lokalizovan v mimojaternich tkanich a
Vv jaterni tkani pfitomen pouze v malych mnozstvich po indukci, napf. latkami obsazenymi
v cigaretovém kouti. CYP1A2 je hlavné jaternim enzymem, jehoz substraty jsou aromatické
aminy a PAH. Vétsina 1é¢iv metabolizovanych CYP1A2 je substratem i jiného cytochromu
P450 a jejich metabolicka draha je obvykle velmi slozita.
Je znamo, ze hladina CYP1A2 se méni v zavislosti na slozeni stravy. Pro piiklad, rostliny
Celedi Brassicaceae zvySuji aktivitu a rostliny éeledi Apiaceae snizuji aktivitu CYPLAZ2.
Substraty CYP1A2 jsou malé planarni molekuly, pfevazné slabé baze (Anzenbacher &

Anzenbacherova, 2001).

1.3.2 Cytochrom P450 2A6
Cytochrom P450 2A6 u c¢lovéka tvoii 4% z celkového mnozstvi P450. Metabolizuje

substraty, které vyznamné ovliviiuji lidské zdravi, napf. nikotin, nitrosaminy, kumarin, latky

pouzivané pii 1é¢bé AIDS ( zidovudin, azidothymidin) (Stiborova, 1999).

-10 -



1.3.3 Cytochrom P450 2B6

Hladina cytochromu P450 2B6 v lidském organismu je velmi nizka. Z celkového
mnozstvi P450 tvofi CYP2B6 pouze 0,2% a hraje vyznamnou roli v metabolismu

protinadorovych 1é¢iv jako jsou cyklofosfamid a ifosfamid (Stiborova, 1999).

1.3.4 Cytochrom P450 2C

Tato podrodina CYP enzymut zahrnuje 4 hlavni ¢leny: CYP2CS, CYP2C9, CYP2C10,
CYP2C19. Prvni z enzymi se nejevi jako moc diilezity v metabolismu 1é¢iv, ukézalo se, Ze
jeho substraty jsou pouze kyselina retinova (tretinoin), warfarin a paklitaxel. Na druhé strané,
CYP2C9 a CYP2C19 metabolizuji zna¢né¢ dulezitd 1éciva. CYP2C10 se 1isi od CYP2C9 malo
ve struktuie a substratové specifité a tyto dva enzymy se Casto vyskytuji spole¢né. Typickymi

Substraty CYP2C9 jsou lipofilni latky aniontového charakteru. Substraty CYP2C19 jsou
neutralni nebo slabé bazické a stiedné lipofilni molekuly schopné Gcastnit se tvorby vodikové

vazby. (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001)

1.3.5 Cytochrom P450 2D6

Cytochrom P450 2D6 je v lidském organismu Kvantitativné malo zastoupen, avSak
Vv podilu na metabolismu 1é¢iv obsazuje druhé misto po CYP3A4. Tato forma cytochromu P450
je mezi lékafi a jinymi zdravotnimi specialisty pravdépodobné nejpopularnéjsi, a to pro jeho
geneticky polymorfismus. Ten zplsobuje piitomnost 3 hlavnich fenotypli oxidativniho
metabolismu 1éCiv tohoto enzymu. Tyto 3 fenotypy jsou klasifikovany jako pomali
metabolizatofi, rychli metabolizatofi, a ultrarychli metabolizatoti (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001).

Substraty CYP2D6 enzymu maji schopnost vazat bazicky atom (dusiku), coz vedlo ke
spekulacim, Ze vaktivnim mist¢ obsahuje karboxylovy zbytek. (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001)

-11 -



1.3.6 Cytochrom P450 2E1

2E podrodina je prezentovdna u ¢loveéka v jedné forme oznacené jako 2E1. Tento enzym
je znamy pro ucast v metabolismu etanolu a acetonu. CYP2EI se ucastni i metabolismu mnoha
malych molekul jako jsou halogenované uhlovodiky, acetaldehyd, benzen a styren. Z 1é¢iv je
tento enzym schopen metabolizovat i tékava anestetika jako je halotan, enfluran, isofluran
chlorzoxason a dalsi. Jinou skupinou substratdt CYP2EL jsou nitrosaminy. Je znamo vice nez
deset genit CYP2EL, z nichz nékteré jsou spojeny s tvorbou proteinti s pozménénou aktivitou.
Aktivita CYP2E1 mutze poklesnout ucinkem nékterych latek obsaZzenych v potravinach, jako je
napiiklad diallylsulfat obsazeny v Cesneku nebo v cibuli (Anzenbacher & Anzenbacherova,
2001). Jako substraty CYP2E1 vystupuji malé molekuly, hydrofilni a neutralni povahy. Se
substratem jsou V aktivnim misté tvofeny jedna nebo dvé vodikové vazby. (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001)

1.3.7 Cytochrom P450 3A4

vvvvvv

1é¢iv u ¢lovéka. Jeho dulezitost nevyplyva pouze z jeho hladiny v jatrech, ktera mize dosahnout
az 60% z celkového cytochromu P450, ale hlavné z ucasti v metabolismu vétsiny 1éCiv se
znamou metabolickou drahou. Nanestésti se jedna o nestabilni enzym s komplikovanym
mechanismem uc¢inku, coz pfispiva ke ztizeni moznosti studia in vitro. Jak vyplyva z hladiny
znamého endogenniho metabolického produktu 6B-hydroxykortisolu, aktivita enzymu CYP3A4
se méni béhem dne, a to Smaximem vefer mezi 17 a 21 hodinou (Anzenbacher &
Anzenbacherova, 2001).

Spektrum znamych 1é€iv, které jsou metabolizovany enzymem CYP3A4 je velmi Siroké.
Z 1é&Civ, které jsou substraty CYP3A4  jsou to hlavné blokatory kalciovych kanalt
dihydropyridinové struktury (napf. nifedipin), néktera makrolidova antibiotika (napf.

erytromycin) a azolova antimykotika (napft. klotrimazol, ketokonazol).
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1.4 Struktura

Struktury forem cytochromi P450 se vyznacuji spoleénymi znaky a na obecné trovni
jsou si velice podobné. Proteinova struktura je zalozena na sérii helixti a smycek. Helixy jsou
oznaceny pismeny A az L. Helixy I a L jsou kontaktnim mistem pro hem. Residua helixu B a
helix T jsou vazebnym mistem pro substrat. Jinym helixem, ktery je kontaktnim mistem pro

substrat je helix F (Guengerich, 2002 ) ( obr. 2).

Nejkonzervativngjsi ¢asti sekvence cytochromu P450 je oblast obsahujici cystein, ktery
vystupuje jako thiolatovy ligand hemového Zeleza. Do téchto mist vedly zasahy pfi
experimentech s mistné fizenou mutagenezi ke zméné katalytické selektivity (Guengerich,
2002). Tato sekvence je unikatni pro kazdy cytochrom P450 a je identifika¢nim znakem.

Dalsi strukturn€ vysoce konzervativni ¢ast predstavuje oblast kolem treoninu, ktery spolecné se

sousedni kyselinou glutamovou tvofi ¢ast transportniho protonového systému (viz. kapitola 1.5).

Obr.2 Struktura cytochromu P450 2D6

( ptevzato z Rowland et al. ( 2005), Crystal structure of human cytochrome P450 2D6, J. Biol. Chem.,
281,p. 7618 )

-13-



1.5 Katalyticka aktivita a reaktivita

Obecny zdklad katalytické aktivity cytochromd P450 znazoriiuje obr.3. Dilezitym
enzymem kooperujicim s cytochromem P450 je flavoprotein NADPH-cytochrom P450-
reduktasa (EC 1.6.2.4). Enzym ma dvé domény - flavinadenindinukleotid FAD a
flavinadeninmononukleotid FMN. FAD pfijima dva elektrony, které jsou nutné k redukci
cytochromu P450 v jeho enzymatickém cyklu z NADPH a ptes FMN je pfenasi na cytochrom
P450. Obecné lze tento proces vyjadiit FADH/ FMNH, — FADH / FMNH' (Guengerich,
2002).

MADPH: otochrom P40 reduktesa =

NADPH: oytochrom P45D redukiesa ™

Obr. 3 Katalyticky systém cytochromu P450

( ptevzato z Guengerich P. (2002) Cytochromes P450 In Enzyme systems that metabolise drugs and other
xenobiotics (Costas loannides, ed.), J. Wiley & sons, Chichester, UK)

Ve strucnosti, zelezity ion hemu vaze substrat v kroku 1. Ve druhém kroku je
transportovan jeden elektron z enzymu NADPH-cytochrom P450 - reduktasa na cytochrom
P450 a zelezity ion je redukovan na ion Zeleznaty. Tteti krok zahrnuje vazbu kysliku na
zeleznaty ion. V kroku 4 je druhy elektron z NADPH-cytochrom P450-reduktasy transportovan

na komplex Fe*"-O,. Bylo prokazano, Ze v nékterych ptipadech miize mit tento elektron pavod
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v cytochromu bs (Guengerich, 2002). Pty krok zahrnuje protonizaci Fe?*-O, komplexu na Fe*'-
OOH, kterou zprostiedkovava Thr/Asp/H,O transportni systém. V kroku 6 dochazi
K heterolytickému 3tépeni vazby O-O v komplexu za vzniku FeO*. Sedmy krok zahrnuje
oddéleni vodikového atomu, pfipadné nevazebného nebo m elektronu ze substratu a nasledné
krok 8 poskytuje produkt cyklu. Ten je uvolnén v kroku 9, kdy soucasné dochazi k regeneraci
pocatecného zelezitého iontu, ktery pak mtize vazat dalsi substrat.

Driivejsi studia reaktivity cytochromi P450 byla zaloZena na hledani malé mobilni
molekuly oxida¢niho ¢inidla, napt. superoxidu O,. Z pohledu dnes$ni védy je odpovédi na
otazku reaktivity cytochromt P450 interakce substratu s Fe-O komplexem (Guengerich, 2002).

Cytochromy P450 katalyzuji oxidaéni pfemény substratu. K t€émto reakcim patii
aromatickd a alifaticka hydroxylace typickd pro alkany a steroly, dehydrogenace,
jednoelektronova  redukce a oxidace typickd pro PAH, oxygenace heteroatomii
Vv heterocyklickych slouceninach, oxidativni deaminace, epoxidace, dehalogenace, dealkylace,
oxidace olefinit a alkynii a oxidace aromatickych cykli, ktera je typicka nejen pro cytochromy
P450, ale také pro mnoho dalsich enzymu ze skupiny oxygenas (Guengerich, 2002).
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2. Interakce cytochromu P450 se xenobiotiky

2.1 Uvod

V klinické praxi ptedstavuje interakce cytochrom P450 se xenobiotiky komplexni
problém. Jeho feSeni pfedchazi otazka efektu xenobiotik na aktivitu téchto enzymd, ktery se
projevuje v indukci nebo v inhibici metabolismu. Vysledek mize pti soucasném podani dvou
latek vést k 1ékové interakei. Lékova interakce je proces vzajemného ovlivnéni dvou 1é€iv, ktery
se projevuje méfitelnymi zménami v trvani a sile jejich u€inku. Mlze vznikat jak na urovni
inhibice, tak na trovni indukce a muze byt nezadouci anebo cilena (napf. podavani antidot
Kk zeslabeni pusobeni jedu nebo jeho vylouéeni z organismu, kombinovana 1é¢ba pomoci
cytostatik vedouci ke zvyseni jejich ucinku).

Studium téchto interakci poskytuje cenné informace potiebné k volbé davkovani 1é¢iva

a k posouzeni ptipadnych kontraindikaci.

2.2 Indukce

U nékterych forem cytochromi P450 byla prokazana indukce jejich aktivity ptisobenim
latek odlisnych od jejich substrati (ptiklady nékterych znamych induktorti uvadi tab. 2). Tento
efekt miize mit vazné nasledky spocivajici v nepfiznivé extenzivni biodegradaci. Zvyseni
aktivity nebo hladiny cytochromti P450 mize byt také disledkem vlivu pfijimané potravy nebo
kouteni.

Ptikladem, kdy podani latky zptisobuje indukci konkrétniho cytochromu P450 je
uzivani barbiturath a né€kterych steroidfi, které indukuji CYP3A4 (Kousalova et al., 2003).
Soucasné podani téchto latek s jinym lécivem zpusobi jejich zvySenou metabolizaci a proto je
potfebna zvysend davka tohoto 1éCiva.

Jinym zajimavym piikladem je duasledek, ktery byl pozorovan pii souasném podani
imunosupresiva cyklosporinu A a extraktu z tfezalky te¢kované pacientovi po transplantaci.
Pisobeni latek obsazenych vtomto extraktu vyvolava indukci CYP3A4, a to se projevi
v poklesu hladiny imunosupresiva, které je substratem tohoto enzymu. To miZe vést az

k odvrzeni transplantatu v disledku selhani 1é€by (Mai et al., 2000).
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Tab. 2 Ptiklady induktort cytochromt P450

CcYp Induktor

1A1 PAH

1A2 PAH, nitrosaminy

2B6 fenobarbital
2C8/9/10 rifampicin, barbituraty

2D6 dexamethazon

2E1 etanol, isoniazid

3A4 rifampicin, barbituraty,

extrakt tfezalky teckované

Upraveno dle: Kvétina & Grundman (2003)

2.3 Inhibice

Jsou znamy latky, které pusobi jako inhibitory cytochromti P450 s riznym stupném
selektivity. Nejedna se pouze o 1éCiva, ale také o pfirodni latky, které jsou béznou
soucasti stravy (naringenin nebo jiné flavonoidy) (Guengerich, 1992). Typickym ptikladem jsou
latky obsazené v grapefruitové $tavé. Inhibice metabolismu 1é¢iva se projevuje jeho zvySenou
koncentraci v plasmé, zatimco koncentrace metabolitu je snizend. Inhibitory mohou byt
klasifikovany na zakladé mechanismu jejich ptisobeni a zahrnuji kompetitivni i nekompetitivni
inhibitory.
Kompetici je soucasné podani dvou I1éCiv, které soutézi o vazbu v aktivnim miste
metabolizujiciho enzymu. Obecné pak jedno 1é€ivo je inhibitorem lé¢iva druhého. Jako ptiklad
1ze uvést kompetici blokatort kalciovych kanalt dihydropyridinové struktury ( napt. nifedipin)
a prokinetika cisapridu (Kousalova et al., 2003).
Soucasné podavana 1é¢iva nemusi byt substratem stejného cytochromu P450. Jeho aktivita vSak
muze byt 1é¢ivem ovlivnéna, a to vede k 1€kové interakci.

Prehled nékterych znamych inhibitorti cytochromt P450 uvadi tab. 3.
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Tab. 3 Priklady inhibitorti cytochromit P450

CcYp Inhibitor
1A2 amitriptylin,imipramin,
norfloxacin, ofloxacin
2B6 fluvoxamin
2C19 amitriptylin, imipramin
2D6 metadon, haloperidol,
rotinavir, cimetidin
3A4 verapamil, naringenin

Upraveno dle: Kvétina & Grundman (2003)
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3. Studium inhibice cytochromt P450 derivaty platiny

3.1 Cisplatina a jeji derivaty

Protinadorova aktivita cisplatiny (cis-diammindichloroplatnatého komplexu) je znama
uz od roku 1969 (Rosenberg et al., 1969). V souvislosti s uspéSnym vyuzitim této latky jako
protinadorového 1éc¢iva méli védci Vv poslednich desetiletich snahu syntetizovat dalsi analoga
této slouceniny. Jejich cilem bylo rozsifit moznosti 1é¢by, predchazet klinické rezistenci na
pouzivana protinadorova lé¢iva a vyvinout latku, ktera odstrani nedostatky v terapii cisplatinou,
které reprezentuje hlavné neurotoxicita a nefrotoxicita. Ta byla prokazatelna i u dalSich
syntetizovanych derivati platiny, nicméné¢ mechanismus podmitiujici tento efekt nebyl
objasnény. Jedna zmoznosti vysvétleni tohoto plisobeni zahrnuje tvorbu reaktivnich
kyslikovych radikald béhem jejich metabolizace, které mohou zpusobit oxidativni poskozeni
biomembran, peroxidaci lipidu a iniciaci apoptézy (Matsushima et al., 1998).

Protinadorova terapeuticka aktivita derivati platiny je zalozena na kovalentni
modifikaci DNA. Publikovano bylo mnoho studii, které dokumentuji strukturu riiznych aduktt
platnatych komplext s DNA a jejich cytostaticky vliv, napt. vliv na replikaci DNA (Brabec et
al., 2002).

V soucasné dob¢ se pozornost soustied’uje na dva derivaty platiny, které se fadi do tzv.
druhé generace platnatych komplexii a které predstavuji alternativu Vv 1é¢b&é nadorovych
onemocnéni — karboplatinu a oxaliplatinu. K tomu pfispivaji nizsi projevy toxicity a predevsim
u¢inky nedosazitelné v terapii cisplatinou (Chabner et al., 2006). Vysledky studii prohlubuji
hypotézu, podle které je strukturdlni modifikace cisplatiny moznosti ovlivnéni a rozsifeni
spektra uéinnosti jeji derivati (Brabec & Kasparkova, 2002).

Karboplatina ( cis-diammin-cyklobutan-1,1"-dikarboxylatoplatnaty komplex) je naproti
cisplating, ktera je u¢inna hlavné pii 1écbé karcinomu varlat, Gspé$né vyuzivana v terapii
karcinomti plic a mocového méchyte. Oxaliplatina (diammin-cyklohexan-oxalatoplatnaty
komplex ) je feSenim problému spojeného s resistenci nadorti a bunécnych linii. Je prvnim
protinadorovym komplexem ze skupiny derivati platiny s prokazatelnou uspesnosti v 1écbe
karcinomu vaje¢nikd (Brabec & Kasparkova, 2002). Struktury popsanych derivati platiny jsou

znazornéné na obr.4.
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Obr.4 a. cisplatina, b. transplatina, c. oxaliplatina, d. karboplatina

Moznost vyuziti v protinddorové terapii nalézaji i derivaty transplatiny (trans-
diammindichloroplatnatého komplexu) - netcinného geometrického isomeru cisplatiny.
Nedavno byla predstavena skupina téchto sloucenin, které vykazuji cytotoxickou aktivitu. Jejich
struktura je prezentovana substituci vodikového atomu aminoskupiny transplatiny zbytkem
kratkého alifatického fetézce, napf. 2-metylbutyl- nebo sek-butyl-anebo substituentem

komplexngjsi struktury, kterym je napt. hydroxymethylpyridin. (Masek et al., 2009).

3.2 Efekt platinovych komplexii na aktivitu cytochromi P450

vvvvvv

derivat platiny inhibuji aktivitu cytochromi P450 (Ando et al., 1998). V dusledku inhibice
téchto 1éciva-metabolizujicich enzymli mlize dochazet k Iékovym interakcim pii soucasném
podani protinadorové latky a latky s jinym terapeutickym efektem.

Cisplatina a jeji derivaty vykazuji ve srovnani s derivaty transplatiny mensi efekt na
aktivitu vybranych forem cytochrom@ P450, a to je z hlediska 1ékovych interakci pozitivni pro
moznost jejich vyuziti (Masek et al., 2009). Zadna anebo minimalni inhibice byla prokazana u
carboplatiny a oxaliplatiny, a vzhledem k tomu je i pouziti téchto latek povazovano za bezpecné
(Masek et al., 2009).

Pozornost je vénovana i derivatim transplatiny, které predstavuji moznost feSeni

rezistence na cisplatinu. Jejich pusobeni se do zna¢né miry 1isi od ptisobeni cisplatiny,
-20 -



vyznacuji se hlavné odlisnostmi na urovni vazby na DNA a vyssi cytotoxicitou (Prokop et al.,
2004). Dulezité je ale zejména to, ze vykazuji mnohem vyssi interakci s cytochromy P450 nez

derivaty zalozené na cis geometrii (Masek et al., 2009).

3.3 Studované derivaty oxaliplatiny

Vliv oxaliplatiny na aktivitu cytochromti P450 je minimalni. To je z hlediska Iékovych
interakci pozitivum pro jeji terapeutické vyuziti.

Experimentalni ¢ast této prace se soustfed’uje na studium interakci cytochromii P450 s
nékterymi derivaty oxaliplatiny. Ligandem ve struktufe oxaliplatiny je roskovitin (6-
benzylamino -2- [ (1-hydroxymethyl)propyl-amino] — 9 —isopropylpurin ) (obr.5b) anebo jeho
methoxy-derivaty (obr.6).

Roskovitin je odvozeny od rostlinného hormonu 6-benzylaminopurinu. Patii do skupiny
2,6,9-trisubstituovanych purinti. Radi se mezi latky inhibujici cyklin-dependentni kinasy (CDK)
— proteiny regulujici bunécny cyklus, které se tak ucastni i v nadorové transformaci. Nedavno
byl uspésné testovan in vivo u pacientl s nadorovym onemocnénim plic (Travnicek et al., 2010).
Prvnim 0¢innym inhibitorem ztéto skupiny byl olomoucin (6-benzylamino -2- [ (2-
hydroxyethyl)amino] — 9 — methylpurin) ( obr.5a) ( Vesely et al., 1994) se selektivnim

pusobenim na nékteré CDK.
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Obr. 5 Struktura a. olomoucinu, b. roskovitinu
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Seznam pouZitych zkratek

ACN - acetonitril

CDK - cyklin-dependentni kinasy

CYP
ISO -
IDH -
PAH -
RFU -
RLU -

cytochrom P450

isocitrat

isocitratdehydrogenasa
polycyklické aromatické uhlovodiky
relativni jednotka fluorescence

relativni jednotka luminiscence
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