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Influence study of non-platinum cytotoxic drugs on polymerase chain reaction

The tumor is a cellular process, whose essence is the change of the genetic information and
regulatory processes in the cell. Consequently, occurs to the uncontrolled multiplication of
cells. Cytostatics, especially anthracycline antibiotics are currently widely used for example
in the treatment of breast cancer or prostate cancer, which are nowadays the most frequent

cancers. The influence of non-platinum cytotoxic drug doxorubicin on polymerase chain re-
action can be studied using fluorescent labelling of amplicons. Due to numerous side-effects
of doxorubicin, it is important to know its mechanism of influence on living cells. Polymerase
chain reaction can serve as a suitable model of replication in living cells.
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Uvod

Polymerazova fetézova reakce (PCR), objeve-
navroce 1983, slouzi k amplifikaci specifickych
¢asti nukleovych kyselin. K jejimu provedeni
postacuje velmi malé mnozstvi vzorku, diky
¢emuz se pouziva zejména v 1ékarské diagnos-
tice nebo kriminalistice!. Probiha v opako-
vanych cyklech, sloZzenych z nékolika ¢asti*3.
Prvniznich je denaturace, kdy se DNA po dobu
30 sekund zahtiva na teplotu 94-98 °C. Pri této
teploté dochazi k rozvolnéni DNA dvousrou-
bovice vlivem poruseni vodikovych mustku'.
Vzniknou tak dvé samostatna viakna DNA, zva-
na templatova, na kterda mohou v dalsim kroku
(annealing) nasednout primery, tj. kratké tse-
ky druhého vlakna. Pti annealingu se teplota
snizi na 50-65 °C, presna hodnota urcena dle
teploty tani konkrétnich primerii?. Pro kazdou
konkrétni aplikaci PCR je tfeba navrhnout
dvojici specifickych primera, protozZe je nut-
no zajistit, aby oba primery nasedly pti stejné
teploté€ jen na komplementarni sekvenciv tem-
platové DNA. Samotnému prodluZovani tiseku
se rika elongace. ProtoZe vSak podle jednoho
templatového vlakna vznikne jen jedna kopie,

je nutno zajistit fetézové hromadéni produktu.
To se provadi opakovanymi cykly denaturace,
nasedani primeru a extenze primeru. Vzniklé
produkty slouzi zaroven jako templaty pro dalsi
reakeéni cykluss.

K obdobnému déji, zvanému replikace, do-
chazi v zivych bunkach pti jejich mnozeni.
PCR tak miiZe slouzit jako modelova reakce
pro studium vlivu rtiznych latek na replikaci
DNA v burikach. To miize byt dilezité zejména
pri osvétleni mechanismu ti¢inku protinado-
rovych 1éciv.

Nadorové bujeni je bunécny proces, jehoz
podstatou je zména genetické informace a
regulacnich procesu v burice, v disledku Ce-
hoz dochazi k nekontrolovanému zmnozeni
bunék. Nador muze vzniknout z jakékoliv
zivé bunky, vyjma téch bunék, které nevratné
ztratily schopnost délit se®. Nadorové bujeni
muze postihnout kohokoliv, nékteré faktory
viak jeho vznik usnadmiuji. Rikame jim faktory
rizikové . Nejvétsi podil na samotném vzniku
bujeni maji pak faktory vné;jsi, jako napriklad
vyzivovy faktor, kouteni, alkohol a nizka pohy-
bova aktivita. Pouze 10 % tvori faktor dédi¢né
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predispozice. Rakovinné burnky oproti normal-
nim maji zvySenou schopnost proliferace, odol-
nost ainvazivnost °. Klasifikace typu rakoviny
se za poslednich 30 let velmi zleps$ila. Nyni se
nove objevené druhy klasifikuji do novych, ¢i
do jiz existujicich t¥id™.

Rozdily ve zptisobech transkripce tvori
vétSinu biologické diverzity lidskych bunék a
nadoru. V kazdé bunce transduk¢ni signaly a
regulacnisystémy pienasejiinformace o identité
jednotlivych bunék v ramci jejich zivotniho
poslani. Tim jsou kontrolovany hladiny
exprese vSech genti v genomu'?. Napriklad
postup Kklasifikace typu leukemie se tvori na
zakladé sledovani genové exprese pomoci DNA
mikrocipd, které jsou popsany jako vzorovy
pripad priaplikovanilidem s akutnileukemii.
Touto procedurou se automaticky urci rozdil
mezi akutni myeloidni a akutnilymfoblastickou
leukemii, bez predchozich vysetieni. Vysledky
podobnych vyzkum?i ukazuji moznost pouziti
genové exprese nejen ke klasifikaci leukemie,
aleirtznych dalsich typii rakoviny, nezavisle na
predchozich biologickych znalostech 3. Jednou
z cest 1éCby nadorového bujeni je 1é¢ba pomoci
cytostatik.

Protinadorova léciva neboli cytostatika, jsou
latky, které poskozuji, zpomaluji nebo zastavuji
rist bunék. Mohou poskozovat DNA, inhibovat
syntézu DNA nebo znemoziovat replikaci bu-
nék 6. Nejvice ptisobi na rychle se délici bunky,
jako jsou pravé nadorové burky, vlasové foliku-
ly nebo buriky sliznic. Kviili ptisobeni na zdravé
buriky ma mnoho cytostatik radu vedlejsich
ucink’. Mezi nejznaméjsi patii poruchy travici
soustavy, zptisobené zastavenim ristu bunék
sliznice, padanivlast, poruchy krvetvorby nebo
nervové soustavy 8 Cytostatika Ize zaradit do
nékolika skupin, dle slozeni a mechanismu
jejich i¢inku a fadi se mezi né napriklad inhi-
bitory topoizomerazy, hormony, radioizotopy
nebo interkala¢ni cytostatika.

K nejcastéji pouzivanym cytostatikiim pa-
tri antracyklinova antibiotika. Vyuzivaji se
napriklad pri 1é¢bé zhoubnych nadori prsu
nebo prostaty, které patii mezi nejcastéjsi na-
dorova onemocnéni’. Vykazuji ¢astou kardio-
toxicitu, zptisobenou kumulaci latky v téle
pri opakovaném podani. Kardiotoxicita pak

snadno prechazi v srde¢ni selhani s nutnosti
transplantace srdce'®. Stale Castéjsi se proto
stava vyuzivaniliposomalnich cytostatik, ktera
diky obaleniléc¢iva liposomalni vrstvou dispo-
nuji sniZzenou kardiotoxicitou samotného léku
azaroven zvySenim celkového kumulativniho
mnozstvi latky, které je té€lo jesté schopno pti-
jmout. U¢inek liposomalnich a neliposomélnich
forem je stejny %°.

PrestoZze prvnim izolovanym antracyklino-
vym antibiotikem byl idarubicin, pravdépo-
dobné nejznaméjsim antracyklinovym antibio-
tikem z hlediska lé¢by nadorovych onemocnéni
je doxorubicin (14-hydroxyl-daunorubicin).
Doxorubicin vznika hydroxylaci prirodni-
ho produktu daunorubicinu izolovaného z
bakterie Streptomyces peucetius''. Pouziva se
v 1é¢bé karcinomu prsu'?, neuroblastomu’s,
akutni myeloidni leukémie, akutni lymfoidni
leukémie', Hodkingského a non-Hodkingské-
ho lymfomu'®, nadorti moc¢ového meéchyre'®,
ktize'” nebo vajecniki’.

Mechanismus ti¢inku doxorubicin je zalozZen
na interkalaci mezi pary bazi DNA, ktera tak
nemtiZe byt rozpletena a nedochazi k repli-
kaci buriky. Struktura DNA je nekovalentné
poskozena, interkalované molekuly doxoru-
bicinu odvijeji dvousroubovici a prodluzuji
tak obrysovou délku DNA (Obr. 1). Zménéna
struktura ¢asto nemuize byt rozpoznana pro-
teiny, které maji s DNA reagovat®. Miize tak
dochazet také k mutacim, posouvajicim Cteci
ramec genetického kédu?. Mezi dalsi mecha-
nismy uc¢inku patfiinhibice topoizomerazy?!,
produkce volnych radikald, které poskozuji
DNA a zptsobuji lipoperoxidaci membran?2,
alkylace 23 a crosslinking DNA 24

Zavér

Nadorové bujeni je bunécny proces, jehoz
podstatou je zména genetické informace a re-
gulac¢nich procesu v burice, v diisledku ¢ehoz
dochazik nekontrolovanému zmnoZeni bun€k.
Cytostatika, zejména pak antracyklinova anti-
biotika jsou v soucasné dobé Siroce vyuzivana
napriklad pti 1é¢bé zhoubnych nadort prsu
nebo prostaty, fadicich se mezi nejcastéjsi na-
dorova onemocnéni.



Vetter et al.

Obrazek 1: Interkalace doxorubicinu do
dvousroubovice DNA
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