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MOZNE CILE VYZKUMU

Poznani mechanismu pusobeni latek lipidové povahy,
zejména VNMK a jejich derivatu,
V.mezi- a vnitrobunecnych komunikacich podilejicich se

V. Iregulaci CyIoKInetiky,: (proliferace, diferenciace a apoptozy)
v kontextu jejich interakci s

- fyziologickymi regulatory rustu,
- environmentalnimi polutanty
- vybranymi farmaky.

Jednim z praktickych cill je vyuzit tyto znalosti v ramci pripravy
lipidovych nutricnich preparatu, pripadné cytostatik.




Cisplatina
(cis-diamminedichloroplatinum(ll), cis-DDP)

» Jedno z nejuc€innéjsich cytostatik a nejéastéji
vyuzivanych cytostatik;

» Vykazuje klinickou u€innost proti mnoha malignitam
epitelialniho pavodu, nadorim plic, hlavy a krku,
mocového méchyre, avSak zejména pri Ié¢bé nador
varlat a ovariarii

1) vazneé (adverse
reactions), véetné renalni a gastrointestinalni toxicity,
peripheralni neuropatie, asthenie apod.

2) Vyuzitelnost k témto cytostatikim omezuje jak
Cisplatin structure courtesy of Mitch Miller (Net- [T pi"i rozené“ tak
Genics, Cleveland). -

bunek.




Biologicke cile cis-DDP
(adukty cisplatina-DNA)

»Jaderna DNA -
- hlavni cil pusobeni cis-DDP v burice

Viz. experimentalni dukazy za poslednich 30 let,
(Jamieson, ER. et al., J Chem Reyv, 1999)

Closorse:
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,Uptake* a cytotoxické pusobeni cisplatiny(ll).
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Biologicke ,,cile” cisplatiny
(adukty s DNA)

Novel Concepts in the Development of Platinum Antitumor Drugs
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> Bylo ale prokazano, ze CIS-DDP inhibuje rust
nadorovych bunék Vv koncentracich vyrazne nizsich

» Otvira se tak novy prostor, kde je tfreba stavajici ,,dogmata“
prehodnotit a presunout pozornost k dalsim, jiz prokazanym,
cilim pusobeni pt-derivatu.

> Hlavni oblast téchto dalsich u€inkd souvisi s bunéénymi
signalizacemi zapojenymi v regulaci cytokinetiky

> To naznacuje nové moznosti cilenych modulaci efektu
pt-cytostatik.



Cytotoxic action and molecular basis of cisplatin
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U bunék rezistentnich
k cisplatiné je f-ce p53
(drahy vedouci k
apoptéze)

Prispivaji k tomu

zmeény v regulaci
proteint r. Bcl, Fas,

Survivinu, Glutathionu



Adamantylaminové Pt(ll) a Pt(IV)

komplexy

Predpokladana

) vyhoda:

Dvojmocné Pt(ll) redukce

(reaktivni s DNA)
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Cytotoxicita Pt komplext u CisDDP - Rezistentnich
nadorovych linii (24hodinova kontinualni expozice)

1Cso(nM)

Ovariancarcinoma A2780/cis
Ovariancarcinoma A2780/cis90

Zak et al J.Med.Chem.:
47.,761-3,2004




,Dose-response” Krivky mTT test)

Nejcitlivéjsi k cis-DDP z panelu senzitivhich ovarialnich bunék
(H134, IGROV-1, OVCAR-3),s nejniz§im % apoptdzy (6-14%)
(Kolfschoten, G.M. et al., Gyn. Oncol., 2002)

udrzovana pridavkem cisplatiny
do kultivaéniho média (vysl. konc. 1 uM, kazda 2. pasaz)
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Fig. 2. Time- and dose—response effects on the survival of A2780 and A278(0cis cancer cell lines. The effects after 72 h exposure to cisplatin or LA-12 in a
concentration range between 0.3 pM and 256 pM were determined by MTT assay. The calculated drug concentrations inhibiting metabolic activity of cells by
50% (ICsq) and 90% (ICqq) are displayed for both derivatives. The results are expressed as mean + standard deviations (S.D.) of at least three independent
experiments; all concentrations were tested in three replicates.

Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol




Rozdilny vliv cisplatiny a LA-12 na bunécny cyklus

A2 /780 (single staining)

A2780
UNTREATED CONTROL

G0/G1:43.5+25 %
§:33.2+6.0%
G2/M:17.3£55%

G0/G1:71.2+6.9 %
$:35.3:6.8%
G2/M: 14.0+3.0 %

G0/G1:71.2+69 %
$:158+22%
G2/M: 82 £1.3%

LA-12(50)

GOGY: 215 +£4.1% (%) G0/G1:27.6 £3.5 % (*)
S: 352+ 4.3 % ; S:49.12 + 7.4 % (#)
/ { G2M: 2312 £5.4 % (#)

S

G0/G1:455 6.4 % y GO0/G1:54.1 £6.5%
S:245+6.3% S:298+54 %
G2/M:24.0 £ 6.7 % (*) G2/M: 21.32+1.5 %

G0/G1:455+6.4 % (*) GO0/G1:54.11 % 6.5% (%)
S$:33.2+3.1 % (%) ; S:29.3+34 % (")
G2/M:21.3+86 % G2/M: 16.6+ 32 %

Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol



Rozdilny vliv cis-DDP a LA-12 na bunécny cyklus
A2780cis

A2780cis
UNTREATED CONTROL CISPLATIN(50) LA-12(50)
GO/G1: 442 +4.9% GO0/G1:17.9+6.8 % (*) GO0/G1:29.2+ 5.9 % (%)

S:389+32% S:66.0+4.9% () S:53.7 £ 2.6 % (*#)
G2/M: 16.9 +4.5 % ; G2/M: 20.7 £ 6.9 % G2/M: 19.8+ 0.8 %

G0/G1:51.1£4.4% G0/G1: 184 £10.0 % (*) G0/G1:24.3+ 6.3 % (*)
S5:335+£1.9% S:47.0+ 16.7 % S:41.1:28.1%
G2/M: 154 £2.9% 1346 £12.4% (x) ] I G2/M: 34.6 + 3.2 % (x)

GO0/G1: 66.3 £5.1 % G0/G1:439+5.0% (*) G0/G1:39.9+ 3.1 % (*)
S:2334£32% S:341+£50% S:37.0+£11.3 % (*)
G2/M: 104 +2.7 % : \ G2M:21.9+25 % (x) ¢ G2/M:27.5+ 7.7 % (x)

Kozubik et al., 2005, Biochem Pharmacol




Zaver: ucinky LA-12 a cisplatiny na b. cyklus se lisi dynamikou
a jsou u ovariarnich nadorovych linii liSicich se rezistenci rozdilné.

ROZDILNE mechanismy.....
Detekovany hladiny proteinu:

- Cyklin A, B1, cdk2 ( regulace b. cyklu);
- p21, Gadd45a (,,p53 target genes“ regulace b. cyklu);
- Bax (apoptoza); Cakt-cyclin B

Cdk1-cyclin A

- Gadd 45« (,,DNA repair®);
- Mdm2 (regulace stability p53)

Cdk2-cyclin E




Hladiny proteinti regulujicich bunéény cyklus (cyklin A, B1,
cdk2) u bunek A2780 a A2780cis po pusobeni LA-12 a cisplatiny

6 h 12 h 24 h
A2780 A2780cis A2780 A2780cis A2780 A2780ci

cyclin A

Fold increase .S 10 1110 1011 12

1012 1110 13 11

Fold increase 10 1008 10 12 11 10 1010 10 12 08

Fold increase 1.0 09 9 0o 10 1111 10 11 12 10 1313 10 14 12

Nebyly pozorovany zadné zmény




Exprese PARP a p53 (Western b.) u A2780 a A2780cis

Equitoxické koncentrace
; F & cis-DDP indukuji vyssi
(a) PARP = ____.— expresi proteinu p53

Sl 89 kDa (teoreticky vyssi
113 kDa poskozeni DNA, nez po
89 kDa apl. a tudiz by
113 kDa cis-DDP méla pusobit

89 kDa efektivnéji),

48 h

Nebylo tomu tak, tzn. ze
by musi existovat jiné.
napr. s poskozenim DNA
nesouvisejici mechanism
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Fig. 8. Western blot analyses of (a) PARP (upper panel) and (b) p53 (middle panel) protein levels in A2780 (left panel) and A2780cis cells (right panel). The kte re nevedou k tvorbe
cells were not exposed (untreated controls) or exposed to ICsq or ICgq concentrations of cisplatin or LA-12 and harvested at 24 h, 48 h, and 72 h of sustz lill(_ddlll" aduktﬁ S DNA)

treatment. One representative experiment of at least three is presented. Table (¢) contains values of p53 expression quantified by densitometry (mean &+ S.D. of

at least three independent experiments). The symbols (*) denote significant difference (p < 0.05) from untreated control; (#) denote significant difference

(p < 0.05) between equitoxic cisplatin and LA-12 effects. Equal loading is documented by detection of (d) B-actin (bottom panel).

Kozubik et al., Biochem Pharmacol., 2005




Detekce produktil genu activatelnych p53 spojovanych
se zastavou b. cyklu, ,,DNA repair* a apoptézou po
pusobeni cisplatiny nebo LA-12
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Hledany dalSi mozné mechanismy pusobeni

Predpoklad, ze
u obou studovanych pt - cytostatik, lisicich se lipofilicitou dochazi k
vyznamnym rozdilim jiz v dostupnosti do bunky.

Prokazano

Vzhledem ke své lipofilicité, LA-12 pronika velmi snadno
do bunek

???7? muze reagovat s DNA a dalSimi molekulami ????




[CI-]exgloomM plasma |Ci5p|atin (") | lreaktivita
plasma (capacity factor HPLC)
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cytoplasma

(FAAS) (19.5% u A2780; 29.3x u A2780cis)
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Proteiny ?

cytoplasma
Peptidy ?

¢ Glutathion specialni typy velkych
RNA? nereparabilnich excisini reparaci

¢ Metallothioneiny ¢
Cytoskeletalni proteiny?

Replication inhibition

Transcription inhibition
sell-cycle arrest

DNA repair

Cell death
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Nase doposud prezentované vysledky, i kdyz piné
nevysvétluji rozdily v pusobeni a se

zarazuji mezi ty pristupy, které
vyzkum platinovych cytostatik posouvaji do novych

oblasti.

mohou (kromé DNA) reagovat s
dalsimi buneénymi strukturami jako jsou napr:

- ———

f) 4 . ‘._' -
RNA,_ V7 g
proteiny, J ,/?BF\ A
cytoskeletalnifilamenta, , : (e B e TR
thioly- obsahujicimolekuly R T

MEMpbranove fostolipidy:

Odvozené mechanismy mohou byt vyznamnou soucasti signalnich
kaskad regulujicich déleni a smrt bunék



Modulace cytokinetiky latkami tukove povahy
- zavery-

Lipidy: a zejmena |ejich slozky Vysoce nenasycene Kyseliny.
(PUFAS), veetné jejichi metabolitti etkosanoidu,

patri mezi. vyznamne epigeneticky. pusobici faktory schopnée
oviivait jak normailnich,

ale I transformovanych bunecnych populaci, tak preces maligni
transfermace.

CE::.:%:;‘:E::E
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Hlavni mechanismy pusobeni PUFASs
v bunecnych signalizacich

1) prime ovlivneni aktivity: transkripcnich faktoru
regulujicich expresi genu vyznamnych z hlediska
cytokinetiky

2) produkce eikosanoidu pusobicich na prenos signalu
rustovych faktoru, cytokinu a imunitni system

3) produkce reaktivnich kyslikovych metabolitu
vznikajicich peroxidaci lipidu.

CE::.:%:;‘:E.‘:E
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Dilci shrnuti (teoreticko praktické dopady)

Lipidy jsou nejen vyznamnym zdrojem energie, ale
predstavuji i jedny z hlavnich stavebnich kamen( bunék.

Kromé strukturni ulohy (jako slozky membranovych fosfolipidti)
je neméneé podstatna rada jejich funkénich viastnosti.

Zmeny spektra mastnych kyselin (MK/VNMK) v_.membranovych
strukturach maiji dopad nejen na fyzikalné-chemické viastnosti
(fluiditu, konformaci apod.), ale zejména na interakce receptorut s jejich ligandy.

MK/VNMK tak hraji dalezitou ulohu v prenosu signali a funguji jako
intra- | intercelularni mediatory a modulatory b. signalizacni sité.

Proto patri mezi vyznamneé faktory schopneé ovlivnit jak deleni a zanik normalnicl
ale | transformovanych bunéc¢nych populaci, tak proces maligni transformace.




Hlavni mechanismy pusobeni PUFA v
bunecnych signalizacich

1) primeé ovlivnéeni aktivity transkripcénich faktoru regulujicich expresi
genu vyznamnych z hlediska cytokinetiky.

2) produkce eikosanoidu pusobicich na prenos signalu rustovych
faktoru, cytokint a imunitni systéem

3) produkce reaktivnich kyslikovych metabolitti (ROS) vznikajicich

peroxidaci lipidi.

Vyznamnym faktorem je mnozstvi lipidu v potrave.

Vysoké koncentrace VNMK (anebo pfilisna aktivace lipidového/fosfolipidového
Metabolismu) mohou nepriznive ovlivnit bunécné funkce.



MOLEKULARNiI MECHANISMY pusobeni w-3 a w-6 VNMK
(mediatory a modulatory bunécné signalizacni sité)

ﬁ
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Vysledky reflektujici uvahy
o potencialnim zapojeni fosfolipidovych struktur
v mechanismech ucinku pt-cytostatik

Lze vyslovit predpoklad, ze
u obou nami studovanych pt - cytostatik, lisicich se lipofilicitou
dochazi k vyznamnym rozdilim jiz v.dostupnosti do bunky.

Dale, je znamo, ze

ki rezistenci bunek k cis-DDP muize prispivat slozeni a distribuce
fosfolipidovych komponent v membranach.

Vyznamneé rozdilnosti v ,,seskupovani lipidu

(tzv. ,lipid packing®, FCM, merocyanin)

jsme prokazali i v nasich predbeznych pokusech

u bunek A2780 a A2870cis.




Nase dalsi predbezne vysledky s vyuzitim kalorimetrie
provedené na
umelych lipozomalnich strukturach naznacily:

ze zatimco ani ciIsDDP ani LA-12
samy o sobé nemeéni vliastnosti lipozomu,

pridani AA vyznamne meni charakter termogramu
Ve smyslu zvyseni membranove fluidity.

Kombinace AA s cis-DDP. anebo's LA-12

naznacily tendence k fazové separaci
(zmeny nebo objeveni se druhého piku),

kdy se tyto piky liSi po kombinaci
AA s cis-DDP od kombinace AA s LA-12.

Closorse:

Biofyzikélni Gstav AVER, BRANO



Vznik
suspenze vhodnych polarnich lipidu (napf. lecithin) + pasobenim ultrazvuku



http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/lipidy_polarni.html

DPPC + CP DPPC+LA12 DPPC + AA DPPC + DHA

15mIIK

15mI/K
1.5 mI/K

1.5mI/K

EXCESS HEAT CAPACITY

i\

|
S~

T Y I A A N Y R
25 30 35 40 45 50 25 30 35 40 45 50
TEMPERATURE (°C) TEMPERATURE (°C)

EXCESS HEAT CAPACITY
EXCESS HEAT CAPACITY
EXCESS HEAT CAPACITY

26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 25 30 35 40 45 50
TEMPERATURE (°C) TEMPERATURE (°C)

Vliv CP na DPPC multilamelarni lipozémy Vliv LA 12 na DPPC

Po 50uM AA pozorujeme snizeni piku e s . s .
odpovidajciho pfedpfechodu je zfejmé, Ze tendence zmény

ROZd ily C i S p | at i n a (C P) VS LA_ 1 2 a zarovei rozsifovani hlavniho fazového je podobna jako po AA.

prechodu
pficemz se entalpie pfechodu neméni.

(DPPC+100|,I,MAA)+CP (DPPC + 100 uM AA) + LAL2 L B
¥ _—

¥
2
>-
E > ]
3 =
o
E < E }_\"
g P 5 :
- : i
. 5 g
g T 1uM <
7] I
| o ]
Q O i}
w w

(DPPC + 100 pM DHA) + LA 12
|

10 uM

10 pM LA12

\
\
50 uM /“
50 M LAL2 \
HHMHMHHXH.MHH

25 30 35 40 45 50 s m m w0 w5
TEMPERATURE ('C) TEMPERATURE (°C) TEMPERATURE (°C)




Nase dalsi predbézné vysledky naznacCily

(provedené na umeélych lipozomalnich strukturach vyuzitim kalorimetrie)

ze zatimco ani cisDDP ani LA-12 samy o sobé nemeéni vlastnosti lipozomu,
pridani AA vyznamné meéni charakter termogramu

ve smyslu zvyseni membranove fluidity.

Kombinace AA s cis-DDP anebo s LA-12 naznacily tendence k fazove separaci
(zmeny nebo objeveni se druhého piku).

Iyio piky se po kombinaci AA's cis-DDPPvs. AA's [LA=12 lisily.

Je znamo

ze kirezistenci bunek k' cis-DDP muze prispivat slozeni a distribuce
fosfolipidovych komponent v membranach.

,Seskupovani® lipidu
tzv.,,lipid packing®, FCM, merocyanin - vaze se na ,,rozvolnénou strukturu
lipidti (zvySeni flurescence) — cca odrazi miru fluidity
jsme prokazali i v predbéznych pokusech
u nadorovych bunék ovarii A2780 a A2870cis (se ziskanou rezistenci).



Dynamicky charakter biologickych membran (model)

November 11, 2008 vol. 105 17367-17372




Cytoskeleton

Lipids Glycosylphosphatidylinositol (GPI) (\\l Proteins ? Cholesterol
|

\
/ Carbohydrate

Figure 2 | The Fluid-Mosaic-Model of the cell membrane. Like a mosaic, the cell membrane is a complex structure made up of
many different parts, such as proteins, phospholipids and cholesterol. The relative amounts of these components vary from
membrane to membrane, and the types of lipids in membranes can also vary.

Zajisténi vetsiny biologickych funkci se neobejde bez unikatnich interakci
lipidovych komponent » :

Jejich modulace mohou vyznamné menit intenzitu a také smer sign. transdukce

1) napr. tzv. lipidovych rafti — membranovych lipidovych mikrodomén obohacenych o

Pietzsch J et al.,
Nature Reviews,
October 2004




Vychodisko:
Zajisteni vetsiny biologickych funkci se neobejde bez unikatnich interakci
lipidovych komponent s dalSimi biologicky vyznamnymi molekulami.

Extracellular

i
Peripheral
protein

IrntE:g';r'aI
o= oyt .
protein L:‘_ﬁ.-‘tﬂplEI.SlIl

Pokrok v pochopeni vyznamu struktur obsahujicich lipidy
(napr. tzv. lipidovych raftd — membranovych lipidovych mikrodomeén obohacenych o glykosfingolipidy a cholesterol)

zavisi na rozvojl metodologii orientovanych na poznani struktury
a funkce techto, ale I jinych unikatnich uskupeni, jejichz modulace
mohou vyznamné menit intenzitu a také smer signalove transdukce.

Closera:
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LA-12 indukuje ,,upregulaci® proteint DR5, mRNA a zvySuje
zastoupeni DRS v lipidovych raftech

Zastoupeni DR5 a DR4 v membranach | — HCT 116 — Celkove z?:ltfg/l)]peni DR5

Celkové hladiny DR5

DR expression level (MFI)
fold of control

cisplatin {«M)
LA-12 (uM)

cisplatin
LA-12

Lokalizace DR5 v lipidovych raftech






Studie In vitro:

(Machala)
Zak F., Turanek J., Kroutil A., Sova P., Mistr A., Poulova A., Mikolin P., Zak Z., Kasna A.,
Zaluska D., Ne&a J., Sindlerova L., Kozubik A.:
Platinum(lV) complex with adamantylamine as nonleaving amine group:

against a panel of cisplatin-resistant cancer
cell lines.

J. Med. Chem. 2004 Jan 29; 47(3):761-3,
Turanek J., Kasna A., Neéa J., Kvardova V., Knétigova P., Zaluska D., Horvath V., Sindlerova

L., KOZUbIk A., Sova P, Krout|I A., 2ak F., Mistr A.:

New platinum (IV) complex with adamantylamine ligand as a promissing anticancer drug:
towards A2780/cisR cisplatin-resistant cell line

within homologous series of platinum (IV) complexes.

Anticancer Drugs. 2004; 15:537-543.

Kozubik A., Horvath V., Svihalkova-Sindlerova L., Souéek K., Hofmanova J., Sova P., Kroutil
A., Zak, F., Mistr, A.,Turanek J.:
High effectiveness of platinum(lV) complex with adamantylamine in

Biochem. Pharmacol. 2005; 69:373-383.

Horvath V., Blanarova, O., Svihalkova-Sindlerova L., Souéek K., Hofmanova J., Sova P,,
Kroutil A., Kozubik A.,.:

Platinum(lV) complex with adamantylamine in
ovarian cancer cells.

Gynecol. Oncol. 2006; 102:32-40



Studie in vivo :

Ukoncena 1. faze klinického hodnoceni



Tyto vysledky naznacuiji, ze

1) zmény fosfolipidového metabolismu by mohly souviset s rezistenci
nadorovych bunék k cis-DDP

2) signalni drahy zahrnuji fosfolipidové komponenty by mohly byt
soucasti mechanismu pusobeni pt-cytostatik jinych nez téch,
které primo souvisi s poSkozenim DNA

Proto cilena modulace fosfolipidového metabolismu,
(zalozena napr. na vyuziti specialnich lipidovych vyziv)

by mohla byt jednou z novych strateqii
vedoucich k posileni u¢inkt pt-cytostatik




Podstata navrhu projektu
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Vyuziti mechanismu pusobeni pt-cytostatik jinych
nez tech, které primo souvisi s poskozenim DNA

»prenos signali“ UCINEK
embrana-cytosol-jadro

zmény

fluidity apoptéza

metabolismu
PUFAs

membran
ovlivnéni

>

bunécny
cyklus a
proliferace

poskozeni
generace cytoskeletu,
(LA-12) oxidativni

stres...

NEZNAME INTERAKCE

Podstata moznych navrhu projektlti — prozatim neuzavreno



Dalsi mozneé cile

Studium molekularnich mechanismu odpovédnych
za apoptoézu indukovanou platinovymi cytostatiky a
TRAIL

- Uloha vybranych proteinti zodpovédnych za
prokazanou potenciaci apoptozy po kombinovaném
pusobeni LA-12/ TRAIL

(p53, NF-kappaB, iniciacni a efektoroveé caspazy, inhibitory
endogennich caspas, rodina proteint Bcl-2 proteinu atd.)

« Sledovani kombinovaného pusobeni Pt cytostatik a
TRAIL na bunky odvozenych z dalSich typu nadoru
a na normaini bunky

 Srovnani efektu LA-12 a dalSich konvencné
uzivanych platinovych cytostatik



centrace LA-12 nizsSi 18x

normalized cell index

LA-12 nebo cisplatina posiluji cytotoxické pusobeni
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Predpokladané interakce slozek diety a endogennich regulatort
cytokinetiky epitelialnich bunék kolonu
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N\ EPITHELIAL 9
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\ 4
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PUFAs (AA, DHA) zvysuiji citlivost nadorovych bunéek kolonu

k apoptoze indukovane butyratem nebo cytokiny rodiny TNF

EurJ Nutr (2005) 44: 40-51
DOH 10.1007/500394-004-0490-2
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