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Lécba pokrocilych stadii karcinomu prostaty predstavuje vazny medicinsky problém. Vzhledem k vedlej$im uéink(im kas-
trace, jako jsou ztrata libida a impotence, se alternativou u nékterych pacientl s karcinomem prostaty stava monoterapie
antiandrogeny. Dobrou snasenlivost, minimum vedlejSich G¢inki a zachovani sexudlnich funkei vykazuje predevsim lééba
bicalutamidem. Cilem této prace bylo shrnuti poznatki o molekularnich mechanizmech téinku tohoto antiandrogenu a dis-
kutovat naSe vysledky se zaméfenim na aktivitu telomerazy, drahu nadorového supresoru p53 a apoptézu. Zejména novy
poznatek o aktivaci drahy p53 a apoptdzy vyssimi davkami bicalutamidu mize vést k diskuzi o jejich zavedeni do lécebné
praxe u androgen senzitivnich karcinomd. Vy$si davky nez 150 mg bicalutamidu denné se v sou¢asné klinické praxi nepo-
uzivaji, protoze ve srovnani s kastraci nezplsobuiji dalsi pokles hladin prostatického specifického antigenu. Davkovani az
600 mg bicalutamidu denné je v§ak pacienty dobie snaseno a vzhledem k diskutovanym uéinkiim bicalutamidu, by mohly
vy$§$i davky prinést zlepSeni terapie androgen senzitivnich karcinomd.

Klicova slova: bicalutamid, telomeraza, p53, karcinom prostaty.

MOLECULAR MECHANISMS OF ACTION OF ANTIANDROGEN BICALUTAMIDE

Androgen deprivation is currently the only effective systemic therapy available for metastatic prostate cancer. Monotherapy
by antiandrogens represents for some patients an alternative to castration with respect to lower incidence of side effects.
Advantages of antiandrogen bicalutamide include good tolerance, minimal side effects and retention of libido and sexual
potency. We review the current knowledge on molecular mechanisms of bicalutamide action and discuss our results regar-
ding telomerase activity, p53 pathway and apoptosis. In particular, the finding of activation of p53 pathway and apoptosis by
higher doses of bicalutamide can lead to discussion on their usage in therapy of androgen sensitive carcinomas. Doses of
bicalutamide higher than 150 mg daily are not clinically used now because they do not further decrease the levels of prostate
specific antigen in comparison to castration. However, doses up to 600 mg daily are well tolerated and with respect to the
discussed effects of bicalutamide, these higher doses of bicalutamide could be of bring benefit for patients with androgen
sensitive carcinomas.

Key words: bicalutamide, telomerase, p53, prostate cancer.

Vyznam hormonalni lééby Obréazek 1. Chemické struktury cyproteron acetatu, hydroxyflutamidu, bicalutamidu a nilu-
karcinomu prostaty tamidu

Pacienti s rozvinutou inoperabilni rako-
vinou prostaty jsou obvykle IéCeni androgen
deprivacni terapii (1). Tato hormonalini terapie
ma za kol snizit hladiny cirkulujicich androge-
nd nebo blokovat u¢inky muzskych pohlavnich
hormon( na Urovni androgenovych receptord.
Pouzivand hormonalni terapie pfedstavuje
kastraci — chirurgickou nebo chemickou (ana-
logy LHRH, ,luteinising hormone releasing
hormone®), nebo podavéani antiandrogent
(steroidni cyproteron acetat a nesteroidni slou-
¢eniny flutamid, hydroxyflutamid, nilutamid
a bicalutamid, viz obrazek 1). Analogy LHRH

snizuji sekreci testikularnich androgend, anti- 0\
androgeny blokuiji androgenovy receptor, a tak NC N"'COT—OH J~NH
inhibuji U¢inek testosteronu a dihydrotestoste- CH, NO, N\/I/CH,
ronu. K blokovani efektli androgen( produko- CFs | /

, . . v . SO, F CF. o CH,
vanych nadledvinami se pouzivd kombinace d
obou pfistup, tj. kastrace spolecné s aplikaci

antiandrogend. Vzhledem k vedlej$im U¢inkdm
kastrace, jako jsou ztrata libida a impotence,
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se alternativou u nékterych pacientt stava mo-
noterapie antiandrogeny. Dobrou snasenlivost
a minimum vedlejSich ucinkd vykazuje prede-
v8im Ié¢ba bicalutamidem (2, 3).

Antiandrogen bicalutamid

Bicalutamid (komeréni nazev Casodex®)
jenesteroidniantiandrogen podobny jak chemic-
kou strukturou, tak U¢inkem flutamidu. Chemic-
ky ndzev je propanamid N-[4-cyano-3-(trifluoro-
methyl)phenyl]-3-[(4-fluorophenyl)sulphonyl]-
2-hydroxy-2-methyl. Jednd se o chirani slou-
¢eninu vyskytujici se ve dvou enantiomerech,
pficemZz R-enantiomer ma asi 60x vyssi an-
tiandrogenni kapacitu neZ S-enantiomer (4).
Bicalutamid se v krvi vyskytuje z 99 % ve formé
R-enantiomeru. Zfetelnou vyhodou je dlouhy
biologicky polo¢as eliminace, ktery umoziuje
peroréini aplikaci jednou denné. Bicalutamid
vykazuje nizkou rozpustnost ve vodé (5 ug/ml
~ 11,6 uM), pfi¢emz v krvi je ho asi 95,4 % va-
zano na plazmatické proteiny (5). U lidi je me-
tabolizovén a vylu¢ovan mo¢i a stolici ve formé
konjugétu s glukuronidem, jako hydroxy-bica-
lutamid a také v nezménéné podobé. McKillop
se spolupracovniky (6) vysvétluji extenzivni
eliminaci S-enantiomeru jeho vyrazné vyssi
afinitou ke glukuronyl transferdze, nez je tomu
u R-enantiomeru. Mc Killop se spolupracovniky
(7) v pokusech na krysach ukazali, Ze nedocha-
zi ke stereochemické inverzi mezi enantiomery
a popsali dalsi metabolity bicalutamidu, kte-
ré vznikaji po hydrolyze jeho amidové vazby.
Dlouhodobé lé¢ba 50mg bicalutamidu denné,
coZ je standardni dévka pfi kombinované andro-
genové blokadé, vedia k primérmné plazmatické
koncentraci 21,7 uM (5). Pfi monoterapii 150 mg
bicalutamidu denné byla primérna plazmaticka
koncentrace 50,2 uM, s rozmezim od 31 uM do
105 uM (8). Kolvenbag se spolupracovniky (9)
nepozoroval zvySeny vyskyt vedlejSich Gcinku
ani pfi davkach 600mg denné.

Plvodni pfedstava o molekularnim plso-
beni bicalutamidu pfedpokladala, ze ucinkuje
jako specificky antagonista, ktery zabranuje
vazbé androgenového receptoru na DNA (10).
Massiello se spolupracovniky (11) naproti tomu
ukazali, ze bicalutamid po vazbé na androge-
novy receptor stimuluje jeho translokaci do ja-
draivazbu na androgen responzivni elementy,
pfiemz v8ak nedochézi k aktivaci transkripce.
Bicalutamid zabrariuje jednak konformacni
aktivaci androgenového receptoru a také in-
terakci s transkripnimi koaktivatory SRC 1
a 2. Autofi pfedpokladaji, ze zvySena exprese
androgenového receptoru a transkripénich ko-
aktivatorl mohou byt zodpovédné za snizenou
ucinnost bicalutamidu u androgen nezavislych
karcinomd prostaty. V 1é¢bé androgen senzi-
tivnich karcinomd pomoci bicalutamidu mize
byt inaktivace androgenového receptoru spo-
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jena s aktivaci apoptotického procesu (12).
Aktivaci apoptézy po pUsobeni bicalutamidu
jsme pozorovalii v nasi préci (13). Daldim spe-
cifickym dcinkem bicalutamidu byla inhibice
telomerazy a aktivace proteinu p53. Tato po-
zorovani, spolecné s U¢inkem bicalutamidu na
androgen nesenzitivni buriky, jsou diskutovany
dale. Mezi metody pouzité v nasi praci patfila
analyza genové exprese pomoci oligonukleo-
tidovych €ipll HG-Focus Array firmy Affymetrix
(obrazek 2). Ke sledovani zmén exprese vy-
branych proteini byl pouzit Western blotting
a viabilita bunék byla hodnocena MTT testem
(MTT je zkratka pro 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenyltetrazolium bromid) (14). Aktivita te-
lomerazy byla méfena pomoci TRAP metody
(,telomere repeat amplification protocol”) (*°
a exprese hTERT (,human telomerase rever-
se transcriptase) byla sledovana kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci.

Inhibice telomerdzy po pusobeni
bicalutamidu

Inhibice telomerazy po tfidennim plsobeni
80 uM bicalutamidu byla v androgen senzitiv-
nich bufikach LNCaP spojena s poklesem hla-
diny hTERT. Exprese této katalytické podjednot-
ky vétSinou koreluje s aktivitou telomerazy (16).
Inhibice telomerazy byla dale spojena s pokle-
sem hladiny proteinu c-Myc, ktery byl popsan
jako transkripéni faktor pro hTERT (17). Bylo na-
vic zjisténo, Ze c-Myc mlze byt v prostatickych
epitelidinich burikéch aktivovan androgeny (18)
a ze proteiny rodiny Myc jsou zahrnuty do auto-
regulaéni drahy androgenového receptoru (19).
V nasich experimentech jsme pozorovali mimé
zvy8eni telomerdzové aktivity po tfidennim
pusobeni 1 nM dihydrotestosteronu a 10 nM
17B-estradiolu. Podobné jako v pfipadé bicalu-
tamidu nedo$lo k ovlivnéni aktivity telomerazy
po jednodennim plsobeni hormond, do$lo v§ak
ke zvy3eni hladin mRNA pro c-Myc i hTERT. To
svedci pro regulaci telomerézové aktivity pfes
androgenovy receptor.

Snizeni exprese hTERT po |é¢bé bicaluta-
midem v kombinaci s goserelin-acetatem bylo
popsano i u pacientll s karcinomem prostaty
(20). Autofi provedli imunohistochemickou
analyzu exprese hTERT v bioptickych vzor-
cich pfed 1é¢bou a po tficetidenni aplikaci
této kombinace. V souboru fficeti pacientl
zjistili po lé¢bé signifikantni pokles nuklearni
pozitivity hTERT z 36,7% na 13,2 %. Nejvétsi
pokles byl pozorovan v nadorech s nejvyssim
Gleasonovym skore. Autofi jiz dfive zjistili ko-
relaci vy$Si exprese hTERT s niZzsi diferenciaci
nadord a zminény pokles davaji do souvislosti
s timto pozorovanim (21). Autofi déle pfed-
pokladaji, Ze androgenova blokada mize byt
povazovéna za antitelomerézovou terapii. Ta
obvykle vede k erozi telomer a nasledné akti-

Obrazek 2. Oligonukleotidovy €ip pro analyzu
genové exprese od firmy Affymetrix

vaci replikativni senescence (22). Ke zkraceni
telomer dochdzi po opakovanych cyklech re-
plikace, zatimco androgenova deprivace vede
k zastavé bunécného cyklu (23, 24). Priklani-
me se proto k nazoru Guo a spolupracovniki
(25), ze inhibice telomerazy po androgenové
blokadé nepfispiva k nadorové regresi. Ugin-
néjSi antitelomerdzové terapie mohou byt za-
lozeny na specifické inhibici tohoto enzymu,
pfipadné na technologiich vyuZivajicich vyso-
kou expresi telomerazy v nadorovych buikach
(26). Slibnymi se jevi napfiklad imunizace
peptidy hTERT (27, 28) nebo vyuZiti genovych
konstruktd, které obsahuji pod promotorem
pro hTERT virové nebo apoptotické proteiny,
které zplsobi selektivni smrt nadorovych bu-
nék (29-31). Rada praci popisuje zvysujici se
telomerazovou aktivitu béhem vyvoje karcino-
md prostaty, coz mlze mit vyznam také pro
diagnostiku i prognézu onemocnéni (32-37).

Aktivace proteinu p53
po pusobeni bicalutamidu

Vedle sniZeni exprese androgeny regulova-
nych gen, jako jsou geny pro prostaticky speci-
ficky antigen, kalikrein 2 a prostatickou kyselou
fosfatazu, do$lo v androgen senzitivnich bui-
kach LNCaP po pisobeni 80 uM bicalutamidu
k indukci gen regulovanych p53. Aktivace p53
pravdépodobné nesouvisi s poskozenim DNA,
protoze genotoxické testy provadéné in vitro i in
vivo byly i pfi uZiti vy8Sich koncentraci bicalu-
tamidu negativni (38). Plsobeni 80 uM bica-
lutamidu bylo spojeno s ¢asteCnym Stépenim
proapoptotické procaspéazy 3 a proteinu PARP.
Miméjsi zmény uvedenych proteinl byly pozo-
rovany i po plisobeni 50 puM bicalutamidu, coz
odpovida |é¢bé pacienttl v davce 150mg denné
(8). Vyssi davky bicalutamidu se v klinické praxi
nepouzivaji, protoze nezpUsobuiji dalsi pokles
hladin prostatického specifického antigenu (9).
Vzhledem k dobré sndSenlivosti bicalutamidu
v davkéch az 600mg denné a k diskutované
vyraznéjsi odpovédi na 80 uM bicalutamidu
pfedpokladame, Ze lécba vySSimi davkami by
mohla mit klinicky vyznam. Nade pozorovéni
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jsou v souladu s praci Lee a spolupracovnikd
(12), ktefi u bunék LNCaP zjistili po dvouden-
nim plsobeni 100 uM bicalutamidu aktivaci ne-
jen caspazy 3, ale i caspazy 8. Autofi pozorovali
také uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy, coz
bylo v 80 % bunék spojeno se $tépenim a trans-
lokaci proteinu Bax z cytoplazmy do mitochon-
drii. Prace dale ukdzala, ze nékteré buriky jsou
schopny prezit plisobent bicalutamidu a mohou
tak poskytnout zaklad pro dalsi vyvoj nadoru.
Intenzivnéj$i androgenova blokéda je tak prav-
dépodobné schopna oddalit vznik rezistentnich
karcinom(, ale nedokéaZze tomu zcela zabranit.

Inhibice viability androgen
senzitivnich i nesenzitivnich
bunék

V ramci studia bicalutamidu jsme tes-
tovali jeho pulsobeni jak na androgen senzi-
tivni (LNCaP), tak na androgen nesenzitivni
(DU145) bunécné linie pomoci testu viability
MTT. V rozporu s obecnou pfedstavou bica-
lutamidu jako specifického antiandrogenu,
jsme pozorovali jeho vyrazny inhibi¢ni vliv i na
buriky DU145. Inhibice viability bicalutamidem
byla pozorovana predevsim pii kultivaci bunék
DU145 v nizké konfluenci. Buriky DU145 ros-
touci ve vysoké hustoté vykazovaly nizsi cit-
livost k bicalutamidu, coz je v souladu s Klinic-
kymi zkuSenostmi, kdy lécba bicalutamidem
nevede k prodlouzeni doby pfeziti pacientu
s karcinomy nezavislymi na androgenech (39,
40) a u nemocnych se vzdalenymi metasta-
zami (41). NaSe mikro€ipova analyza zjistila,
Ze vice jak polovina genl, jejichz exprese se
méni u vysoce konfluentnich bunék DU145 ne-
citlivych na androgeny, byla zménéna i u an-
drogen senzitivnich bunék LNCaP. Biologicky
vyznam zmén expresnich profili zatim nelze
automaticky analyzovat v celé $ifi (42). Po-
moci internetovych databazi jsme se alespon
pokusili zjistit biologickou funkci genli s nejvi-
ce zménénou expresi v obou liniich, s cilem
definovat biologické procesy ovlivnéné bicalu-
tamidem. Mezi tyto geny patfily geny kodujici
proteiny calmegin a DNAJBY, které maji cha-
peronovou aktivitu. Mizeme proto spekulovat,
Ze jejich zvySena exprese po plsobeni bica-
lutamidu m0Zze souviset s buné&nym stresem.
Pokles hladin mRNA pro rabkinesin 6, ktery
je zapojen do intraceluldrniho transportu po-
moci kinesinového komplexu, mlZe souviset
s vlivem bicalutamidu na tento proces. V obou
liniich doslo ke snizeni exprese reduktazy ribo-
nukleotidd M2, kterd je zahrnuta do DNA syn-
tézy, coz je v souladu se zastavou proliferace
po ovlivnéni bicalutamidem. Vyznam zvy$ené
exprese transportniho proteinu pro aminoky-
seliny SLC7A11 je nejasny a funkce proteinu
niban neni zatim vibec zndma. Objasnéni
vyznamu zmén v expresi jednotlivych gend po

pusobeni bicalutamidu bude vyzadovat dalsi
analyzy.

Zaveér

V nasi préci jsme popsali ¢-Myc protein
jako chybéjici ¢lanek v regulaci hTERT pies
androgenovy receptor. Inhibice telomerazové
aktivity po pdsobeni bicalutamidu v§ak prav-
dépodobné nema klinicky vyznam, protoze
dochézi zaroven k zastavé proliferace a ne-
mUze tak dojit ke zkracovani telomer a induk-
ci procesu replikativni senescence. Klinicky
vyznam mize naopak mit aktivace drahy pro-
teinu p53 po plsobeni 80 uM bicalutamidu.
Aktivace proteinu p53 a indukce apoptézy by-
la pozorovana v mens$i mife i po psobeni 50
MM bicalutamidu coz odpovida l1é¢bé 150 mg
denné. | vy$8i davky bicalutamidu jsou paci-
enty dobfe sndSeny a jejich pouziti by mohlo
zlep$it 1é¢bu androgen senzitivnich karci-

nomd. V nasi préci jsme také pozorovali na
androgenovém receptoru nezavisly Ucinek bi-
calutamidu na buriky DU145 rostouci v nizké
konfluenci. Pokud byly androgen nesenzitivni
buiiky DU145 kultivovény ve vysoké konflu-
enci, tak vykazovaly vy$§i odolnost k bicalu-
tamidu, coz je v souladu s netcinnosti tohoto
antiandrogenu v 1é¢bé androgen nesenzitiv-
nich karcinomU prostaty. Mikro¢ipova analy-
za odhalila, ze ¢ast genl byla podobné zmé-
nena jak v LNCaP tak DU145 burkéch, coz
ukazuje na dalsi ucinky bicalutamidu, které
jsou nezavislé na androgenovém receptoru.
Mikro¢ipova data jsme poskytli dalSim praco-
vistim a doufame, Ze budou ovéfena in vivo
podobné jako v pfipadé inhibice telomerdzy
bicalutamidem (43, 20).

Podékovdni: Tato prdce byla castecné
podpofena granty NC 7497-3; MSM 151100001
a MSM 6198959216.
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