Rezistence na (chemo)terapii

Rezistence — inherentni (pre-existujici)
— ziskana

Nador 1 cm? — cca 1x10° bunék.
Lze pfedpokladat 1 rezistentni buniku na 10°-107 bunék (genom. instabilita,

vétSi mutacni rychlost)
— cca 1000-10000 inherentné rezistentnich bunék/1 cm?3 nadoru?

Pravdépodobnost uspéchu lécCby je dana velikosti nadoru.

Vznika rezistence ,,de-novo“ a/nebo je to selekce rezistentnich klona?

Kombinacéni terapie — omezuji vznik rezistence a snizuji toxicitu a
zvySuji ucinnost lécby

(CAF - cyklofosfamid, adriamycin (doxorubicin), fluoruracil v terapii ca prsu)



Protinadorové latky

Nadorové bunky /’

[ 4

Senzitivni

/

‘ Rezistentni
Selekce

rezistentniho
klonu



Protinadorové latky

Nadorové bunky //

[ 4

Senzitivni

Horizontalni prenos
informace? (pro-survival
signaling)

‘ Rezistentni
Selekce

rezistentniho

klonu Horizontalni prenos informace

(rastové faktory, proteiny, mRNA, uRNA, exosomy....)



Protinadorové latky

Nadorové buriky ,’ \\ Bunky prostredi nadoru
» '\ (stroma, kostni dren...)

Senzitivni 5%7

Horizontalni prenos

Horizontélni prenos . informace

ayacs? (pro-survival (ristové faktory, proteiny,
MRNA, uRNA, exosomy....)

‘ Rezistentni
Selekce

rezistentniho
klonu



Protinadorové latky

Nadorové bunky /’

[ 4

Senzitivni

Jak se mulize bunka/bunécna
/ populace toxickym uéinkiim
protinadorové latky branit?

‘ Rezistentni
Selekce

rezistentniho
klonu



* omezeni vstupu
» zesileni vyluCovani (MDR proteiny)




* omezeni vstupu
» zesileni vyluCovani (MDR proteiny)

 poruseni nitrobunééného transportu



* omezeni vstupu
» zesileni vyluCovani (MDR proteiny)

 poruseni nitrobunééného transportu
* Snizeni aktivace, zvyseni deaktivace



Mutace ciloygZmolekuly

e

a jeji exprese

* omezeni vstupu
» zesileni vyluCovani (MDR proteiny)
 poruseni nitrobunééného transportu

* Snizeni aktivace, zvyseni deaktivace

* mutace cilového proteinu nebo zména exprese




Mutace ciloygZmolekuly

w4

d exprese

DNA repairt

* omezeni vstupu
» zesileni vyluCovani (MDR proteiny)
 poruseni nitrobunééného transportu

* Snizeni aktivace, zvyseni deaktivace

» mutace cilového proteinu

« zvySeni kompenzacénich mechanismua (DNA repair, antioxidativni ochrana...)




Mutace ciloygZmolekuly

w4

d exprese

DNA repair t

BCL2-BCL-XL t

lP53....

* omezeni vstupu
« zesileni vyluCovani (MDR proteiny)
 poruseni nitrobunééného transportu
* snizeni aktivace, zvySeni deaktivace
» mutace cilového proteinu

« zvySeni kompenzacnich mechanismu (DNA repair, antioxidativni ochrana...)
- kinazovy crosstalk, aktivace alternativnich prolifera€nich signalu

« aktivace anti-apoptotickych procest




Detoxifikace xenobiotik (faze I-11)

Electrophiles

Lipophilic R—R R=0 ————» R-SG
NS Glutathione

O : '
Cricdlation conjugation
Hydrophilic
R Phase | Phase I
Hydrolysis _
. 5’ Sulfation R SOEH
Feduction R-OH R-SH R-NH A
- - - e — -
2 Acetylation ¢

Nucleophiles @~ ——» R-GI

Elucuronidation



Detoxifikace xenobiotik (faze I-1lI)

. detoxifikace via cytochrom p450 (zvySeni rozpustnosti,

hlavné jatra)

Il. konjugace s glutathionem, k. glukuronovou apod.
(dosazeni rozpustnosti pro exkreci, anionicky konjugat
rozeznavaji exportery katalyzuje GST, UDP-
glukuronosyl transferaza,)

1. export pomoci specifickych transportéru

Konjugace s glutathionem
NHy A~ 71 iV _COOH + Xenobiotic (X)

Glutathione

GST

NH 3 . . NH COOM
% \ .y

COOH

Glutathione-S-Conjugate

Konjugace s kys. glukuronovou

UDP-glucuronosyl HO
HaM HO o H
\©\ transferases (UGTs) 20 N
Ph




Export xenobiotik z bunky

ABC transportéry — ATP Binding Cassette rodina
(Multi - drug-resistance proteins (MDRS))

ABC rodina — cca 50 proteinu
na plazmatické membrané

exportuji xenobiotika (malé hydrofobni molekuly) a jejich konjugaty
ven z bunky typicky antimitotika, antracykliny, TOPO inhibitory a dalsi...

overexprese je jednou z hlavnich pricCin rezistence na chemoterapii, MDR

podileji se na Cinnosti hemato-encefalické bariéry (endotel) a rozhrani
obéhu v placenté (sycitiotrofoblasty)



P-glykoprotein
(MDR1, ABCB1)

P-glycoprotein

MRP 1-3
(ABCC1-3)
(multidrug resistance protein)

MRP1,2,3

MRP 4-5
(ABCC4-5)

MRP4,5

BCRP4

(ABCG2)
(breast cancer resistance protein)

BCRP

,half transporter” asi funguje jako homodimer
A.H. Schinkel, JW. Jonker | Advanced Drug Delivery Reviews 355 (2003) 3-29



Rezistence na derivaty platiny



Derivaty platiny s protinadorovym ucinkem

Vstupuji do bunky pasivné (trans G-G)
1 a/lnebo transportérem CTR1 jen vzdcné!
HaN Cl
3
\\pt/ Cisplatina
N N
1

@)
HsN O
\pt/ Karboplatina
v
H3N \0
O
0 0
N/
Pt
/ \0 . Oxaliplatina




Pt-adukty (intrastrand) vedou k distorzi dvousroubovice DNA (vcetné mtDNA)

Inhibici replikace
Inhibici transkripce
PosSkozeni telomer (bohaté na G)

Aktivace DNA oprav Apoptdza



POSKOZENI DNA, ATM, ATR, p53 a bunééna smrt

"y ‘ Jednoduché zlomy DNA
Dvojite zlomy DNA Zastava replikacni vidlice

f 'f"”%»
I. 4_/%
‘@@ -

i

Zastava v G1-S Vnitfni Zastava v G2-M
Apoptoza




Mutace ciloygZmolekuly

w4

d exprese

DNA repair t

BCL2-BCL-XL t

lP53....

* omezeni vstupu
« zesileni vyluCovani (MDR proteiny)
 poruseni nitrobunééného transportu
* snizeni aktivace, zvySeni deaktivace
» mutace cilového proteinu

« zvySeni kompenzacnich mechanismu (DNA repair, antioxidativni ochrana...)
- kinazovy crosstalk, aktivace alternativnich prolifera€nich signalu

« aktivace anti-apoptotickych procest




Medscapee www.medscape.com

Hydrolysis

Passive ;
diffusion

Source: Nat Rey Cancer @ 2007 Nature Publishing Group

Jaké ma bunka moznosti?



Rezistence na derivaty platiny

Downregulace transportéru CTR1
Upregulace ATP7A, ATP7B (exportéry médi)

Snizeni toxicity- konjugace s glutathionem nebo MT

MDR proteiny (ABCB2/4) (platina-glutathion komplex)

) =) =) m) =

Zmeny v DNA opravach (nucleotide excision repair, NER)

Zmeény v apoptotickych drahach (overexprese BCL2, BCL-XL...)
lt vyrazeni p53



Rezistence na alkylanty



Alkylaéni €inidla
Latky schopné alkylovat (modifikovat pfipojenim uhliku nebo uhlikatého zbytku)
predevsim dusikaté baze (C, A, ale hlavné G). Reaktivni modifikace vede nejcastéji
ke vzniku G-G crosslinku (inter-chain nebo intra-chain) nasledkem je omezeni

replikace a transkripce =—=> signalizace poskozeni DNA §> Oprava
Vstup do buriky????

APOPTOZA
g
|
g
it fard
nirogen misiar Adukty nejéastéji na G
(v poloze N7)
Cyklofosfamid Chlorethyl nitrosourea

(—Cl o
Cl Cl
_/_ \/\NANH R

O N |
\\ / N

v Alkyluji ale take proteiny.




Mechanismus ucinku alkylacnich latek
Vznik INTERSTRAND (meziretézcového) crosslinku

0 0
N \ ¢ N
HzNJ\:N\/lL'I‘> <|N |N’/LNH2

DNA DNA

DUINA

Guanine bases
in adjacent strands
of DNA

CH, CH, €I
y; r Dol ! j
“CH, CH, €I

Mechlorethamine K :
2cl
%

f"s

CH3—N

/N
ch "t
CH, CH,

e [
~N N~
N \ ¢ N
HN J:NE\ T> <|Nfl\l\”L|~m2

DNA DNA

Cross-linked strands
of DNA

A =adenine
C = cytosine
G = guanine |
T = thymidine




Tvorba krosslinku g Rozeznani poskozeni

(intra- nebo inter-strand) DNA
ATM/ATR
p53
Bax, Puma...
Zastava bunécneho cyklu l
Preziti a navrat | DNA repair APOPTOZA

do cyklu




Rezistence na alkylanty (cyklofosfamid)

Cyklofosfamid je prodrug — musi byt nejprve aktivovan
cytochrom p450 oxidazou (snizeni aktivace)

Aldehyd dehydrogenaza (cyklofosfamid a dalsi)
Enzym ktery detoxifikuje aktivni metabolit cyklofosfamidu v
burikach

f Detoxifikace (konjugace glutathionu - GST, GSH)

4 DNA repair (NER)

Neni diikaz, ze by byly substratem pro MDR proteiny



Rezistence na antracykliny a inhibitory topoizomeraz



Interkalacni latky (antracykliny)

Doxorubicin

i . . Daunorubicin
(komeréni nazev adriamycin,

. . . 9] OH o)
idarubicin) ' l ‘ —~ P
"OH
Py i OH ch’o O OH ém. O _CHa
H,c© O OH 0O, O .CHs . ] ) . NH
w L, Interkaluji se a inhibuji TOPOIl =
Ntz —> dvouretézcoveé zlomy
+ generuji volné radikaly
Inhibitory topoizomeraz
TOPOI TOPO“
Irinotekan a topotekan Etoposid
2

==> Jednorfetézcové zlomy = Dvoufet&zcové zlomy



Rezistence na inhibitory topoizomeraz a antracykliny

Irinotekan,topotekan etoposid antracykliny

TOPOI TOPOII TOPOII
+ generace radikalu

t glukuronidace t glukuronidace t glukuronidace
l TOPOI + mutace l TOPOII + mutace l, TOPOII + mutace
t DNA repair t DNA repair t DNA repair
t MDR proteiny t MDR proteiny t MDR proteiny
t Antiapoptotické t Antiapoptotické t Antiapoptoticke
procesy procesy procesy

¥ sob, Mnsop, GsTs




Rezistence na antimetabolity

« antifolaty
 antibaze
e antinukleosidy



Noture Rovierws | Cancer

Sidney Farber

Antifolaty — inhibitory DHFR

M N metotrexat (MTX)

O="NH

i H
HOOC” " COoH




- THF

H
H,M ] [
YL
Mo
M
— MH

(GIn

<= X A&
Tymidylat syntaza _N@NH

dUMP — dTMP S
Metylen-THF

HN:&DH
HM ow N

.E.TF' HiZooH

De novo
syntéza
puriny

Formyl -THF
AN/
0% \<} ||
_Hzoﬂ Glu)n
v

Y IMP

THF je donor jednouhlikovych
zbytkd (nesenych N5 a N10) pro
nékolik biochemickych reakci



PYRIMIDINY

PURINY ]
Ribézo 5-P karbamoyl fofsat
Syntéza PRPP/ Syntéza
e noﬂvo o / De novo
2w 4 oA
Hﬁ_ﬁ_u_ ..h-qu,' PPi w .‘-0-‘%‘—':\_\ l\NH‘J
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CH CH



PYRIMIDINY

PURINY ,

Ribézo 5-P karbamoyl fofsat
Syntéza PRPP/ Syntéza
e noﬂvo o / De novo

HE FD—\J @ PPI N o N
> Kys. listova

!

DHE DIHYDROFOLAT
REDUKTAZA

OH CH

THF

/ N\

Formyl-THF Metylen THF
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PYRIMIDINY

PURINY ]
Ribézo 5-P karbamoyl fofsat
Syntéza PRPP/ Syntéza
e noﬂvo o / De novo
M -"’“'-H el

PPi j ﬂj‘i‘“
e ) _— QA
ne ys. listova —

/| i

/ X DHE DIHYDROFOLAT
REDUKTAZA
AMP GMP l
l l THF
ADP G DP\» dGDP / \

RIBONUKLEOTID Formyl-THF Metylen THF
l J EDUKTAZA \/

dADP
ATP  GTP



PYRIMIDINY

PURINY _ ]
Rib6zo 5-P karbamoyl fofsat
Syntéza PRPP/ Syntéza
be novo De novo
Jh ﬁ"H w 0 'j‘nn
HJED— o PPi *O_%'r‘\ L\;/‘\\:)
B \_; e
" Kys listova H
DIHYDROFOLAT
REDUKTAZA
AMP

dUMP UTP cTP

\;SYNTAZA

G DP dGDP THYMIDYLAT CTP

RIBONUKLEOTID Formyl -THF Metylen THF | SYNTAZA

EDUKTAZA J,
l l gaoP N dTMP

ATP  GTP l

!

dTTP




PYRIMIDINY

karbamoyl fofsat

PURINY :
Rib6zo 5-P
Syntéza o 7 Syntéza
De novo _ De novo
MTX | w o P
PPI Ho-P-0, S
o | O] -

a

P
sl
h ""qu

HC- Eqﬂ—\b | |
ne / X Kys. listova
/ X DHF DIHYDROFOLAT
REDUKTAZA
AMP GMP l / \

THF dump  YTP cmr
\;SYNTAZA

/ CTP

HYMIDYLAT
SYNTAZA

ADP GDP\» dGDP

\@UKILEOTID Formyl-THF Metylen THF
EDUKTAZA

l l gaoP N dTMP

ATP  GTP l



MTX

Folic acid (FOL)

FOLglu A@,
POlygI>ut2myIace

( deglutamylace Substrates
DNA
MTHFD1 protein
/ catechols
- =
De novo
purine ' MTRE l
synthesis 0 MTR
MTHF H

Thymidine

p
synthesis m ( Homo tei@
| MTHFR i

FPGS — folat polyglutamyl syntaza

SHMT1 — serinhydroxymetyl transferaza

DHFR - dihydrofolat reduktaza

MTHFD1 - trifunkéni methylenetetrahydrofolat dehydrogenaza
MTHF- methylenetetrahydrofolate reduktaza

/ products




=) =) = =

- -

RFC (reduced folate transporter) — mutace, exprese, specificita
Folatové receptory (FRalpha, beta) a HCP1 — ¢asteCna uloha v
transportu

POLYGLUTAMYLACE pro udrzeni v bunce, zabranéni effluxu
folat polyglutamyl syntaza (FPGS), snizena exprese, zména specifity

DEGLUTAMYLACE lysozomalnimi gamma-glutamyl hydrolazami

MDR proteiny (export zavisi na stupni glutamylace)

DHFR (amplifikace, overexprese, mutace)
TS (amplifikace, overexprese)

GARFT (AICAR) zmény nenalezeny
Utilizace ,salvage” pathways

DNA repair



Rezistence na antimetabolity

« antifolaty
« antibaze
e antinukleosidy



ANTIBAZE
(antipuriny)

6-merkaptopurin

(analog hypoxantinu, inhibuje salvage drahu) k K
Terapie ALL u déti
1950s
PURIN 6-merkaptopurin

thioguanin HN
(analog guaninu, inhibuje salvage drahu) |
Terapie leukemiii N\
1950s HN N

Guanine 6-Thio-Guanine



Purinova ,,salvage* draha

T A
HGPRT | guanosine -

HGPRT
xanthine
' ~~~~~
Salvage -$etfici |
dréha,zachranna . XD H
dréha. Slouzi i
5 g \J
predevsim k
reut:l:za_c: obaz.l oa uric acid
nukleosidu/-tidu ,
z buriky i z okoli i
\/

Purine degradation

nosine < adenosine

PRPP

/_\{l

GMP ¢«— XMP ¢«— IMP ——» sAMP——» AMP

Syntéza De novo

b o ]

APRT

adenine

-
-
-—“
-

HGPRT - hypoxantin-guanin fosforybosyl

transferaza
APRT - adenin fosforybosyl transferaza
ADA - adenozin deaminaza

Purinové nukleosidy — postupna
fosforylace kinazami



Inkorporace do RNA PRPP

6-thio be novo Inhibice fosforibosyl pyrofosfat

GTP amidotransferazy
N 6-thioGMP /\4

GMP «— XMP «—— IMP — —» sAMP——» AMP

T 6-thio IMP 4 \
| ADA

HGPRT guanosine | inosine <« adenosine APRT
RNR I HGPRT A
. | 1 v
gUamn® - yanthine _hvnaxanthine adenine
6-thioguanin v 6-merkaptopurin
| XDH _ .
! HGPRT - hypoxantin-guanin fosforybosy
6-thio dGTP v transferaza
APRT - adenin fosforybosyl transferaze
Inkorporace do DNA uric acid ADA -  adenozin deaminaza

| RNR - ribionukleotid reduktaza
6-merkaptopurin
\ 6-thio guanin

Purine degradation




Rezistence na purinové anti-baze
(6-mercaptopurin, thioguanin)

Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza (HGPRT)

merkaptopurin (thiopurin) methyltransferaza
(S-metylace inaktivuje 6MP, ThioG)

5'Nukelotidaza 2



6-thio G
ORPP
6-thio / 5 nuklotidaza 2 2¢ "°VO

GTP
\ 6-thioGMP /’\41

GMP «— XMP ¢«—— IMP — —» sAMP——» AMP

T 6-thio IMP A ‘\
| ADA

6-MTIMP

HGPRT guanosine : Inosine < adenosine APRT
RNR I 4
anine : : v
& xanthine hypoxanthine adenine
LS 6-merkaptopurin
i XDH Merkaptopurin
: : metyltransferaza
6-thio dGTP v g
o MMP
uric acid
\/

6-MERKAPTOPURIN

Purine degradation



6-thio G 6-THIOGUANIN

pRPP
6-thio /S'nuklotidéza 2

GTP
N 6thioGMP ~ l

GMP ¢«— XMP ¢«— IMP ——» sAMP——» AMP

De novo

A
ADA
guanosine ; Inosing adenosine
I HGPRT PRT
RNR ; I
guanine  xanthine hypoxanthine adenine
6-thioguanin | S A
N Merkaptopurin
_ i (thiopurin)
6-thio dGTP v metyltransferaza
Inkorporace do DNA MMP
uric acid
| HGPRT - hypoxantin-guanin fosforybosyl
E transferaza
: APRT - adenin fosforybosyl transferaza
¥ ADA -  adenozin deaminaza
. ; RNR - ribionukleotid reduktaza
Purine degradation




ANTIBAZE
(antipuriny)

5-FU (5-fluorouracil)

Funguje jako Inhibitor 0 O
tymidylat syntazy, ktera pfri CH,
reakci dUMP na dTMP HN HN
nahrazuje vodik na pozici 5 )\ l J\ |
metylovou skupinou. 0 N 0 N
H H
U T 5-FU

Lécba solidnich nadort: 5-FU nebo se podava se jako prodrug (musi byt
nejprve metabolizovan) - Kapecitabin, Tegafur



karbamoyl fofsat PYRIMIDINY

Rib6zo 5-F woda LN
/ Syntéza
w UK oeom De novo
PPi T uridin  Uridin fosforylaza
kys. listova UDP \@
} (d)UDP
DHF / \ DCTP DEAMINAZA
DHFR 1 Salvage
THF dUMP (d)U{z driha
CTP
, (d)CTP
/ syntaza
Metylen-THF THYMIRYLAT } NUKLEOTID DIFOSFAT KINAZA
SYNTA 4CDP

TYMIDI V leM P du f CYTIDYLAT KINAZA
KINAZA
\ dCMP

f DEOXYCTIDIN KINAZA

|
dTTP



karbamoyl fofsat PYRIMIDINY

Ribozo 5-P

Ribonukleotid

/ Syntéza

URIDIN KINAZA
PPi 5-F-UMP De novo

reduktaza URIDIN ‘ 0
FOSFORYLAZA =
5-F-dupp (d)UDP «—— UDP  5-F-UDP '\ HN\"/NH
5-FU
5-F-UTP
5-F-dUMP | JUMP | 5-F-dUTP \

Inhibuje tymidylat
syntazu

(kumuluje se dUTP
a 5F-dUTP a ty se
chybné

inkorporuji

do DNA misto
dTTP)

do RNA
(d)UTP a éten jako C

T (d)CTP l

ymidylat
syntaza CTP
dTMP syntaza

| do DNA
|

dTTP

Chyby
translace

apoptoza



- - )

Rezistence (5-FU)

Thymidilat syntaza (amplifikace, overexprese, mutace)

Dihydropyrimidin dehydrogenaza (metabolizuje 5-FU)

vyuziti salvage drah, DNA repair

BCL2-/BCL-XL

MDR proteiny ???



karbamoyl fofsat

Ribozo 5-P

/

Ribonukleotid PP
reduktaza

@ 5-F-UMP

5-F-dupp (d)UDP «—— UDP

5-F-dUMP | JUMP

Inhibuje tymidylat
syntazu

5-F-dUTP

(d)UTP

(kumuluje se dUTP Tymidylat

a 5F-dUTP a ty se z

chybnd syntaza

inkorporuji dTMP

do DNA misto

dTTP) l do DNA
l L 4

dTTP

\

CTP
sSyntaza

do RNA
a Cten jako C

T (d)CTP l

Chyby
translace

v

apoptoza

4.....

URIDIN KINAZA
\ URIDIN
FOSFORYLAZA
5-F-UDP
5-F-UTP

HN NH

\n”

Dihydropyrimidin
dehydrogenaza

Dihydro-FU

0

HN
A
0O N
H

5-FU

F

DPD

o)

o) N

H

DHFU




Rezistence na antimetabolity

« antifolaty
 antibaze
e antinukleosidy



(DEOXY) NUKLEOSIDOVE ANTIMETABOLITY

0} base
C-1 carbon

AN
C-3 carbon -’y

C-2 carbon

deoxyribose

. ribose
DNA backbone arabinose RNA backbone



Pyrimidinové analogy cytarabin a gemcitabin

ﬁ i

Cytarabin

Purinovy analog fludarabin

NH,

N Y
y
§o o L

HO—P—0
HO T | GBJ
o OH H

HO OH

deoxyadenozin .
Y Fludarabin

NH,

d

Gemcitabin

* Inkorporace do DNA
a zabranéni elongace

* Inhibice DNA pol

* Rlizna mira inhibice
RNR



equilibrative

nucleoside transporter 1-4 dx Extracellular

|
el

Vstup do bUﬁky pFes l CYTIDIN DEAMINAZA_""—_'

Cytarabin (C)
Gemcitabin (C)

membranu (pfi dx = dU
vysokych davkach) DEOXYCYTIDIN KINAZA M‘ 3 5'NUKLEOTIDAZA
a/nebo hENT —» dUMP
transportéry dxXMP

DEOXYCYTIDYLAT KINAZA l DEOXYCYTIDYLAT DEAMINAZA

dXDP
NUKLEOSID DIFOSFAT KINAZA l

v W dXTP
olj lj m
OH F ' OH P\rzl rep|lkaCI M i
Ganciiiine - Gymee inkorporace do DNA a
zastaveni elongace Celf Death

Inibitory RNR



Rezistence na nukleosidové analogy (CYTARABIN a GEMCITABIN)

transportéry ENT1-4
(ale vstup je i pasivni difuzi)

Deoxycytidin kinaza

Cytidin deaminaza a 5'nukleotidaza

- = = =

Zvyseni DNA repairu

MDR proteiny

Zmeny v apoptotickych drahach



equilibrative dX Extracellular
nucleoside transporter 1-4

Fludarabin (A)

ADENOSIN DEAMINAZA

Vstup d’O bunlf_y Pres dX —® Fludarabin je
membranu (pri DEOXYCYTIDIN KINAZA rezistentnina ADA
vysokych davkach) b skuitni | H 5'NUKLEOTIDAZA
a/nebo ENT 1-4 romiskuitni ! | = dIMP
. XMP ) ,
transportery ADENYLAT DEAMINAZA
AMP KINAZA l
dXDP
", NUKLEOSID DIFOSFAT KINAZA
Promiskuitni !
}“ Xy dXTP
0 < |
] A
HU—T—U—[/G M F
CH :
Nucleus

Cell Death



-» ) W =

Rezistence na nukleosidové analogy (FLUDARABIN)

transportéry ENT1-4
(ale vstup je i pasivni difuzi)

Deoxycytidin kinaza

5'nukleotidaza

ZvysSeni DNA repairu

Zmény v apoptotickych drahach (upreguace Bcl-2)

MDR proteiny?



Rezistence na epigenticka cytostaika

* inhibitory DNMT
 inhibitory HDAC



NH,

Aza-cytidin )\\

(Vidaza) N Fosforylovan
t Inkorporovance do RNA
RNR
NH Aza-CDP —— dAza-CDP
2
)
HO . N/&O
OH OH
o Inkorporace do DNA
I Aza-cytidin nevede k inhibici
replikace, ale k
cytidin inhibici metylace DNA
NHZ kovalentni vazbou
/L DNA metyltransferaz
|\]| XN / (DNMT)
HO LN @)
Decitabin _LO

2 deoxy- 5°aza cytidin
OH Decitabin



Decitabine Aza-cytidin

(aktivace stejna jako cytarabin a gemcitabin) (je to ribonukleotid)
§ nenTs ?  hENTs
l DCK l Uridin-cytidin kinaza (mutace)
t CDA
T scLascLx f scLamoLx
J? NH,
N~ SN N)\\\N
L LA

HO N (0] HO
Hﬁ °
OH




Rezistence na epigenticka cytostaika

* inhibitory DNMT
 inhibitory HDAC



Inhibitory histondeacetylaz

acetylace

heterochormatin < euchromatin
deacetylace

HAT

il /

getyl CoA

Relaxed
Llll’OIIlﬂtiIl

Closed chromatin

Nonhistone protV’— HDAC \
Altered gene
“ INHIBITORY HDAC

Altered biological effects in malignant cells

transeription

| Proliferation A Cell cycle
| Migration I Cell death

Rodd et al. Lymphoma, Article ID 290685 (2012)



Inhibitory histondeacetylaz (HDACI)

H
Vorinostat N _OH
(SAHA, kyselina O/ | »

suberanilohydroxamova)

:> Uvolnéni exprese tumor supresort

VedlejsSi (off target) HDACi
,Shizeni“ hypoacetylace dalSich (nehistonovych) proteint — zvysSeni jejich stability
(p53, tubulin, HSP9O0...)

Nespecificky a Siroky efekt
na nadorovou buriku.
(indukce apoptozy, zastava
cyklu, indukce ROS,
indukce diferenciace)

rozsahlé zmény
transkripnich programu a
aktivit proteinu

inhibice HDAC =)



Rezistence na HDAC inhibitory (vorinostat)

t MDR proteiny
t l Mutace a zmény exprese (smér kontroverzni) HDAC

t zesileni alternativnich drah silencingu (DNMTs)

t thioredoxin (scavenger ROS)
(deacetyluiji i jiné cile a prispivaji k produkci ROS)

t zmeny v apoptotickych drahach - BCL2/BCL-XL, p21...



Rezistence na hydroxymocovinu



Rezistence na hydroxymocovinu
Hydroxyurea — inhibitor RNR

O

M

HN™ NH,
OH

Hydroxymocovina

Vaze Fe vRNR a
inaktivuje tyrosylovy
radikal nutny pro
redukci NDPs

Allosteric
sites

A

R1 dimer

i Specificity site
(ATP, dATP,
dGTP,dTTP)

Hexamerization
site (ATP)
Activity site
¢ (ATP, dATP)

Substrate-binding site
(ATP, GDP, UDP, CDP)

R2 dimer

© 2008 John Wiley & Sons, Inc. All rights reserved,

T rRNR (R2 podjednotka - amplifikace, overexprese, mutace)



Rezistence na mitotické jedy

VINKA ALKALOIDY TAXANY
(vinkristin, vinblastin, vinorelbin) (Paclitaxel, docetaxel)

Inhibitory polymerace MT Inhibitory depolymerace MT



assembly = disassembly
normal microtubule dynamics

@@
QO ®

vinca-alkaloids

|

assembly

assembly < disassembly
unstable microtubules

disassembly |—— taxanes

assembly > disassembly
stabilized microtubules



Rezistence na inhibitory dynamiky MT

Data nejasna a konfliktni (minimum z klinickych dat)

t MDR proteiny

Mutace tubulinu ?

Exprese rtiznych trid beta tubulint — (7-8 izotypu/tfid pro alfa i beta)
mT slozené z riznych izotypu maji rznou (nizsi) afinitu pro inhibitory

Exprese dalSich proteint podilejicich se na dynamice MT
(mikrotubule associated proteins)

down P53, p21, BAX

up BCL-2/MCL-XL?



Rezistence na tamoxifen

N G
T a
=

O Tamoxifen

Neni to typicky antiestrogen, ale selektivni modulator estrogenového receptoru

Tamoxifen nebrani ER-regulované transkripci, ale komplex tamoxifen-ER
spousti jinou sadu gentl nez komplex s estrogenem (nebo je odpovéd
tkanové specificka)



hormone

» HSP
changed
)' 3) o0 cell function ‘\

— %X NR dimer

v I rotein
[L;:g . NR/hormone P
») complex nuclear j
e
NR/HSP ho MANA
complex ribosome
cytoplasm ‘\
coactivator
nuclear
envelope
RNA polymerase mRNA
NR dimer OO _)
Wy . .
nuclear DNA /
HRE target gene
cell
membrane

l Estrogenovy receptor (exprese, mutace)

t l Koaktivatory, korepresory (exprese, mutace)
t EGFR2/HER2 (crosstalk, ER aktivovan v signalni draze HER2)

Neni substratem pro MDR proteiny



Rezistence na bortezomib



Bortezomib (Velcade, dipeptidovy derivat kyseliny boronové)

Bortezomib

vazba na podjednotku (5
Inhibuje chymotryosin-like aktivitu
(specificita - Tyr, Phe, Trp)

substrale degradation products

Rezistence: Mutace a overexprese beta 5 podjednotky (PSBM5)



Rezistence na TKIs



Inhibitroy tyrozinkinaz

Cilena léCiva s jednim, nebo malym poctem cilu.
(katalyticka kapsa, ATP vazebné misto)

Imatinib/Gleevec (BCR-ABL)

Gefitinib/Iressa,
Erlotinib/Tarceva (EGFR/HER1)

N-terminal
lobe

ATP-binding
cavity

C-terminal
lobe



Gleevec (imatinib mesylate)

Gleevec

e —_— s O

ﬂ Thr31s K lle315 {
wild-type T315I mutant (modeled)

Figure 16.24b The Biology of Cancer {© Garfand Science 2014)

Cast pacientl s CML ziska rezistenci na imatinib, nej¢astéji mutaci vazebného mista
- Vyvinuta fada inhibitord novych — nilotinib, dasatinib, bosutinib



- - - -

Rezistence na imatinib/Gleevec
(CML a GIST)

Mutace vazebného mista
overexprese BCR-ABL a Kit
MDR proteiny

aktivace jinych kinaz (,,kinazovy crosstalk)
(PI3/Akt kinaza u CML, Axl u GIST)



Rezistence na terapeutické protilatky

t mutace cilového mista
t overexprese cilového mista
t aktivace jinych drah

t vyhybani se apoptoze



Protinadorové latky

Nadorové buriky ,’ \\ Bunky prostredi nadoru
» '\ (stroma, kostni dren...)

Senzitivni 5%7

Horizontalni prenos

Horizontélni prenos . informace

ayacs? (pro-survival (ristové faktory, proteiny,
MRNA, uRNA, exosomy....)

‘ Rezistentni
Selekce

rezistentniho
klonu
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