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SUHRN

Skrining cytotoxicity in vitro a mechanizmus pdsobenia prirodnych a synteticky pripravenych latok
vyuziteInych v chemoterapii nadorov

Cielom price je poskytnuf stru¢ny prehlad o aktudlnej situdcii v oblasti skriningu cytotoxického ucinku
a mechanizmu pdsobenia prirodnych a syntetickych latok vyuZzitelnych v chemoterapii nadorov. Medzi v sicas-
nosti najcastejsie sa vyskytujlce a najzavaznejsie ochorenia patria onkologické ochorenia, ktoré predstavuju pre
¢loveka zivot ohrozujuce riziko. Vaznou komplikaciou protinddorovej terapie je neadekvétna terapeuticka odpo-
ved, ktord je zapricinend rezistenciou Tudského organizmu na pouzivané lie¢ivéd, chemoterapeutika. A prave rezi-
stencia je jednou z hnacich sil, ktoré nds neustdle nitia vyhladavat nové protinddorovo uéinné lieciva, ¢i uz pri-
rodného alebo syntetického povodu. Dnes sa beZne a rutinne pouZiva na vyhladavanie novych potencidlnych
cytostatik primarny skrining in vitro, pri ktorom sa r6znymi metédami sleduje citlivost nadorovych buniek ras-
ticich in vitro na cytotoxické latky. Vlastnosti potencidlnej protinddorovej zluceniny st charakterizované roz-
nymi parametrami, medzi ktoré patri antiproliferacna aktivita, sledovanie $trukturalnych a funkénych zmien
cytoplazmovej membrény, zmien v obsahu bunkovych proteinov, resp. nukleovych kyselin, zmien metabolizmu
buniek, zmien bunkového cyklu, indukcia apoptdzy, enzymova aktivita (dihydrofolatreduktazy, proteindz, pro-
teinkindz, topoizomeraz, tymidylatsyntetazy), vplyv na mitochondrie, cytoskelet bunky, telomerazova aktivita
atd. Sledovanim tychto parametrov stcasne sledujeme aj mechanizmus tc¢inku cytotoxicky uc¢innej latky.

KTucové slova nadorovd transformacia buniek — cytotoxicita — smrt bunky — bunkovy cyklus —
cytoskelet
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SUMMARY

Cytotoxicity Screening and Mode of Action of Natural and Synthetically Prepared Compounds Usable in
Tumour Chemotherapy

The paper reviews the current approaches to cytotoxic effect screening and mode of action of natural and
synthetic compounds usable in tumour chemotherapy. Oncological diseases belong to the most frequently
occurring and the most serious diseases that threaten millions of human lives. A serious complication of
anticancer therapy is an inadequate therapeutic answer which is caused by the resistance of the human organism
to the employed drugs, chemotherapeutic agents. Therefore the resistance is one of the driving forces which
constantly force us to search for new anticancer effective drugs of natural or synthetic origin. Primary screening
in vitro, in which by different methods the sensitivity of cancer cells growing in vitro to cytotoxic compounds
is monitored, is commonly and routinely used for searching for new potential cytostatics today. The properties
of a potential anticancer compound are characterized by different parameters, which include antiproliferative
activity, monitoring of structural and functional changes in the cytoplasmic membrane, changes in cell proteins
and nucleic acids content, cell metabolism changes, cell cycle changes, induction of apoptosis, enzymatic
activity (dihydrofolate reductase, proteinases, proteinkinases, topoisomerases, tymidylatsynthetase), effect on
mitochondria, cell cytoskeleton, telomerase activity, etc. By monitoring these parameters, the mode of action of
a cytotoxically effective compound can be followed up.
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Medzi v sicasnosti najcastejsie sa vyskytujice a najza-
vaznejSie ochorenia patria onkologické ochorenia, ktoré
predstavuji pre cloveka Zivot ohrozujuce riziko. VaZnou
komplikaciou protinddorove;j terapie je neadekvatna tera-
peuticka odpoved, ktora je zapriinena rezistenciou lud-
ského organizmu na pouzivané lie€ivd, chemoterapeutika.
A préve rezistencia je jednou z hnacich sil, ktoré nas neu-
stale nutia vyhladavat nové protinddorovo tcinné lieciva,
¢i uz prirodného alebo syntetického pdvodu.

V ramci stratégie vyhladavania novych protinddoro-
vych latok sa vyskum ststreduje na dva hlavné pristupy,
na zlepSenie farmakologickych a terapeutickych vlast-
nosti klasickych cytostatik a vyvoj novych ucinnych
latok zasahujicich do bunkovej proliferacie, signdlnych
drah, regulaénych procesov, procesov metastizovania
atd. Vlastnosti potencidlnej protinddorovej zliceniny si
charakterizované ré6znymi parametrami, medzi ktoré pat-
ri antiproliferatna aktivita, sledovanie Strukturdlnych
a funkénych zmien cytoplazmovej membrany, zmien
v obsahu bunkovych proteinov, resp. nukleovych kyse-
lin, zmien metabolizmu buniek, zmien bunkového cyklu,
indukcia apoptézy, enzymova aktivita (dihydrofolatre-
duktazy, proteinaz, proteinkindz, topoizomeraz, tymidy-
latsyntetazy), vplyv na mitochondrie, cytoskelet bunky,
telomerazova aktivita atd. Sledovanim tychto paramet-
rov stcasne sledujeme aj mechanizmus ucinku cytoto-
xicky ucinnej latky.

Nové cytotoxické a biologické latky s réznymi mecha-
nizmami ucinku sa vyznacujui protinddorovou aktivitou
tak, Ze zasahuju molekulové drahy a mechanizmy ,,pre-
zitia” nadorovej bunky. A prave v poslednych rokoch je
jednou z hlavnych tém vyskumu bunkovej a molekulove;j
bioldgie, ako aj experimentdlnej onkoldgie programova-
na smrt bunky — apoptéza. LepSie porozumenie mecha-
nizmom apoptézy mdZe prispiet k vyvoju novych pristu-
pov v nadorovej terapii.

Nddorovd transformdcia buniek

Na zivy organizmus neustile posobia chemické, fyzi-
kalne a biologické ucinky, ktoré mdzu viest k mutacnym
zmenam v jeho bunkdch. Akumulacia mutéicii v génoch
kontrolujicich rast bunky mozZe viest k jej aktivdcii — ini-
ciacii. Za vhodnych okolnosti sa iniciovand bunka
v dosledku promocie mdZe zmenit na prvy stupent nado-
rovej bunky, ktory je charakterizovany preneoplasticky-
mi léziami. V dosledku genetickych zmien sa vznikajica
neoplastickd bunka stiva nesmrtelnou a sebestacnou
v neobmedzenom raste. Sti¢asne ovplyviiuje svoje okolie
vo svoj prospech a stdva sa rezistentnou k normalnym
homeostatickym regulacnym mechanizmom organizmu.
Dal§im stupiiom vo vyvoji preneoplastickej bunky je
premena na malignu bunku. Proces vzniku nadorovej
bunky je stupniovity, pricom v prvych fazach je zvratny,
ale so zvySujicim sa poctom mutécii v somatickej bunke
sa Sanca na spitny zvrat nadorovej bunky na normalnu
zmensuje. Hlavnu tdlohu pri primarnom vzniku nadoro-
vej bunky zohrdvaji zmeny spOsobené poskodenim
génov, a to aktiviaciou protoonkogénov na nadorové
onkogény, inaktivaciou nadorovych supresorovych
génov (antionkogénov) a muticiou v génoch zodpoved-
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nych za opravu DNA, v ddsledku ¢oho nastava deregula-
cia bunkového cyklu a apoptdzy a rozvijaji sa dalSie zna-
ky nadorového fenotypu ako napriklad narusenie opravy
DNA, chromozémova instabilita, naruSenie medzibun-
kovej komunikéacie a interakcii medzi bunkami a extra-
celularnym substratom, inhibicia diferenciacie a replika-
tivnej senescencie, zmeny v metabolizme, podpora
angiogenézy a zmena migraénych vlastnosti buniek).
V kone¢nom dosledku sa to prejavi nekontrolovanym
rastom a delenim nadorovych buniek, ¢iZe ich nddoro-
vou transformdciou .

Na detekciu mutacii v génoch sa pouZziva polymerdzo-
vd retazovd reakcia (PCR), prepis RNA na DNA
a nasledna PCR (RT-PCR), hybridizacia podla Souther-
na, detekcia polymorfizmu jednoretazcovej DNA alebo
dvojzavitnicovej DNA a sekvenovanie DNA 2. PCR je
metdda s velmi Sirokym pouZzitim, priCom mdze odhalit
jednu malignu bunku na 10>-10° normélnych buniek ©.
Muticia génu, ktord vedie k expresii proteinu rozdielnej
velkosti, sa d4 odhalit pomocou testu na poSkodeny pro-
tein. Ak muticia spOsobi tvorbu nového restrikéného
miesta v DNA ziskanej polymerazovou retazovou reak-
ciou, detekcia muticie sa da uskutocnit Stiepenim pri-
slusnou restrikénou endonukledzou. Nasleduje gélova
elektroforéza, ktord umoznuje detekciu poskodeného
génu -7,

Nadorova transformdcia buniek vznikd postupnym
nahromadenim genetickych zmien, pri ktorej dochadza
k aktivacii alebo inaktivacii signdlnych drédh kontroluji-
cich bunkovy cyklus delenia, apoptdzu, replikacnu schop-
nost, mobiliziciu zdrojov substritov, angiogenézu atd.
Jadrové hormondlne receptory predstavuju skupinu sig-
nalnych molekul nachadzajicich sa v jadre. St to malé
lipofilné molekuly. Ligandy tychto receptorov st napr.
steroidné hormony, tyreoidalne hormény a kyselina reti-
nova. Aktivovany receptor sa viaze na DNA v oblasti pro-
motora, a tak priamo reguluje transkripciu prislusnych
génov Y. Medzi jadrové hormondlne receptory patri aj
mnozstvo v nedavnej dobe objavenych proteinov, ktorych
aminokyselinova sekvencia ma rézny stupeil pribuznosti
a ktoré nemaju zname ligandy — ,,orphan“ receptory.
Medzi ,,orphan* receptory patria proliferdtorom peroxi-
zomov aktivované receptory (PPaRs), peceniové recepto-
ry X (LXRs), pregnanovany receptor X (PXR), konStitu-
tivny androstanovy receptor (CAR) a farnezoidny
receptor X (FXR). Ukéazalo sa, Ze tymito horménmi
sprostredkované signilne drahy zasahuji do regulacie
metabolizmu glukdzy, lipidov a r6znych liekov 3. Proli-
feratorom peroxizomov aktivované receptory (PPaRs o
B/8, y) je skupina jadrovych hormonalnych receptorov
s funkciou transkripéného faktora, ktory reguluje expre-
siu génov zainteresovanych v mnoZeni peroxizémov,
metabolizme lipidov, raste buniek, ich diferenciacii alebo
proliferacii a v zapalovych procesoch. PPaR sa vyznam-
ne podielaji na bunkovej diferenciacii, ked ovplyvnenim
tohto receptoru spojeného s receptorom kyseliny 9-cis-
-retinovej (RXR) pri heterodimerizacii PPaRs s RXR
dochadza k vizbe na DNA 3 10-12),

Inou cestou k nadorovej transformaécii je blokovanie
apoptozy alterdciou proteinov apoptotickej kaskddy,
napr. mitochondridlneho proteinu Bcl-2, ktory inhibuje
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apoptozu, ak je nadmerne alebo neprimerane exprimova-
ny 5 10.13-15),

Transformované bunky vykazuji zvySené vychytava-
nie glukézy pre vyssiu afinitu gluk6zového transportéru
v membrane (nizZSia K,,). Dalej u nich chyba povrchovy
fibronektin, ktory maji kludové bunky a ktory udrzuje
ich tvar. Zmeny cytoskeletovych elementov (aktinové
mikrofilamenty nie si difizne rozptylené, ale sa kon-
centruji pri povrchu) si pri¢inou zvySenej mobility
povrchovych proteinov. Dal§im znakom nddorovych
buniek je neprimerana sekrécia transformujiicich rasto-
vych faktorov o. a  (TGF o a B) a dal$ich rastovych fak-
torov, ktoré riadia normalny vyvoj embryonalnych bu-
niek. TGF o sa povazuje za autokrinny mitogén
niektorych nadorov, ktory stimuluje syntézu DNA a ma
angiogénne ucinky. Ide o analég epidermalneho rastové-
ho faktoru (EGF), ktory je secernovany nadorovymi bun-
kami a ktory sa viaZe na EGF-receptor a navodi tak jeho
trvald stimulaciu. TGF B inhibuje proliferaciu, migraciu
endotelidlnych buniek a stimuluje tvorbu inhibitorov
protedz. Nadorové bunky tiezZ produkuji plazminogéno-
vy aktivétor, Co je protedza premienajica plazminogén
na plazmin. Vysokd tvorba plazminu nadorovou bunkou
pomaha penetrécii cez bazalnu laminu. Mikroprostredie
(stroma), v ktorom sa nadorové bunky nachadzaji, ma
taktieZ vplyv na progresiu. Bolo dokdzané, Ze metalo-
proteindzy stromdlneho proteinového matrixu (MMP)
hraji vyznamnu dlohu v bunkovej proliferacii, diferen-
ciécii, remodelacii extracelularneho matrixu, pri angio-
genézii a bunkovej migracii. Mechanizmy pdsobenia
MMP zahfiaji proteolytické Stiepenie rastovych fakto-
rov, ktoré sa stiavaji dostupnymi pre bunky, degradaciu
extracelularneho matrixu umoziujiceho pohyb buniek
tkanivami a Stiepenie signdlnych receptorov potrebnych
pre bunkovi migraciu 319,

Pre dodavku Zivin a transport produktov metabolizmu
nadorov potrebuju nadory vlastnt vaskulariziciu. Angio-
genéza vznika pucanim a invaziou endotelidlnych buniek
z existujucich ciev ako odpoved na mnohé extracelular-
ne signdly — ako vaskuldrny endotelidlny rastovy faktor
(VEGF) a fibroblastovy rastovy faktor (FGF-1 a -2).
VEGF je angiogenetickym faktorom, endotelidlnym
bunkovo Specifickym mitogénom a vaskuldarnym per-
meabilnym faktorom. VEGF ako multifunkény mitogén
az 50 000-nasobne viac zvySuje mikrovaskuldrnu perme-
abilitu ako histamin. Priamo stimuluje endotelidlny rast
a angiogenézu a predpoklada sa, Ze jeho zvySena pro-
dukcia ovplyviiuje v dosledku zvysenej vaskularnej per-
meability angiogenézu, tumorogenézu, metastizovanie
ako aj tvorbu malignych efuzii .

Zistilo sa, Ze nadorové bunky obsahuji enzym charak-
teru ribonukleoproteinu — telomerdzu, ktora je schopna
predlZovat teloméry, a tym umoziuje bunkam vyssi ale-
bo neobmedzeny pocet deleni. V tkanive benignych
nadorov a v normalnom tkanive st hodnoty telomerazy
nizke az nulové. Nepritomnost telomerdzy spdsobuje
starnutie bunky, zastavenie jej proliferacnej aktivity a jej
zaniknutie. Zvysend aktivita telomerazy je naopak zéru-
kou trvalej proliferacnej aktivity a sposobuje ,,nesmrte-
Inost nadorovej bunky* & 19,

Za klucovy regulacny faktor, tzv. ,strdZca gendému
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bunky®, sa povazuje nddorovy — supresorovy gén p53,
ktory monitoruje poSkodenie DNA a indukuje zastavenie
bunkového cyklu vo faze G, alebo navodenie apoptozy.
Protein p53 sa nachddza na chromozéme 17. Produkt
génu proteinu p53 sa viaze na DNA, ¢im stimuluje dalsi
gén, ktorého produkt protein p21 sa viaZze s cyklin —
dependentnou kindzou 2 (cdk2), ktoré stimuluje bunkové
delenie. Ak protein p21 utvori komplex s cdk2, bunka nie
je schopna pokracovat v dalSom kroku bunkového dele-
nia, a tym sa zablokuje oprava poSkodenej DNA alebo
apoptoza. Takto sa hromadia chyby v genetickom mate-
ridle bunky. Mutédciou zmeneny protein p53 nie je schop-
ny efektivne sa viazat na DNA, v dosledku ¢oho protein
p21 nie je k dispozicii na zastavenie bunkového delenia.
Tymto spdsobom sa bunky dostdvaji mimo kontroly
bunkového delenia, ¢o ma za nasledok vznik nadorove;j
bunky !5 10,

Na testovanie ovplyvnenych nddorovych bunkovych
kultiir v médiach sa pouziva [udska nadorova kolénova
metdda (metdda klonogénnych alebo niddorovych kme-
novych buniek, HTCA), ktord skiima rast a chemosenzi-
tivitu klonogénnych nadorovych buniek. Kolény rastice
v HTCA su zlozené z nadorovych buniek a klonogénne
bunky v nadorovych kolénidch maji vlastnost samoob-
novy. Dalej sa pouZiva inhibi¢né testovanie populdcii
a receptorové Stidie adhéznych signilnych molekul,
medzi ktoré patri kadherin. Kadherin je transmembrano-
vy protein, ktory sa zicastiiuje bunkovej adhézie. Hra
velmi doleZitd dlohu pri udrZani integrity multiceluldr-
nych organizmov, pri diferencidcii buniek a vytvarani
Struktdr > 17,

Castou komplikdciou pri nddorovych ochoreniach je
mnohopocetnd liekovd rezistencia (MDR). Jej vyskyt sa
najCastejSie spédja s pritomnostou transmembranového
P-glykoproteinu (P-gp), ktory ma schopnost prenaSat
xenobiotikd von z bunky. Vysledkom tejto aktivity je
nedostato¢nd vnudtrobunkovd koncentricia niektorych
lie¢iv pouZzivanych pri chemoterapii. P-gp patri do rodi-
ny ABC (ATP-viaZice proteiny) transportnych proteinov
podobne ako aj protein pribuzny s mnohopocetnou lie-
kovou rezistenciou (MRP). KedZe mnoZstvo tychto pro-
teinov je na povrchu buniek pomerne nizke, pouZivaji sa
cytometrické testy, ktoré umoZiiuji stanovenie ich fukc-
nej aktivity. Vyuzivaji sa fluorescencné substraty, ako
napriklad JC-1 alebo R123 v kombindcii s inhibitormi
aktivity cyklosporinu A alebo PSC833 (pre P-gp) a pro-
benecidom (pre MRP). Meria sa rozdiel bunkovej kon-
centracie substratu bez a v pritomnosti inhibitora .

s v

Cytotoxicky ucinok prirodnych a syntetickych ldatok

Predklinicky skrining protinddorovo d¢innych latok na
in vivo systémoch je nielen zloZity, casovo a ekonomic-
ky nérocny, ale ako testovaci model pouziva Zivé zviera-
ta. Preto sa beZne na vyhladdvanie novych potencidlnych
cytostatik pouZiva primarny biologicky, resp. biochemic-
ky skrining in vitro, pri ktorom sa sleduje citlivost nado-
rovych buniek rastucich in vitro na cytotoxické latky.

Cytotoxicita predstavuje reverzibilné poskodenie bun-
ky, ktoré sa straca po uplynuti urcitého ¢asu od preruse-
nia expozicie toxickou latkou alebo ireverzibilné posko-
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Obr. 1. Molekuldarna struktira MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazélium bromid) a jeho prislusny reakény produkt

- formazan 2

denie dolezitych funkcii, ktoré moze viest k trvalym
neziaddicim nasledkom az k smrti '®.

Cytotoxicitu delime na bazalnu (vSeobecnu), organo-
vosSpecifickd a organizac¢nu cytotoxicitu. Bazélna cytoto-
xicita predstavuje vplyv na zdkladné procesy, ktoré
zahffiaju Struktiry a funkcie (integrita bunkovej mem-
brany, mitochondridlna aktivita, syntéza DNA a protei-
nov) spolo¢né pre vSetky bunky v organizme vratane
bunkovych membrin, mitochondrii, chromozémov, ribo-
zémov a lyzozémov. Za latku s bazalnym cytotoxickym
ucinkom sa povazuje latka, ktord uz pri nizkych alebo
strednych koncentraciach inhibuje bunkovu proliferaciu.
Organovospecificka cytotoxicita predstavuje tcinok lat-
ky na Specializovand funkciu charakteristickd pre urcity
bunkovy typ. Latky, ktoré interferuju s produktami meta-
bolizmu alebo sekrécie, taktieZ interferuji s organovo-
Specifickymi a organizacnymi funkciami. Na $tddium
bazdlnej cytotoxicity sa pouZivaji nediferencované bun-
kové linie, zatial ¢o orgdnovoSpecificka toxicita sa Stu-
duje v primarnych kultdrach s diferencovanymi bunkami
z rdznych orgdnov a organizacnd toxicita sa Studuje
nepriamo v bunkovych kultirach skiimanim substratov
alebo produktov metabolizmu .

Predklinicky skrining cytotoxicity umoziuje hodnote-
nie velkého poctu chemicky rozliénych latok, rychle
vyraduje neucinné latky, odhaluje latky s najvacSou ucin-
nostou a zaroveil umoziuje Stidium mechanizmu G¢inku
cytotoxicky ucinnej latky.

Na sledovanie cytotoxického ucinku latok in vitro sa
pouzivaju rdzne bunkové modely, ré6zne koncové body
a rozne metddy.

Ako bunkové modely sa na sledovanie cytotoxickych
ucinkov pouZivaji bunkové linie izolované z nadorov
zvierat a ludi. Zo zvierat sa na izolaciu buniek pouZivaji
mys, potkan, Skrecok, krélik, pes, opica atd. Z organov
sa na ziskavanie bunkovych kultir najcastejsSie pouzivaji
plica, peceii, oblicky, srdce, sval, nervové a retikuloen-
dotelové systémy.

Medzi koncové body pouzivané na charakterizaciu
cytotoxicity Studovanych zlicenin patri vitalita buniek,
bunkovd morfoldgia, proliferdcia buniek, poskodenie
membrany, syntéza nukleovych kyselin a proteinov,
metabolické acinky 2.

Vyber metod na sledovanie vitality a cytotoxicity zavi-
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si od testovanej litky, od povahy bunkovej odpovede
a terovych buniek. Metody delime na krdtkodobé testy
vitality, ku ktorym patri vitdlne a supravitdlne farbenie,
uvoltiovanie >!Cr a metabolické testy (sledovanie zmien
v glykolyze, respiracii, inkorporacii radioaktivne znace-
nych prekurzorov na sledovanie mnozstva DNA, RNA
a proteinov); dlhodobé testy vitality, ktoré sleduju proli-
feracnu aktivitu narastom poctu buniek (rastova krivka)
alebo schopnostou syntézy DNA a bielkovin a analyza
bunkovej proliferacie (znacenie jadrovej DNA proliferu-
jucich buniek 5-bromo-2"-deoxy-uridinom (BrdU) v prie-
tokovej cytometrii, chemiluminiscencii a kolorimetrii);
a mikrotitraéné metddy. Mikrotitracné metody su ekono-
micky vyhodné a rychle skriningové metédy vyuzivajice
96-jamkové platnicky, zaloZzené na stanoveni urcitych
biochemickych parametrov. Jednou z Casto pouZivanych
mikrotitraénych metdd je MTT test, ktory je zaloZeny na
schopnosti mitochondridlnych sukcindtdehydrogendiz
redukovat rozpustnu tetrazéliovd sol — MTT (3-(4,5-
-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetraz6lium bromid) —
zZltej farby na formazanovy produkt tmavomodrej farby
(obr. 1). Produkt sa akumuluje vo vnutri bunky, pretoze
nemdZe preniknit cez cytoplazmovi membranu. Posky-
tuje ndm informdacie o integrite a aktivite mitochondrii
a umoZziiuje ur€it mieru Zivotaschopnosti alebo poctu
buniek. Fotometricky uréend absorbancia formazanu zod-
povedd mnoZstvu vitdlnych buniek. Mftve bunky MTT na
formazan nemenia ?. Dalej sa pouZiva NR test zaloZeny
na merani absorpcie a akumuldcie neutrdlnej Cervenej
(NR) lyzozémami a vakuolami Zivych buniek; KB test
zaloZeny na merani mnozstva naviazaného farbiva kena-
cidovej modrej (KB) na proteiny nelyzovanych buniek;
uridinovy test zaloZeny na merani inkorporicie uridinu
pri biosyntéze makromolekdl 223,

Vlastnosti potencidlnej protinddorovej latky su cha-
rakterizované roznymi parametrami, medzi ktoré patri
antiproliferacnd aktivita, sledovanie Strukturdlnych
a funkénych zmien cytoplazmovej membrany, zmien
v obsahu bunkovych proteinov, resp. nukleovych kyse-
lin, zmien metabolizmu buniek, zmien bunkového cyklu,
indukcia apoptézy, enzymova aktivita, vplyv na mito-
chondrie, cytoskelet bunky, telomerdzovd aktivita atd.
Sledovanim tychto parametrov sucasne sledujeme aj
mechanizmus pdsobenia cytotoxicky u¢innej latky 2.
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Tab. 1. Rozdielne znaky a vyznam nekrézy a apoptézy 2V

—h—

nekroza

apoptoza

morfologické znaky — strata membréanovej integrity

— zacina napucanim cytoplazmy
a mitochondrii
— kon¢i tplnou lyzou bunky

—nedochédza k tvorbe vackov

— rozpad (napucanie) organel

— vybezky plazmatickej membrany,
ale nedochadza k strate integrity
membrany

— hromadenie chromatinu
pri jadrovej membrane

— zacina zmr$fovanim cytoplazmy
a kondenzéciou jadra

— kon¢i fragmentaciou bunky
na mensie telieska

— tvorba membranovo viazanych
véackov (apoptickych teliesok)

— porus$enie mitochondrii sposobené
tvorbou pérov spojenych
s proteinmi Bcl-2 rodiny

biochemické znaky
— nepotrebuje Ziadnu energiu

(pasivny proces, prebieha tiez
pri teplote 4 °C)

(= neskory pripad smrti)

— strata reguldcie idnovej homeostazy

— nahodné Stiepenie DNA (DNA Skvrna
po agar6zovej gélovej elektroforéze)

— postlytickd DNA fragmentécia

— prisne regulovany proces spojeny
s aktivdaciou a enzymovymi krokmi

— proces zdvisly na energii (ATP)
(aktivny proces, neprebiecha
pri teplote 4 °C)

— nenahodnd mono- a oligo-
nukleozomalna fragmentacia DNA
(rebrik po agar6zovej gélovej
elektroforéze)

— prelyticka DNA fragmentacia

— uvolnenie roznych faktorov
(cytochrém c, AIF) mitochondriami
do cytoplazmy

— aktivécia kaspazovej kaskady

— zmeny v membranovej asymetrii
(napr. premiestnenie fosfatidylserinu
z cytoplazmovej na vonkajsiu

stranu membrany)

fyziologicky vyznam

metabolické jedy)
— fagocytéza makrofagmi

— vyznamna zapalova reakcia

— ovplyviiuje skupinu susediacich buniek
— vyvoland nefyziologickymi poruchami
(atak komplementu, lytické virusy,

hypotermia, hypoxia, ischémia,

— ovplyviiuje jednotlivé bunky
— vyvoland fyziologickymi podnetmi
(nedostatok rastovych faktorov,

zmeny v hormonalnom prostredi)

— fagocytéza susednymi bunkami
alebo makrofagmi

— ziadna zépalova reakcia

Antiprolifera¢ny ucinok latky na nadorovu bunku ras-
ticu v kultire sa sleduje jej pridanim do kultivaéného
média a urenim jej stupna cytotoxicity. Miera ucinku sa
vyjadruje hodnotami inhibicnej koncentrdcie, ktora
sposobi 20, 50, 80, 90 a 100 % inhibiciu rastu buniek
dcC,, IC,, IC,, IC, aIC ) *. Hodnota IC,  mensia ako
4 ug/ml je limitom stanovenym Néarodnym onkologic-
kym inStititom (NCI) v USA na zaradenie zluceniny ako
potencidlneho protinddorového lie¢iva .

Cytotoxicky tuc¢inok moZe byt spdsobeny rdznym
mechanizmom u¢inku xenobiotik, ktoré mozZu atakovat

bunku v zdvislosti od koncentricie, Casu pdsobenia
a druhu bunkovej linie. Miestom zasahu xenobiotik
v bunke moZe byt bunkova organela, bunkovd membra-
na, molekula, enzym, receptor, signdlna draha, bioche-
micky proces, bunkova proliferdcia a regulacny proces.
Xenobiotika sa podla zasahového — ,ter¢ového” miesta
delia na ,,jednotercové” latky, ktoré zasahujui do jedného
miesta (,,ter¢a”) az na ,,multiterCové” latky s viacerymi
zasahovymi miestami.

Hlavnymi mechanizmami cytotoxického Gc¢inku latok
na trovni bunky je poSkodenie bunkovych membran,
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interakcia medzi receptorom a ligandom, vidzba na mak-
romolekuly, interferencia s tvorbou bunkovej energie,
poskodenie homeostdzy vapnika, zdsah do bunkového
cyklu a zmeny v jadre *. Tieto zmeny modZu viest na
trovni bunkovych kultir k inhibicii prolifercie a az
k bunkovej smrti.

Smrt bunky

Ak sa bunka ocitne v prostredi, ktoré je nezlicCitelné
s jej existenciou, zomrie. Smrt bunky moZe byt fyziolo-
gickd — smrt starnutim, patologickd — smrt poskodenim
a programovand — smrt samovrazdou 2. Bunky, ktoré si
poskodené, napr. mechanickym poskodenim alebo vysta-
venim toxickym latkam, podstupuji zmeny charakterizo-
vané napucanim buniek a ich organel, inikom bunkové-
ho obsahu a zapalom okolitych tkaniv. Bunky zomieraji
nekrézou 27, Na rozdiel od nekrézy, apoptdza predstavu-
je organizovany, na energii zavisly proces, ktory vedie
k bunkovej smrti. Je charakterizovand organizovanym
kolapsom bunky s tvorbou vakovitych vybezkov, celko-
vym zvrastenim bunky, kondenzaciou chromatinu, frag-
mentaciou DNA a absenciou zdpalovej reakcie. Tento
spdsob bunkovej smrti je fyziologicky, geneticky riadeny
a ma zdkladny vyznam pre vyvoj tkaniv a homeostézu 2.

Nekrotické a apoptické bunky st charakterizované
roznymi morfologickymi a biochemickymi prejavmi
(tab. 1).

Nekroza — poskodenie cytoplazmovej membrdny
pri nekroze

Cytoplazmova membrana nadorovych buniek je velmi
dolezitym miestom pre selektivny chemoterapeuticky
zésah, ktory sposobuje poSkodenie bunky veduice k bun-
kovej smrti. Podla pouZitej metddy sledovania sa bunko-
vé poskodenie deli do troch skupin: odchylky od nor-
malnej bunkovej morfolégie, poskodenie normalnej
bunkovej funkcie a zvySenie permeability cytoplazmovej
membréany 2.

Odchylky od normalnej bunkovej morfolégie sa sle-
duji mikroskopicky pomocou svetelného alebo elektro-
nového mikroskopu. NajCastejSie sa pozoruje zmena
velkosti a tvaru bunky, ako aj zmeny chromatinu a jadra
(pyknéza, hyperchromatéza, karyorexa, karyotexa,
karyolyza), vznik intracelularnych inkldznych teliesok,
vakuolizicia cytoplazmy, zmena objemu cytoplazmy,
kondenzacia mitochondrii, zmeny v pocte organel a tvor-
ba pérov v membrane 2. Pri takychto pozorovaniach sa
pouZzivaju rdzne spdsoby kontrastného farbenia. Novou
metddou na detekciu zmien bunkovej morfoldgie je digi-
talna 3D-mikroskopia, ktora umoziuje sledovat velkost
a povrch bunky bez predoslého farbenia pocas samotné-
ho procesu zmien v bunkovej morfoldgii 3. Inym spdso-
bom na odliSenie zmenenej bunky od pdvodného stavu je
sledovanie zmenenej bunkovej deformability, ktord je
spdsobend zmenami v cytoskelete bunky. Osobitnti sku-
pinu tvoria pozorovania jadier a jadierok, pricom sa sle-
duje ich pocet, tvar, velkost a tvorba deformaécii (zvine-
nie, vribkovanie, tvorba lalokov) 3V.

Zmeny permeability cytoplazmovej membrany vedd
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k poruseniu integrity (celistvosti), ¢o je jednou z charak-
teristik bunkovej smrti — nekrozy. K patologickej smrti
(nekréze) dochddza pdsobenim extrémnych podmienok
odliSnych od fyziologického stavu. K nekr6ze dochadza
pri hypotaxii, hypoxii, ischémii, ataku komplementu,
pdsobenim toxinov, inhibitorov iénovych pimp, inhibi-
torov metabolizmu a lytickych virusov. V prvom Stadiu
sa znizuje schopnost udrziavat homeostazu, ¢o vedie
k influxu vody a extracelularnych i6nov, predovsetkym
Ca*. Bunka zviCSuje svoj objem, bunkové organely
napuciavaju a dochddza k ubytku glykogénovych zdsob.
V poslednych §tadiach sa bunkové organely a cytoplaz-
mova membréana rozpadajd, bunkovy obsah sa vylieva do
okolitého prostredia a spésobuje zapalovi reakciu 2.

Zvys$enu permeabilitu cytoplazmovej membrany moz-
no sledovat priamo alebo nepriamo. Priamou metdédou je
pozorovanie tvorby membrdnovych porov elektronovym
mikroskopom 33, Nepriame sledovania st zaloZené na
merani signdlu vnikajiicich extracelularnych molekiil
alebo unikajucich intracelularnych molekdl, ktoré sa cez
cytoplazmovi membranu za normdlnych okolnosti
netransportujui. Z extracelularnych molekul, ktoré vstu-
puju do bunky pri zvySenej permeabilite, sa vyuZiva
napr. trypanova modré, neutrdlna Cervend, fluorescein
alebo 5'Cr. Jednym z najpouZivanejSich sposobov zisto-
vania poskodenia integrity biologickych membréan je
uvolfiovanie ,,markerového enzymu* laktatdehydrogena-
zy (LDH, EC 1.1.1.27), resp. cytoplazmatickych enzy-
mov z bunky do extracelularneho prostredia. LDH je
enzym Siroko roz$ireny v ZivociSnej a rastlinnej risi. Ten-
to enzym ma dolezitd tlohu v glykolytickom metaboliz-
me 2.

Apoptoza

Apoptéza je spdsob bunkovej smrti, ktord sa vyskytu-
je za normélnych fyziologickych podmienok. Pri apopto-
ze dochadza k odstrafiovaniu nadbyto¢nych, neZiaducich
a poskodenych buniek; spontdnne vznika v nadorovych
bunkach 2». MéZe byt indukovana reaktivnymi kysliko-
vymi druhmi, chemoterapeutickymi lie¢ivami, UV Ziare-
nim, zvySenim teploty, odstrdnenim rastovych faktorov,
horménmi. Pri apoptéze dochddza k scvrknutiu bunky,
kondenzicii cytoplazmy a chromatinu, fragmentacii nuk-
learnej DNA a k tvorbe vybezkov plazmatickej membra-
ny 213, ¢o nésledne vedie k tvorbe apoptickych teliesok,
membranovo viazanych mechurikov liSiacich sa velkos-
fou a zloZenim 2. Apopt6zové telieska sd pohltené mak-
rofagmi alebo susednymi bunkami bez ucasti zapalovej
reakcie. Apoptdza je spojend so zmenami plazmaticke;j
membrany (premiestnenie fosfatidylserinu z vnutornej
strany plazmatickej membrdny na vonkajSiu vrstvu),
cytoplazmy, mitochondrii (strata membranového poten-
cidlu, uvolnenie Specifickych protedzovych aktivatorov
apoptozy, cytochrému c, faktora indukujiceho apoptézu
(AIF) do cytoplazmy), proteinovej syntézy a internuk-
leozémovym Stiepenim DNA katalyzovanym endonukle-
Azami 21,27, 35).

Na zaklade charakteristickych apoptickych zmien sa
na detekciu alebo kvantifikiciu apoptickych buniek pou-
Zivajt rozne met6dy, medzi ktoré patria farbenie fluores-
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Obr: 2. Zivé (a) a apoptotické — mitve (b) mysacie leukemické L1210 bunky detekované fluorescenénou mikroskopiou po znaceni
fluorescenénymi farbivami Hoechstom 33342 a propidium jodidom 37

cenénymi farbivami, DNA gélova elektroforéza, anne-
xin-V vizba, kaspazova enzymova aktivita, TUNEL (ter-
mindlna deoxynukleotidylova transferaza (TdT) spojena
s dUTP nick koncovym znacenim) metdda.

Zivé a mitve bunky modzu byt rozliSené aj na zaklade
farbenia roznymi fluorescencnymi farbivami, ktoré sa
viazu na DNA. Bunky s poskodenou permeabilitou plaz-
matickej membrany sa zafarbia, zatial ¢o neposkodené
(zivé) bunky sa nefarbia farbivami, ktoré nepreniknd do
plazmatickej membrany. NajcastejSie pouZivané farbiva
na fluorescenéni mikroskopiu a prietokovi cytometriu
su akridinova oranz, Hoechst 33342, Hoechst 33258,
DAPI, etidium bromid a propidium jodid 2!3¢ (obr. 2).

Detekcia DNA fragmentov gélovou elektroforézou je
jedna z metdd, ktoré sa pouzivaju na identifikaciu bu-
niek, v ktorych prebieha apoptéza. Fragmentécia inter-
nukleozomélnej DNA je charakteristickym znakom apo-
ptézy. Pocas apoptdzy, aktivované nukleazy Stiepia
chromatinovu $truktiru DNA na fragmenty obsahujice
50-300 kilob4z a nasledne na menSie DNA fragmenty
s dizkou 180-200 bazovych parov, ktoré mdzu byt extra-
hované z buniek a vizualizované horizontdlnou agarézo-
vou gélovou elektroforézou spojenou s farbenim etidium
bromidom 3%

Na dokaz fragmenticie DNA v apoptotickych bun-
kich sa meria pomer nizkomolekulovej cytosolovej
DNA k vysokomolekulovej DNA (nizkomolekulova
DNA sa pri apoptéze zvysuje) (Cell Death Detection
ELISA kit). Inda metéda pouziva tzv. jednobunkovii gélo-
vii elektroforézu (Comet Assay™), ktora je zaloZena na
skuto€nosti, Ze denaturované nastiepené fragmenty DNA
ucinkom elektrického pridu (pri elektroforéze) migruji
von z apoptotickej bunky, zatial ¢o nefragmentovana
DNA v bunke zostava. Dokaz apoptézy spociva v detek-
cii chvosta kométy, ktord sa pozoruje fluorescenénym
mikroskopom ¥,

Jednou z Casto pouzivanych metdd je metdda vizby
fluorescencéného farbiva annexinu-V zalozena na pre-
miestneni fosfatidylserinu (PS) z vnitornej vrstvy na
vonkajsiu stranu plazmatickej membrany, kde sa na PS
viazu konjugaty annexinu-V, annexin-V FITC (annexin
V-fluorescein izotiokyanat). Na detekciu apoptickych
buniek touto metédou sa pouZiva prietokovy cytometer
alebo fluorescenny mikroskop 3.

Kaspdzy zohravaju dodleziti ulohu v procese apopt6-
zy, ktora je indukovana nadmernou expresiou kaspazy 3.

Medzi dbélezité ciele kaspaz patria cytoplazmatické
a jadrové proteiny, ako napr. keratin 18 a poly (ADP-
-rib6zo)polymeraza (PARP). Pri pouZiti syntetickych
peptidov sa kaspdzy rozdeluju na tri skupiny na zaklade
Styroch aminokyselinovych amino zakonceni ich Stie-
piaceho miesta. Kaspazy 1, 4 a 5 Stiepia substraty obsa-
hujice sekvenciu WEXD (Trp-Glu-X-Asp), kde X je
variabilné. Kaspazy 2, 3 a 7 Stiepia substraty so sekven-
ciu DEXD (Asp-Glu-X-Asp) a kaspazy 6, 8 a 9 upred-
nostiiuju sekvenciu LEXD (Leu-Glu-X-Asp) alebo
VEXD (Val-Glu-X-Asp). Meranie kaspazovej enzymo-
vej aktivity s fluorometrickymi a kolorimetrickymi pep-
tidovymi substratmi a detekcia kaspidzového Stiepenia
s pouZitim protilatok na kaspdzy umoziuji Stidium
apoptickych procesov 40,

Na detekciu apoptickych buniek sa casto pouziva
TUNEL (termindlna deoxynukleotidylova transferaza
(TdT) spojena s dUTP nick koncovym znac¢enim) meto-
da, v ktorej sa exogénne TdT pouZiva na katalyzovanie
templatovo nezavislého pridavania bromodeoxyuridintri-
fosfatov (Br-dUTP) k volnym 3’ hydroxylovym koncom
jedno- alebo dvojvlaknovych DNA fragmentov, ktoré su
charakteristické pre apoptické bunky. Po inkorporacii
znaceny bromodeoxyuridin (BrDU) mdéze byt identifiko-
vany FITC konjugovanymi anti-BrDU protilatkami
a analyzovany pouzitim prietokového cytometra alebo
fluorescenéného mikroskopu V.

Signdlne drdhy apoptozy

Do procesu programovanej bunkovej smrti st zahrnu-
té dve hlavné apoptické drahy, vnitornd — mitochon-
dridlna drdha a vonkajSia — drdha cez smrtiaci receptor
(obr. 3).

Proces apoptozy indukovany spustenim smrtiacich
aktivdtorov (napr. FasL) viazicimi sa na receptory (napr.
Fas) na povrchu bunky je charakterizovany aktivaciou
rodiny intracelularnych cysteinovych proteédz, kaspaz .
Tato vdzba umoziuje interakciu s cytoplazmovo viaza-
nym adaptorovym proteinom FADD a prokaspizou-8,
ktora aktivuje kaspazu 8. Aktivacia kaspazy 8, podobna
kaspaze 9 vo vnutornej drahe, oznacovanych ako inicia-
torové kaspdzy, vedie k aktivacii efektorovych kaspaz,
kaspézy 3 a 7, a degradacnej faze apoptozy *¥.

Mitochondridlna apoptickd drdha je charakterizova-
na ako odpoved na rézne formy bunkového stresu
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Obr. 3. Signdlne apoptické drahy ¥

(poskodenie DNA, odobratie rastovych faktorov, pdso-
benie cytotoxickych lieCiv, poruchy bunkového cyklu,
pdsobenie ROS). V mitochondrii dochadza k jej permea-
bilizacii otvorenim rdéznych mitochondridlnych membra-
novych pérov v zavislosti od smrtiacich podnetov. Toto
vedie k strate mitochondridlneho membranového poten-
cidlu (A, )* a uvolneniu cytochrému c, faktora indu-
kujiaceho apoptézu (AIF), proteinu Smac/Diablo (druhy
aktivator kaspidz odvodeny od mitochondrie/protein
s nizkym pl priamo viaZici inhibitor proteinov apopto-
zy), endonukledzy G, kaspazy 2 alebo kaspazy 9 z mito-
chondridlneho medzimembranového priestoru do cyto-
solu. Cytochrém c aktivuje a viaZe sa s aktivaénym
faktorom-1 apopt6zovej protedzy (Apaf-1), ktory spolu
s ATP a prokaspdzou-9 vytvira komplex nazyvany apo-
ptozém, ktory je schopny aktivovat kaspazy 1, 2, 3, 4
a autokatalyticky aj kaspazu 9 249,

Kaspaza 8 a kaspaza 9 aktivuja kaspazu 3 proteolytic-
kym Stiepenim a kaspédza 3 potom Stiepi Zivotne ddlezité
jadrové a cytoplazmatické proteiny alebo iné kaspazy, ¢o
vedie k apoptdze *7.

Na regulacii apoptickych drédh sa podielaju proteiny
Bcl-2 rodiny, ktoré reguluji mitochondridlnu apoptickd
drdhu a to prostrednictvom antiapoptickych proteinov
ako napr. Bcl-2, Bel-x, Bel-w a proapoptickych protei-
nov ako napr. Bax, Bak, Bid, Bad, Bik 2%, Dalej st to
inhibitory kaspaz, predstavitelmi ktorych sd inhibitory
proteinov apoptoézy (IAPs), ktoré priamo inhibuju akti-
vovanu kaspazu 3 a kaspazu 7 a blokuju aktiviciu kaspa-
zy 9 % a tumorovy supresorovy protein p33, ktory je
aktivovany r6znymi podnetmi ako napr. protinddorovymi
lie¢ivami, Ziarenim, expresiou onkogénov, poSkodenim
DNA alebo odobratim rastovych faktorov. Protein p53
pracuje ako kontrolny protein pri zastaveni bunkového

106

Smac/DIABLO

'
<

cyklu, oprave DNA a apoptickej bunkovej smrti. Regulu-
je membranovu expresiu smrtiacich receptorov ako napr.
Fas a jeho priamym transkripnym cielom je predstavitel
Bcl-2 rodiny zvySujici apoptozu, protein Bax °%. Na
regulacii apoptickych drdh sa podielaji aj inhibitory
aktivacie kaspaz, medzi ktoré patri bunkovy protein inhi-
bujtici FLICE, cFLIP. cFLIP inhibuje apoptdzu cez smr-
tiace receptory Specifickou interakciou s FADD a pro-
kaspazou-8. K tejto interakcii nedochddza pred
spustenim smrtiacich receptorov V.

Bunkovy cyklus

Stubor Specifickych procesov prebiehajicich v bunke,
ktoré vedu k rozdeleniu materskej bunky na dve genetic-
ky identické dcérske bunky sa nazyva bunkovy cyklus.
Bunkovy cyklus sa sklada z interfdzy, ktord zahfia G,
S (syntetickd faza) a G, fazu, a z mitézy (M fézy), ktorej
vysledkom je karyokinéza a cytokinéza ¥. Sucasfou
bunkového cyklu je G faza, v ktorej sui bunky v stave
proliferacného pokoja. Pri nddorovych bunkach je faza
G, sucastou G, fazy V.

Bunkovy cyklus je regulovany fosforylaciou a defos-
forylaciou sprostredkovanou proteinkindzami nazyva-
nymi cyklin-dependentné kindzy (Cdk), ktoré sa enzy-
movo aktivuji naviazanim Strukturdlnych proteinov,
cyklinov V.

Bunka vstupuje do G, fazy bunkového cyklu fosfory-
laciou hlavnej brzdy bunkového cyklu, nadorového sup-
resorového génu, proteinu Rb. Nasledne dochidza
k uvolneniu transkripéného faktora E2F, ktory aktivuje
syntézu cyklinu D, ktory sa viaZe a aktivuje Cdk 4 alebo
Cdk 6, a cyklinu E, ktory spolu s Cdk 2 mdzZe pdsobit ako
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prepinac restrikéného bodu. Bunky v G faze su udrZo-
vané nefosforylovanym proteinom Rb a podobnymi biel-
kovinami p107 a p130 5.

G, fdza je regulovana okrem stimuldtorov aj inhi-
bitormi proteinkindz INK, medzi ktoré patria protei-
ny pl5 a pl16, ktoré inhibuju aktivitu Cdk partnerov
cyklinu D a zabrafiuju tak prechodu z G, fazy do
S fdzy bunkového cyklu. Dal§im inhibitorom cyklin-
dependentnych kinaz je protein p21, ktory mdze
posobit pocas trvania celého bunkového cyklu. Pro-
tein p21 je pod kontrolou nadorového supresorového
proteinu p53 a oznacuje sa ako ,,strdZca gendému bun-
ky*“. Zabraniuje replikacii poSkodenej DNA normadl-
nymi bunkami a podporuje apoptézu. Niektoré mole-
kuly s chybnymi proteinmi p53 umozZiiuji bunkdm
prenesenie poskodenej DNA do dcérskych buniek,
ktorych hromadenie mdze viest k vzniku nadorom.
Viac ako 50 % ludskych nadorov méa defektny gén
p53. S faza bunkového cyklu je regulovana protein-
kindzovou aktivitou cyklinu A spojeného s Cdk 2.
V G, fdzy dominantny cyklin Cdk 1 (oznacovany ako
Cdc 2) nahradzuje Cdk 2, viaze sa bud s cyklinom
A, alebo cyklinmi typu B a katalyzuje fosforylaciu
proteinov. Cykliny typu B zostavaju aktivne pocas
celej M fazy -2,

V sucasnosti je na sledovanie bunkového cyklu vyso-
ko rozvinuta a pouZzivana prietokovd cytometria. Prieto-
kové cytometria je zaloZend na analyze a detekcii zmesi
buniek na zdklade ich rozdielnej schopnosti viazat urcité
fluorescencné farbivo alebo protilitku oznacenu farbi-
vom. Medzi takéto met6dy patri meranie DNA obsahu
buniek s vyuZzitim farbiv viazdcich sa na DNA met6dou
farbenia DNA jednym farbivom ako napr. propidium
jodid, etidium bromid, Hoechst farbivd, hlavne Hoechst
33342 a Hoechst 33258, mitramycin, DAPI, chromomy-
cin; farbenie bromodeoxyuridinom na Stidium bunkove;j
kinetiky a DNA plus antigén farbenie. Pomocou prieto-
kovej cytometrie sa dd urCit percento buniek v G /G,
S a G/M féze *".

Na obrazku 4 je znidzornend reprezentativna distribi-
cia DNA obsahu v priebehu bunkového cyklu. V pripa-
de normélnych diploidnych buniek rastie obsah DNA
(vyjadreny v intenzite fluorescencie) od hodnoty ozna-
Covanej ako 2C (v G/G, faze) pocas celej S fazy, az do-
siahne hodnotu 4C, v ktorej zostdva pocas G, fazy
a v mitéze. Po rozdeleni pdvodnej bunky vzniknd 2
dcérske bunky, kazda s DNA obsahom 2C. Kazdy real-
ny histogram DNA distribucie vykazuje v okoli svojho
maxima urcitd varidciu, ktord mdze byt spésobena roz-
dielmi v obsahu DNA jednotlivych buniek, procediira-
mi farbenia a inStrumentdlnymi chybami. Mierou tejto
variacie je koeficient variability (CV), v kvalitnych
meraniach dosahujici hodnoty mensSie ako 2 %.
Kedze G a M fazy bunkového cyklu maji podobny
obsah DNA, jednoduchym DNA-meranim sa nerozli-
Sia. Tak isto je tomu u G, a G, fazy. Na rozliSenie tych-
to faz sa vyvinuli metédy vyuZivajice rdznu fluores-
cenciu pouzivaného farbiva (akridinova oranz), ktoré sa
viaZe na dvojretazcovu a jednoretazcovi DNA a r6znu
schopnost denaturdcie DNA v mitotickych a interfdzo-
vych bunkéch 9.

—h—

Cytoskelet eukaryotickej bunky

Cytoskelet je vysoko dynamicka Struktdra, ktord pod-
lieha neustalej reorganizacii pocas toho, ako bunka meni
svoj tvar, deli sa a reaguje na zmeny vo svojom okoli.

=2 _ GO/G1 faza
— | |

N G2/M faza

—_

0 501 1001 150 200
2C 4C

250

Obr. 4. Distribiicia bunkového cyklu (histogram populdcie
proliferujicich buniek)

20um

Obr. 5. Mikrotubulovy (hore) a aktinovy (dole) cytoskelet
v keratocytoch, vizualizované imunofluorescenciou podla °”
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Sklada sa z troch zéakladnych typov proteinovych vla-
kien, z mikrofilamentov — aktinovych vldkien, mikrotu-
bulov a intermedidrnych filamentov.

Organizacia aktinového cytoskeletu zohrava kla-
¢ovu ulohu v r6znych bunkovych procesoch, vritane
delenia buniek, cytokinézy, nddorového rastu, pohy-
bu buniek, bunkového rastu vlaso¢nic poCas angioge-
nézy a v morfologickych zmenach bunkového povr-
chu. Zmeny v Struktire cytoskeletu moézu byt
sposobené roznymi faktormi, medzi ktoré patri pdso-
benie xenobiotik, lieCiv, oxidacny stres, Ziarenie,
virusy a niektoré cytoskeletdlne inhibitory schopné
indukovat apoptézu alebo cytoskeletdlne proteiny,
ktoré su substratmi pre proteolytické Stiepenie. Lat-
ky interferujice bud s polymerizaciou mikrotubulov,
ako napr. vinkristin a kolchicin, alebo s depolymeri-
zaciou mikrotubulov, napr. paklitaxel, indukuji apo-
ptézu v ovplyvnenych bunkdch. Proces apoptozy
moZe byt indukovany naruSenim Struktiry a funkcie
mikrotubulov. Aktinové inhibitory, napr. cytochalasi-
ny, poSkodzuju siet mikrofilamentov v bunkach,
v ktorych dochddza k apoptéze depolymerizaciou
aktinovych vldkien; v tychto bunkéch nie je apopt6-
za spojend s klasickymi morfologickymi znakmi.
Cytoskeletalne proteiny su substratmi pre kaspazy,
ktorych ¢innost m6ze sposobit kolaps Struktary cyto-
skeletu v apoptickych bunkéich. Proteolyza fodrinu,
cytoskeletalneho proteinu, oslabuje organizdciu mik-
rofilamentov, ¢o vedie k tvorbe vybezkov plazmatic-
kej membrany %%,

Na Stidium zmien cytoskeletu sa pouZzivaju napr.
imunocytochemické metody, medzi ktoré patri fluo-
rescenéna mikroskopia, prietokovd cytometria
a imunoprecipitacia. Fluorescencnd mikroskopia je
zaloZzend na naviazani Specifickej protilatky na
F-aktin alebo phalloidinu znacenych fluorescenénym
farbivom (obr. 5). Phalloidin je toxin muchotravky
Amanita phalloides, ktory sa konjuguje so zelenym
fluorescen¢nym farbivom, fluoresceinom (FITC -
fluoresceinizotiokyanat). Phalloidin sa pouZziva na
znacenie, identifikaciu a kvantifikaciu F-aktinu fixo-
vaného formaldehydom po néaslednej permeabiliza-
cii, pretoZe znemoZziiuje depolymerizéciu a stabilizu-
je aktinové vlikna zodpovedné za pohyb bunky 3%,
Prietokova cytometria sa pouZiva na kvantifikidciu
cytoskeletdlnych proteinov a jej vyhoda spociva
v tom, Ze fluorescencné Ziarenie je priamo umerné
Specifickym bunkovym zloZkam, mdze byt detekova-
na aj nizka koncentracia farbiva v bunke a pomocou
intracelularnych enzymov mdze dojst k fluorescencii
aj nefluorescenénych zlicenin. Imunoprecipiticia
zaloZend na tvorbe komplexu medzi antigénom pro-
teinu a antigén-Specifickou monoklonalnou alebo
polyklondlnou protilaitkou umozniuje analyzu protei-
nov cytoskeletu 3.
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Nové vydani katalogu podéava aktudlni informace o soucasném sta-
vu hromadné vyrabénych lé¢ivych pfipravkd, které 478 vyrobct doda-
va na trh v SRN.

Shodné s predchozim vydanim katalog uvadéji dva rejstiky: abe-
cedni seznam nazvu piipravku a rejstiik 1écivych latek. Jako tam i zde
hlavni obsah tvofi az v dal§im monograficky zpracované informace
o jednotlivych HVLP v ramci 88 terapeutickych skupin. Z celkového
poctu 8829 HVLP katalogu ne chemicky definované pfipada 7002,
zatimco 797 jsou piipravky rostlinného ptivodu, 365 jsou organopre-
paraty a enzymy a 674 je homeopatik.

Zajimavéjsi pro odbornou vefejnost jsou piedevsim informace
o zménach, ke kterym v novém vydéni doslo. Mén¢ dilezité je zjisténi,
Ze se prestaly vyrabét pfipravky vice neZ desitky vyvojové prekona-
nych, tedy obsoletnich 1é¢iv. Zajimavéjsi budou informace o piipravcich
do terapie zavadénych novych 1éCiv, jelikoz ty se pravdépodobné v krat-
ké dobé objevi i u nds. Je jich zhruba na dvé desitky. Jsou to napriklad
psychoanaleptikum atomoxetin (STRATTERA), antiepileptikum zoni-
samid (ZONEGRAN), dvé antiparkinsonika, tj. rasagilin (AZILECT)

jako inhibitor MAO-B a tolkapon (TASMAR) jako inhibitor COMT,
anticholoinergikum darifenacin (EMSELEX) nebo z korondrnich tera-
peutik ivabradin (PROCORALAN).

Z dalgich jsou to jest¢ dva glukokortikoidy, tj. ciklesinid
(ALVESCO) jako antiastmatikum a loteprednol (LOTEMYX) jako
oftalmologické antiflogistikum, z antagonisti aldosteronu eplerenon
(INSPRA) a z antiagregancii anagrelid (XAGRID), ktery je jiz u nas
jako THROMBOREDUCTIN. V terapii poruch vdpnikového hospo-
darstvi se nové uplatfiuji z analogh vitaminu D paraklcitol
(ZEMPLAR) a u osteopor6z distroncium-ranelat (PROTELOS).
Z antineoplastik jsou novymi erlotinib (TARCEVA) pro terapii
metastdz plicnich nddord a monoklondlni protilitka bevacizumab
(AVASTIN) pro nadory stfevniho traktu. Ze skupiny orfan drugs jsou
novymi nitisinon (ORFADIN), inhibitor 4-hydroxyfenylpyruvat-di-
oxygenasy jako 1éCivo hereditdrni tyrosinémie a kyselina karglumova
(CARBAGLU), ktera se podava u hyperamonémii z nedostatku N-ace-
tylglutamat-syntasy.

Pro uZivatele s pfisluSnym technickym vybavenim je katalog k dis-
pozici i v riiznych elektronickych verzich (ROTE LISTE POCKET PC,
ROTE LISTE WIN CD, ROTE LISTE PALM OS).
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