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Doxorubicin: pomoc i hrozba v 1é¢bé rakoviny
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Doxorubicin: help and threat in cancer therapy

This article is focused on reviewing the benefit and limitations of utilization of doxorubicin,
which is one of the most widely used anticancer drug even though it causes severe side effects.
The mechanism of action of common cytostatic drugs is described and special attention is

paid to doxorubicin. Its pathway through the body is highlighted and its toxicity is emphasi-
zed. Finally, strategy of elimination of the negative effects induced by doxorubicin therapy is
mentioned and the most widely approach — the use of liposomes — is summarized.
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Uvod

Rakovina patfti celosvétoveé mezi jednu z nej-
zavaznéjsich chorob 21. stoleti. Vétsina imrti
je zapricinéna rakovinou plic, jater, zaludku,
tlustého stieva a prsu. Vznik onemocnéni je
zpuisoben Sirokou $kalou vnéjsich a vnitinich
podminek a vyznamnou roli tu hraji genetické
predispozice, predevs§im u rakoviny prostaty
(13,94%), prsu (7,46%) a kolorekta (6,78%)'.
I presto, Ze této chorobé ro¢né podlehne vice
nez 8 milionu lidi a predpoklada se vroce 2030
nartst azna 13,1 miliont, vznik a mechanismus
této zakerné nemocineni stale zcela objasnén a
mechanismy ptisobeni riiznych druhi cytosta-
tik jsou stale predmétem zkoumani. Vzhledem
k zavazné toxicit€ cytostatik je snaha vyvinout
specifické systémy podavani 1ék1i, které jsou
schopny omezit toxicitu 1éciva a cilené dopravit
1é¢ivo do mista nadoru 2.

Rakovina

Rakovina zahrnuje Sirokou skupinu onemoc-
neéni, jejichz spolecnym rysem je nekontrolova-
ny rust vlastnich bunék, ac¢koli za normalnich
okolnosti jsou buriky schopny svou mutaci de-
tekovat a opravit, nebo v jiném pripadé bunku
donutit k apoptéze. Hlavnim tikolem kazdého
mnohobunécného organismu je zajistit nor-
malni priibéh buné¢ného cyklu. P¥i poskozeni
spravného fungovani buné¢ného cyklu docha-

zi k nekontrolované proliferaci bunék, coz je
jednim z hlavnich charakteristickych znakt
rakoviny 3. Bunécny cyklus je fizen nékolika
kontrolnimi body, tzv. mechanismy zajistujici-
mi bezchybné déleni eukaryotické bunky. Nej-
dilezitéjsi funkci kontrolnich bodu je dohled
nad poskozenim DNA, které detekuji senzorové
mechanismy, a pomocisignalnich mechanismua
je bunécny cyklus zastaven do doby opravy. V
pripadé€ Ze nelze provést opravu dochazi ke
spusténi programované buné¢né smrti (apo-
ptoézy). Bunécny cyklus je v kontrolnich bodech
tizen pomoci cyklinti (A, B, D, E) a jejich ptibuz-
nymi cyklin-dependentnimi kinazami (CDK).
Specifické prechody v bunééném cyklu jsou
tizeny specifickymi CDK. Je-li tato specificnost
udrzovana v nadorovych burikach, selektivni
inhibice téchto kinaz predstavuje potencialni
moznost 1éCby nadorti*.

Cytostatickaléciva a jejich ptisobeni
na lidsky organismus

Chemoterapie patti k zakladnim 1écebnym
postupiim mnoha druht nadort. Klinic-
ka uzitecnost protinadorovych 1é¢iv je do
znacné miry omezena vyvojem nezadoucich
ucinkn a ziskanim rezistence protinadoro-
vych buné€k na tyto léky. Mechanismus to-
xicity protinadorovych 1éCiv neni stale zcela
objasnén %. Obecné je popsano nékolik zaklad-
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nich mechanismi ptisobeni: 1) interkalace do
DNA, coz ma za nasledek inhibici syntézy mak-
romolekul, 2) vznik volnych radikald, coz vede
k poskozeni DNA nebo peroxidacilipidd, 3) al-
kylace DNA, 4) DNA cross-linking, 5) interakce
s membranovymi proteiny, coz vede k redukci
DOX a tvorbé ROS, 6) poskozeni DNA vlivem
inhibice topoisomerazy II, 7) indukce apoptozy
v zavislosti na inhibici topoisometazy I1 7. Dale
je diilezité se zminit o tzv. tumor supresorovém
proteinu p53, ktery je jednim z nejdulezitéj-
$ich ovladacti buné¢ného cyklu u normalni i
rakovinové buriky. V pripadé vyskytu nebez-
peci zahajuje riizné kaskady apoptozy a tim
dochazi k odumreni poskozené buriky . Asi
60 % nadoru obsahuje mutovany typ p53, coz
zpusobuje jeho zvysenou stabilitu nebo ztratu
aktivity. Ztrata aktivity normalniho typu p53
je hlavnim prediktorem absence odpovédi na
radioterapii a chemoterapii u riiznych typi
nadort *°. Preneoplastické bunky maji silnou
tendenci eliminovat funk¢nost proteinu p53,
coz naznacuje, ze nadorové bunky mohou eli-
minovat apoptickou smrt buriky . Dalsi tfidou
geni ovliviujici potencialni vznik rakoviny jsou
onkogeny stimulujici bunécny riist'?. Veskeré
vyse popsané zmény na genetické irovni mohou
vyustit az v nddorové bujeni a jsou vysledkem
nahromadéni chyb béhem mitézy. Je velmi di-
lezité si uvédomit, ze jedina genetickd zména
nestacik podpore maligniho nadoru .

K nejbéznéjsim cytostatikiim patii dvé sku-
piny 1éCiv, jedna skupina zahrnuje 1é¢iva na
bazi platiny, jejichZ nejvyznamnéjsimi zastupci
jsou cisplatina, oxaliplatina a karboplatina.
Hlavnim cilovym mistem ptisobeni téchto 1é¢iv
je DNA. Druhou velmi vyznamnou skupinu
tvoriantracyklinova antibiotika. Existuje vice
nez 2000 derivatd antracyklind, ale i presto je
stale nejpouzivanéj$im léCivem z této skupiny
doxorubicin (DOX). Hlavnim mechanismem
pusobeni DOX je interkalace do DNA. Struk-
turni modifikace zptisobené interkalaci mohou
vést k funkénim zménam, napt. inhibice tran-
skripce, replikace a opravnych mechanismii
DNA 15, DOX ma vysokou schopnost pronik-
nout do tkani a zaroven zustat v jadie bunky
a to jak diky svym lipofilnim vlastnostem a
DNA interkalaci. Je zajimavé, Ze i pfes vysokou

penetrac¢ni schopnost nemtize DOX prechazet
pres hematoencefalitickou bariéru do mozku.
Byla provedena fada studii, které se zamétuji na
vyuziti DOX jak samostatné, tak v kombinaci
s dalsimi terapeutiky. VétSina téchto studii
popisuje distribuc¢ni poloc¢as DOX v rozsahu
3 — 5 minut, naopak terminalni polocas se po-
hybuje kolem 24 — 36 hodin. Hodnoty stabilni
distribuce jsou vrozmezi500 az 8001/m?1°. Jako
vétSina 1€k, DOX vstupuje do buriky pasivni
difuzia obvykle se hromadivintracelularnim
prostoru v koncentraci 10 — 500 x vys$s$i nez v
extracelularnim prostoru. V jadie se nachazi
asi 50x vice DOX neZ v cytoplasmé (340 nM),
nebo-li jedna molekula je interkalovana mezi
kazdou patou bazi na retézci DNA''8, Volny
intracelularni DOX (2% z celkového poda-
ného 1éku) je stejnomérné distribuovan mezi
ostatni organely (Golgiho aparat, lysozomy
a mitochondrie) 1. Vétsina studii se priklani
k faktu, Ze se DOX nejvice hromadi v jatrech
v dasledku biotransformace, nelze v§ak opo-
menout vysokou koncentraci v kostni dreni
a bilych krvinkach, kde je na hladina stale
200 — 500x vys$si nez v plasmé. Plasmova
clearence zprostredkovana jatry se pohybuje
v rozmezi 324 — 809 ml/min/m?. Polovina
1é¢iva je vyluCovana zluc¢i obvykle 5 — 7 dni od
pocatku 1écby. Pouze 2 — 15 % léciva je vylou-
¢eno moci po delsi ¢asové periodé, z toho cca
3 9% v mocitvori doxorubicinol. Do 24 hodin je
10 — 20% vylouceno stolici a 50 9% do 150 hodin.

Toxicita doxorubicinu (DOX)
Pouzivani antracyklinti je zatiZzeno celou ra-
dou vedlejsich uc¢inkt jako je nevolnost, zazivaci
potize, ztrata vlasti a poruchy na neurologic-
kém systému 2°. Bohuzel DOX neni specificky
zaméren jen na nadorovou tkan, ale ovliviiuje
rust i jinych typt bunék v téle, coz ma za na-
sledek poruseni spravného fungovani imunit-
niho systému ?'. Nejvyssi riziko predstavuje
kardiotoxicita, ktera je hlavnim divodem
omezeni podavané davky DOX. DOX je odpo-
védny za strukturni zmény kardiomyocyti v
srdci. Geny za to odpovédné nesou oznaceni
BNP a ANP. Pri zvySené expresi téchto gent
dochazi k srdec¢ni hypertrofii. Molekularni
mechanismus této akce zvysuje tvorbu vol-
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nych radikald. Literatura popisuje nejcastéjsi
4 mechanismy vzniku reaktivnich kyslikovych
radikalt (ROS): 1) vznikem semichinonu,
2) aktivace NAD(P)H oxidoreduktazy, 3) neen-
zymatické mechanismy, 4) produkty meta-
bolismu DOX. Blizi-li se zivotni akumulace
DOX 500 mg/m? plochy téla je riziko kardio-
myopatie vyrazne zvyseno a k akutnimu selhani
srdce dochazi az u 20 % pacienti 2.

Azu 40 % pacientti se v priibéhu 1éCby projevi
poruchy jater. Vlivem metabolické a detoxifi-
kacni aktivity jater dochazi k akumulaci DOX
v jatrech. Pti vyssich davkach DOX je vlivem
metabolismu v jatrech zvysena produkce ROS
zpusobujicich poskozeni DNA, peroxidaci lipi-
dd, sniZenivitaminu E a pokles redukovaného
glutathionu. Dale miZe dochazet k aktivaci
IKB kinazy, ktera fosforyluje inhibitory IKK a
tim aktivuje jaderny faktor kB, ktery zptisobi
uvolnéni prozanétlivych cyklinti spoustéjicich
apoptoézu. Toxicita DOX je dale odpovédna za
snizovanihladiny anorganického fosfatu (ADP,
ATP, AMP), které mize vyustit az k patolo-
gickym staviim v hepatocytech. Tento proces
je jednou z hlavnich pti¢in neustalé svalové
a psychické inavy. DOX pitisobi toxicky také
na ledviny, kde zptisobuje tzv. nefrotoxicitu a
proteinurii, vlivem poruseni glomerularnich
podocytii 2. K nefropatii dochazi pti naruseni
normalniho fungovani mitochondrii. To zpu-
sobi, zZe hladina triglyceridi, superoxidaz a
syntéza citratu je zvySena, zatimco je snizeno
mnozstvi vitaminu E a antioxidantti. Nasled-
kem je opét zmeéna struktury nefronti. Na rozdil
od jater, schopnost regenerace ledvin je vyrazné
nizsi, pokud jiz doslo k poskozeni glomerultl.
Poskozeni glomerulti zptisobuje glomerularni
1éze, zanét, tubularni dilataci a také ovliviiuje
kapilarni propustnost %°. U nékterych pacientnl,
vtézkych pripadech, mizZe dochazet k zivazné
infekciv tlustém a slepém streveé, které mohou
byt fatalni.

Liposomy jako nanotransportéry
pro prenos doxorubicinu

Vzhledem k zavazné toxicité cytostatik je
snaha vyvinout specifické systémy podavani
1ékii, které jsou schopny omezit toxicitu 1é¢iva a
cilené dopravit 1é¢ivo do mista nadoru. Pouziti

téchto systémti se stale testuje a zlepSuje, aby
se zvysila selektivita a celkovy ucinek 1éku.
Nejvétsi pozornost je dnes vénovana polymer-
nim nosic¢iim, jako jsou liposomy, hydrogely a
nanocastice. Po¢ate¢ni vyvoj liposomalniho
doxorubicinu ukéazal velikou nad€ji v nové ére
modernilécby, ale také nékteré kritické nedo-
statky. Liposomy vykazovaly rychlé odboura-
vani z ob€hového systému prostrednictvim
retikuloendotelialniho systému 2. Prvni studie
vysvétluji kratky obéhovy cas slozenim a veli-
kosti ¢astic. Postupem c¢asu byly liposomy for-
mulovany tak, aby bylo 1é¢ivo 1épe zapouzdieno
a setrvavalo déle v obéhovém systému a tim se
zvysila jeho ticinnost 2°. Povrch liposomu se pro-
to brzy potahl polyethylenglykolem (PEG) a tim
se vyrazné prodlouzil ¢as cirkulace 1éCiva v téle.
Liposom potazeny PEG se nakonec stal znamy
jako ,,stealth®, z nichZ jedna skupina byla na
trh uvadéna s doxorubicinem 2. Doxorubicin
je zapouzdreny ve vnitfnim prostoru, v gelové
fazi obsahujici 10000 az 15000 pevné balenych
molekul. Primér téchto liposomti musi byt
dostatecné maly, aby byl zajistén jejich prostup
pres sténu krevnich cév v nadoru ?°. Studie na
zvirecich modelech zkoumajici farmakologické
vlastnostiliposomt potazenych PEG ukazaly na
inhibici ristu nadort, zlepseni celkového stavu
organismu a zlepSeni kvality Zivota ve srovnani
s pravidelnou 1é¢bou volnym DOX. Jednou z
hlavnich farmakologickych schopnostiléku je
potlaceni antiapoptickych cest a zesileni apop-
tické aktivity. Distribuc¢niobjem je 31, coz je hod-
nota srovnatelna s hodnotou objemu plasmy.
Rychlost clearence je 33,6 ml/1, narozdil od vol-
ného DOX, ktery vykazuje hodnotu v rozsahu
24 — 73 1/hod/m? 28, Liposomy bez PEG maji
hydrofilni povrch a ten vyrazné snizuje vazbu
liposomu na slozky plazmy. Je duilezité si uve-
domit, Ze 95 % DOX nachazejiciho se v plazmé
je stale uzavieno v liposomu, coz znamena, ze
neni biologicky dostupny. DOX zapouzdieny
v liposomu s PEG ma diky své malé velikosti
(100 nm) velky potencial byt velmi selektivni
k nadoru. Zapouzdireny DOX v liposomu se
hromadiv misté nadoru vice nez samotny DOX.
Neékteré studie vsak poukazujina 4 — 48x vyssi
prostup do jater a kiiZe po pocatecni injekci,
proto tyto castice nejsou jesté stale idealni.
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V jiné praci byly provedeny experimenty na
potkanech, s implantovanym sarkomem, které
ukazuji ze liposomalni DOX s PEG dukladné
pronikl do mozku a zaroven byl Setrny k okol-
ni mozkové tkani, coz je dikazem podstatné
vyhody nad pouZzitim volného DOX %.

Zaveér

Doxorubicin je Siroce vyuZzivané cytostatické
1éc¢ivo aplikované pro Sirokou skalu nadorovych
onemocnéni. I presto, Ze se toto 1é¢ivo v klinické
praxi vyuziva jiz déle nez 30 let, ptiCiny jeho
negativniho efektu podilejiciho se na vzniku
kardiotoxicity nebyly stale zcela objasnény. Z
tohoto diivodu je diilezité vyvinout specifické
systémy podavani 1ékt, které by byly schopny
omezit toxicitu léciva a popripadé cilen€ do-
pravit 1é¢ivo do mista nadoru. Jako nejslibnéjsi
nanotransportér pro prenos lé¢iv se prozatim
jevi liposom. Mezi dalsi latky vyuzité pro po-
dobné ucely mizZeme radit riizné nanocastice
a hydrogely.
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