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1. Uvod

Cytoskelet eukaryotickych bunék je tvoren komplikova-
nym pletivem vldknitych proteinovych struktur tif druhti: mi-
krofilamenty, intermedidrnimi filamenty a mikrotubuly. Mi-
krofilamenty tvoii dvojitd Sroubovicovd vldkna o priméru
8 nm, tvorend F-aktinem (filamentous actin) sloZenym z mo-
nomernich jednotek G-aktinu (globular actin) o molekulové
hmotnosti 42 kDa. Intermedidrni filamenty mohou byt tvofeny
vice typy proteinovych podjednotek, napt. desminem, vimen-
tinem, keratinem apod. Maji podobu vldken o priméru 10 nm.
Nejsilngjsi vldkna tvoii mikrotubuly, slozené ze dvou typid
proteinovych molekul, z o-tubulinu (53 kDa) a z B-tubulinu
(55 kDa). Heterodimer a-tubulin/B-tubulin polymerizuje tak,
Ze vytvaii Sroubovicovou strukturu v podobé dutého vilce
o vn&j§im priméru 28 nm a vnitinim 14 nm (obr. 1).

Cytoskelet butiky neni rigidni kostrou, nybrz neobycejné
dynamickym dtvarem, ktery je zodpovédny za jeji mechanické
vlastnosti a podili se na vSech fyziologickych pochodech
odehravajicich se v kazdé zivé buiice'. Odpovida za viechny
druhy bunécného i vnitrobunééného pohybu, déleni bunék,
presun organel v butice, pohyb bi¢iki a fasinek atd. Cytoskelet
propojuje navzdjem jednotlivé bunécné struktury a vytvaii
vysoce sofistikovany prostor s velkym a neobycejné diferen-
covanym povrchem, na némz dochazi k interakci riznych
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proteinti a signdlnich molekul. Cytoskelet je zcela nezbytny
pro regulaci buné¢nych pochodi a zachovén{ integrity burky,
¢imz zajistuje jeji Zivotaschopnost (viabilitu). Dynamika cy-
toskeletdlnich zmén je podminéna vratnou a rychlou polyme-
rizaci zdkladnich proteinovych subjednotek do podoby vla-
ken. To je spojeno s neustdlym zkracovanim a prodluzovanim
vldken cytoskeletu.

Mikrotubuly se podileji na vSech procesech spojenych
s d&lenim buiiky?. Polymerace a s ni spojené prodluZovani
mikrotubulli je podminéno navdzanim guanosintrifosfatu (GTP)
na heterodimer tubulinu. Vazebné misto pro GTP se nachdzi
na B-subjednotce tubulinu. Prodluzovédni mikrotubulu se déje
postupnym navazovanim heterodimeru ot-tubulin/B-tubulin na
tzv. plus konec vldkna, které se Sroubovicove staci a vzdy 13
dimert vytvoii jeden plny zdvit. Pfi hydrolyze GTP za vzniku
guanosindifosfatu (GDP) dochdzi k zablokovani dalstho rtstu
vldkna. Oddélovanim dimeru z minus konce vldkna dochdz{
k postupné depolymeraci a zkracovani mikrotubult’. Stabilita
mikrotubulti ve zdravé buiice je regulovdna proteiny, nazy-
vanymi ,,microtubule-associated proteins“ (MAP), které kon-
troluji koncentrace Ca’" v buiice*. Létky, které se vdzi na
mikrotubuly a bran{ jim v polymeraci ¢i depolymeraci, maji
cytotoxicky ucinek a jsou oznacovany jako mitotické jedy,
antitubulinové latky, nebo inhibitory mikrotubult. Mnohé
z téchto latek se nachdzeji v riznych pfirodnich zdrojich, mikro-
organismech, rostlinach, moftskych organismech apod. a jsou
pric¢inou jejich vysoké toxicity. Jejich ucinek na burku je
smrtici, ale cilenym zdsahem mikrotubuldrnich inhibitort do
déleni nadorovych bunék 1ze dosdhnout zastaveni jejich dal-
Siho rtstu. Proto nalezly tyto latky praktické uplatnéni v me-
diciné jako vyznamnd lé¢iva riiznych forem zhoubného bujen{
a zdjem o né se neustdle zvySuje. Lakaji pozornost chemikii
svou velmi Casto zajimavou chemickou strukturou, xenobio-
chemiky a molekuldrni biology svym unikdtnim mechanis-
mem Uc¢inku a onkology svym praktickym vyuzitim v boji
srakovinou. V posledni dobé jsou z riiznych ptirodnich zdrojt
izolovdny a chemicky identifikovdny stdle nové inhibitory
mikrotubult, které by mohly posunout moznosti terapie zhou-
bnych nddord a které se stiavaji vzorem pro syntézu jesté icin-
néjSich derivat a analogli. Systematickému piehledu téchto
latek je vénovdn tento clanek.

2. Klasifikace mikrotubuldrnich inhibitoru

Po chemické strance predstavuji inhibitory mikrotubulil
pestrou paletu litek; pocet znamych inhibitort se kazdoro¢né

Obr. 1. Schéma tvorby mikrotubuli polymeraci heterodimernich
o~tubulin/B-tubulin subjednotek
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zvySuje, ale vztahy mezi jejich chemickou strukturou a biolo- dosud problematické, proto se pouzivd spiSe nesystematické
gickym tcinkem nejsou dosud dostatecné probadany. Vyuziti klasifikace podle mista a zpisobu jejich vazby na mikrotubuly
chemické struktury pro jejich systematickou klasifikaci je a podle mechanismu jejich ic¢inku na mikrotubuldrni aparat
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buﬁky5 . Podle této metody tiidéni mizeme rozdélit inhibitory
mikrotubulti do tf{ skupin: /. latky blokujici polymeraci tubu-
linu tim, Ze se vdzi na heterodimer o-tubulin/B-tubulin, ktery
nemuze vytvaret mikrotubuly; 2. ldtky, které svou vazbou na
mikrotubuly znemozn{ jejich depolymeraci a svym stabilizac-
nim udc¢inkem z nich vytvdif rigidni a nefunk¢ni struktury;
3. latky, které tim, Ze inhibuji aktivitu bunéénych enzymd,
zejména proteinkinas a fosfatas, zptisobi fatalni dezorganizaci
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mikrotubuldrniho s Gystemu (mistem jejich i¢inku by mohly byt
napt. MAP-kinasy").

3. Latky blokujici polymeraci tubulinu

Polymeraci heterodimeru o-tubulin/B-tubulin blokuji jed-
nak latky, které se vdzi na vazebné misto pro GTP, jednak latky
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obsazujici vazebné misto pro kolchicin. Nelze vyloucit, ze
existuji i nékterd dalsi vazebnd mista, jejichZ obsazeni ligandy
zabrdni procesu polymerace.

3.1. Latky vdzici se
na vazebné misto pro GTP

Nejdéle zndmymi reprezentanty této skupiny jsou tzv.
vinca-alkaloidy, ldtky nalezené v tropické rostlin¢ Catharan-
(I) a vincristin (I), latky sloZené z tetracyklické struktury
catharantinu a pentacyklické struktury vindolinu’. Vinblastin
md Siroké pouziti pfi 1écbé lymfomi, Hodgkinovy choroby,
Kaposiho sarkomu a nddor( plic a varlat. Vincristin je d¢inny
u akutni leukemie, neuroblastomu a rhabdomyosarkomu, ale
také u Hodgkinovy choroby. Nezddouci ucinky vinblastinu
jsou pomérné nizké. Ziidka se projevuje leukopenie, nékdy je
pri jeho aplikaci pozorovdna trombocytéza. Pfi vysokych
davkach se vsak projevuje jeho neurotoxicita. Naproti tomu
neurotoxickd, vyvoldvd parestézie, poruchy nervového pfeno-
su se svalovou adynamif a paralyzu hladkého svalstva vedouci
k poruse stievni pasize nebo mocového méchyie®. Semisyn-
tetické derivéty vinca-alkaloidi s niZsi toxicitou, jako je napf.
vindesin ¢i vinorelbin, jsou u¢inné u riznych plicnich tumord,
malignich lymfomi a karcinomu prsu. Dal$im reprezentantem
této skupiny je makrolidovy alkaloid maytansin (/I]) z tropické
rostliny Maytenus serrata, populdrni drogy zndmé v zdpadni
Amazonii jako chuchuhuasi, a z nékterych dalSich rostlin
Celedi jasencovitych (Celastraceae)’. Nejefektivnéji se may-
tansin projevuje u malignich lymfom, karcinomu prsu a kar-
cinomu vajecnikti. Nezddouci dcinky se projevuji toxicitou
hepatdlni, gastrointestindlni a neurotoxicitou. Do této skupiny
latek patii také antibiotikum griseofulvin (/V), produkované
plisni Penicillium griseofulvum. Produktem plisné (Rhizopus
chinensis) je i rhizoxin (V), makrolidovy polyenovy derivat
oxazolinu s vyznamnym ud¢inkem na nékteré tumory a karci-
nom prsu'’. Z jeho vedlejsich u¢inkd jsou nejzavazngjsimi
komplikacemi leukopenie, mukozitida a prijmy. Zajimavou
latkou této skupiny je dolastin (VI), ktery md ve své molekule
zabudovan pyrrolidin a thiazolin. Dolastin byl izolovdn z mot-
ského plze zvaného zej obrovsky (Aplysia depilans = Dola-
bella auriculari), nebo také ,, mofsky zajic*. Tento plZ Zijici ve
Stredozemnim mofi byl povazovan za velice jedovatého tvora
jiz Rimany. Jinou ltkou této skupiny je slozity makrolidovy
polyether Halichondrin B (VII), nalezeny v moi'skych houbdch
rodu Halichondra, Axinella, Phakellia a Lissodendoryx1"12,
s protinadorovym ti¢inkem podobnym vinblastinu'®. Dal3i lat-
kou nalezenou v morskych houbdch je i makrocyklick;f poly-
ether spongistatin (VIID'™ a také cryptophycin A (L B,

3.2. Latky vdzici se
na vazebné misto pro kolchicin

Kolchicin (X) je alkaloid nalezeny v Colchicum autumnale
(ocun podzimni). Je to tricyklicky tropolonovy derivét, vazici
se na specifické, ale zatim ne dosti dobie definované misto
tubulinu'®. Reakce tubulinu s kolchicinem je velmi pomald,
teplotné zdvisld a prakticky ireverzibilni. Kolchicin je i¢inny
v 1é¢bé chronické myeloidni leukémie, funguje téz jako anti-
uretikum. Dal$im inhibitorem se stejnym mistem vazby jako
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kolchicin je podoph%/llotoxin (XI), alkaloid z Podophyllum
peltatum a P. emodi'’. Je mozno jej pouzit k 16¢bé n&kterych
benignich koznich nddori, ale nékteré jeho syntetické deriva-
ty, napf. etoposid (VP-16) nebo teniposid, jsou Gc¢innéjsi nez
pfirozeny alkaloid'®. Jsou vyznamnymi inhibitory topoizome-
rasy IL. Jsou uc¢inné zejména pii 1éceni leukemie a nékterych
solidnich tumort. Teniposid je d¢inny vici nddordm mozku,
neuroblastomu a malignim lymfomtm. Silny efekt vyvoldva
i proti Kaposiho sarkomu, bronchogennimu karcinomu a kar-
cinomu mocového méchyte. Etoposid se uziva i k 1écbé bron-
chogennich karcinomti, choriokarcinomu, karcinomu S§titné
Zldzy, ovaria a sarkomt mékkych tkani. Nezddoucimi vedlej-
$imi uc¢inky teniposidu a etoposidu jsou predevS§im utlum
krvetvorby a hematologicka toxicita, jako je napf. granulocy-
topenie. Etoposid midze indukovat i chromosomaélni zmény,
které jsou rizikovym faktorem pro vznik akutnf leukémie. Na
stejné misto jako kolchicin se vdze také polyenovy derivat
thiazolinu curacin A (XII), nalezeny v motiské cyanobakterii
Lyngbya majuscula®®. Prestoze kompetuje o stejné vazebné
misto jako kolchicin ¢i podophyllotoxiny, je jeho vazba na
tubulin pon&kud odligna>’. Slabii vazbu na kolchicinové misto
tubulinu vykazuji také benzofenantridinové alkaloidy chelido-
nin, chelerythrin a sanguinarinm.

3.3. Latky s dosud nejasnym
mistem vazby

U nékterych latek je obtiZzné jednoznac¢né rozhodnout, zda
se vazi na GTP-misto ¢i na kolchicinové misto tubulinu. [ kdyz
casto kompetuji o ob€ mista, je pravdépodobné, Ze se nevazi
ani na jedno z nich, a jejich mechanismus vazby na tubulin je
proto odli$ny jak od GTP, tak od kolchicinu. Radime sem
nékteré malé cyklické latky, jako jsou napt. ustiloxiny A (X1II)
a B (XIV) ¢i phomopsiny A (XV) a B (XVI), nalezené v né-
kterych moftskych houbdch.

4. Latky stabilizujici mikrotubuly

Nejzndméjs$im reprezentantem této skupiny je paclitaxel
(XVII), tetracyklickd sloucenina ziskand z pacifického tisu
Taxus brevifolia. Oxetanovy kruh v jeho molekule je nezbytny
pro jeho biologicky uc¢inek, spocivajici ve stabilizaci mikro-
tubuld, které pak nejsou schopny depolymerace a nemohou
tak plnit svou fyziologickou tilohu®’. Pod vlivem paclitaxelu
se zastavi bunécny cyklus v G,/M fdzi. Paclitaxel interaguje
s heterodimerem tubulinu tak, ze se vaze na nékolika mistech
na PB-tubulin, ale vazba na o-tubulin byla také prokézéna23.
Dalsim pravdépodobnym mechanismem udc¢inku taxand je in-
dukce programované smrti buiiky — apoptézy. Tlumi totiz
expresi onkogenu bcl-2, kédujiciho protein vnitfni membrdny
mitochondrii, ktery apoptézu inhibuje. Pfesny mechanismus
indukce apoptézy viak doposud neni znam>* 2% V klinické
praxi se paclitaxel osvéd¢il u rakoviny prsu a vajecniku, ale
uspésny byl rovnéz u karcinomu plic, krku, hlavy a u melano-
mu. To vzbudilo enormni zdjem onkologii o toto nové 1é¢ivo.
[ kdyz se i u této latky projevuji urcité nezadouci ucinky, jeji
vysoka protinddorovd aktivita nad témito vlivy pfevazuje.
Limitujicim faktorem 1écby paclitaxelem je myelosuprese,
predevsim granulocytopenie. Z dalSich vedlejsich ucinki 1ze
zminit kardiotoxicitu a neurotoxicitu. Dostupnost paclitaxelu
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byla zprvu velmi mald, protoZe tis, ze kterého byl paclitaxel
izolovdn, roste jen na omezeném Uzemi USA a Kanady a vy-
téznost latky je nepatrnd. Z 1 kg ktiry je mozno izolovat 0,1 az
0,2 g paclitaxelu, takZe k 1éceni 1 pacienta je nutno izolovat
paclitaxel ze 2 az 3 tisti. Omezené rozsifeni pacifického tisu
a jeho velmi pomaly rutst jej diskvalifikuji jako vhodny zdroj
paclitaxelu pro Sirsi klinické vyuziti. Byly a jsou proto hledany
moznosti, jak tuto latku ziskat synteticky v dostate¢ném vy-
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tézku. Totdlni syntéza gaclitaxelu byla popsdna Nicolauem
a jeho spolupracovniky”’ v roce 1994. Semi-syntetické meto-
dy ptipravy dal$tho zdstupce taxand, docetaxelu, vyuZzivaji
jako suroviny 10-deacetyl-baccatin IIT (XVIII), resp. taxicin
(XIX), které se daji ptipravit z jehli¢i tisu cerveného (Taxus
baccata), rostouctho hojné v celém stfednim pasmu. Klinické
vyuziti paclitaxelu je komplikovdno jeho malou rozpustnosti
ve vodeé. Byly proto syntetizovdny ve vodé vice rozpustné
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derivity jako je docetaxel, vindesin a vinorelbin. Docetaxel
piisobi v jiné fazi bunécného cyklu, nejvice je aktivni v S fazi.
Je ucinngjSim inhibitorem depolymerizace mikrotubuld nez
paclitaxel”®?, Docetaxel md totiZ v&t3i afinitu k mikrotubulim
neZ prvni ze zdstupcd taxand, paclitaxel’®. Uéinny je prede-
v§fm proti karcinomu prsu a nemalobunécného karcinomu
plic, ddle pak vici karcinomu vaje¢nikd, pankreatu a Zaludku.
Vedlej$im nezddoucim tucinkem je granulocytopenie, kterd
limituje pouziti vyssich ddvek.

V roce 1996 byla v bakterii Sorangium cellulosum naleze-
na nova skupina makrolidovych ldtek stabilizujicich mikrotu-
buly; tyto latky byly nazvdny epothilony, Protoie v jejich
molekule se nachdzi epoxid, thiazol a keton™. Bylo zjisténo,
Ze epothilony vytvari dvé strukturni varianty, epothilon A (XX)
a epothilon B (XX7) a Ze jejich makrolidovy kruh je Sestndc-
ticlenny a v piirodé ojedinély>". Jiz o rok pozdéji byl epothilon
A piipraven synteticky? a bylo zjiiténo, Ze je i¢inny i tam,
kde selhal paclitaxel”. Hlavnim metabolitem bakterie Soran-
gium cellulosum je epothilon A, epothilon B se objevuje
v mnozstvi 20 az 30 %. Oba epothilony jsou velmi d¢innymi
stabilizdtory mikrotubuld a zastavuji bunécné déleni v G,/M
fazi podobné jako paclitaxel, epothilon B je vSak desetkrat
t¢innéjsi nez epothilon A (cit.**). Dal§imi litkami s podobnym
stabilizujicim dcinkem na mikrotubuly jsou discodermolid
(XXII), izolovany z hlubokomotské houby Discodermia dis-
soluta®, theopalauamid (XX/II) a swinholid A (XXIV) z moft-
ské houby Theonella swinhoei*®. Daliimi, neddavno objeveny-
mi ldtkami, jsou polycyklické ethery laulimalid (XXV) a iso-
laulimalid (XXV1)*" &i diterpenoidni esterifikované alkoholy
sarcodictyin A (XXVII), sarcodictyin B (XXVIII) a eleuthero-
bin (XXIX), izolované ze sttedomotského kordlu Sarcodyction
roseum™".

5. Latky dezorganizujici mikrotubuly

Latky tohoto typu byly nalezeny zejména v cetnych mot-
skych organismech. Jejich zdrojem jsou predevsim Zzivoci-
chové kmene zahavci (Cnidaria) viech tiid — polypovci (Hy-
drozoa), meduzovci (Scyphozoa) i kordlnatci (Anthozoa). Na-
lezeny byly u drobnych jednobunécnych Zzivocichti kmene
bicikovet (Flagellata) aukmene mékkysu (Mollusca), zejmé-
na ve tiidé plzt (Gastopoda). Jejich bohatym zdrojem jsou
i ¢etné druhy cyanobakterii a mofskych hub. Mechanismus
jejich ucinku, tj. zpisob, jakym vyvoldvaji naprostou dezor-
ganizaci mikrotubuldrni konstrukce bunky, neni v§ak dosud
dostate¢né probdddn. Vzhledem k tomu, Ze jsou ve vétSiné
piipadl i silnymi inhibitory cyklin-dependentnich kinas ¢i
fosfatas, 1ze predpoklddat, Ze zasahuji do komplikovanych
regulacnich mechanismi buﬁky40. Ovliviiuji zfejmé procesy,
kterymi mikrotubuly spolupracuji s proteiny, regulujicimi bu-
nécny cyklus. Pravdépodobny je jejich inhibi¢ni dcinek na
MAP-kinasy, které udrzuji stabilitu tubuldrni sit&’.

Po chemické strance se jednd o nehomogenni skupinu
struktur, od relativné jednoduchych lamellarinG, viz napf.
lamellarin Q (XXX)*!, aZ po riizné slozité heteropolyaromatic-
ké systémy jako je napf. ecteinascidin 741 (XXXI), nalezeny
v sasance Ecteinascidia turbinate®. Velmi rozéﬁ‘eng jsou rtiz-
né cyklické slouceniny, jako napf didemniny z plza*, viz nap.
didemnin B (XXXII), kailuin A (XXXIII) a zejména Cetné poly-
cyklické heteroaromatické dusikaté latky, nalézané v mot-
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skych houbdch (zejména rody Axinellidae, Agelasidae a Ha-
lichondriidae), jako napf. plakinidin D (XXX1V), arnoamin A
(XXXV) a B (XXXVI), v jejichz molekule se velmi Casto vy-
skytuje také halogen, nej¢astéji brom. Jsou to napf. stevensin
(odilin) (XXXVII) (cit.**), hymenialdisin (XXXVIII) (cit.®),
axinohydantoin (XXXIX) (cit.*), agelastatin A (XL) (cit.*’),
dibromophakellstatin (XLI) (cit.48), dibromocantharellin (XLII),
agelongin (XLIIT) (cit.*®) &i dispecamid A (XLIV) (cit.%). Z uve-
denych struktur je zfejmé, Ze velmi Casto se v jejich molekule
objevuje struktura guanidinu. Z dalSich latek tohoto typu jsou
to napf. clathrodin (XLV), hymenidin (XLVI) a oroidin (XLVII)
(cit.>h), dibromoageliferin (XLVIII) a sceptriny (XLIX) (cit.>?).
Z4dnd z téchto litek dosud nepiekrocila stadium preklinického
zkouseni, ale jiz dnes je zfejmé, Ze i v této skupiné mikrotu-
buldrnich inhibitord budou nalezena ucinnd protinddorova
léciva, kterd vyznamnym zplsobem rozsiti spektrum soucas-
nych latek pouzivanych v chemoterapii zhoubnych nadort.

6. Zavér

Objeveni, izolace, strukturni identifikace a piiprava no-
vych inhibitorG mikrotubuld se slibnou protinddorovou ucin-
nosti otevird nové moznosti jejich pouziti v humanni protira-
kovinné chemoterapii. Z uvedeného ptehledu je patrnd ex-
trémni variabilita struktury sloucenin, které vsak vykazuji
podobnou biologickou aktivitu jako inhibitory mitézy. Lze se
jen t&sit, Ze se tato skutecnost stane vyzvou nejen pro praco-
visté studujici detailni mechanismus poskozeni mikrotubular-
niho systému bunék, ale predevsim pro chemickad pracovisté
vyvijejici nové typy protinddorovych lé¢iv na bdzi ptirodnich
sloucenin. Pfispéje to nejen k vyznamnému rozvoji protirako-
vinné terapie a vyuziti chemoterapeutik v klinické praxi, ale
také k teoretickému pozndni, které biochemické pochody
v lidském organismu jsou pro vyvoj nadorovych onemocnéni
letdlni.
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The review deals with current knowledge of microtubule
inhibitors from different natural sources, which are a very
variegated group of compounds with a strong effect on cytoske-
letal functions. Their use is one of the most frequent therapeu-
tic strategies in carcinoma treatment. Drugs like taxol or
vinblastine are widely used, although they have some draw-
backs. The discovery of new compounds, such as epothilones,
halichondrins, lamellarins, didemnins, could overcome some
of the problems occurring in application of the earlier drugs.
In addition, these natural compounds are used as an outstand-
ing scientific tool in physiological and biochemical experi-
ments, serving as model structures for synthesis of new com-
pounds with expected effects and better pharmacological proper-
ties, such as synthetic taxanes docetaxel, vindesin or vinorelbin.



