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2. Uvod

2.1. Retinoidy

Retinoidy predstavuji velkou skupinu latek odvozenych od vitaminu A, mohou byt jak
prirozenym metabolitem organismu, tak i1 syntetického ptvodu. V organismech obratlovca
plni nenahraditelnou twlohu ve vyvoji nervového systému, pateie a dalSich struktur
v embryondlnim vyvoji. Dale se vyznamné podileji na udrzbé epitelii, imunitnich kompetenci

a reprodukei. '

Jiz vice jak 50 let je znamy fakt, ze tyto latky piisobi jako G¢inné prostfedky pro regu-
laci proliferace a diferenciace bunék, z téchto poznatka vyplyvaji dalsi aplikace sloucenin.
proto se fada védeckych tymi zabyva syntézou novych sloucenin odvozenych od retinoida.
Tato nova potenciondlni 1éCiva by méla vykazovat vyssi specifitu a lepsi terapeuticky efekt.
Nové ucinné syntetické retinoidy se pak mohou pouzivat pii 1é€bé Siroké Skaly onemocnéni

od dermatitid po&inaje az 1é&bou onkologickych onemocnéni konge. '-°

I dnes je vyuziti retinoidl velmi Siroké, nejcastéji jsou spojovany s témito latkami obo-
ry dermatologie, oftalmologie a v nejvétsi mife onkologie. Derivaty retinoida nasly nové apli-
kace v 1é€cb¢ nadorovych onemocnéni a také v jejich prevenci. Pouziti retinoidi pii 1é¢bé ma-
lignich nddort predstavuje vyrazny posun vpied. Konkrétné dochazi ke zna¢né remisi u nado-
rovych onemocnéni kiize, mocového méechyte, plic, prostaty ¢i prsu. VéEtSinou jsou tyto latky
kombinovany s chemoterapii a jsou schopny navodit dlouhodobé¢ zlepSeni. Jejich vlastnosti se
rovné€z vyuziva pii chemopreventivnich terapiich, kdy vykazuji preventivni u¢inky premalig-

nich onemocnéni a maji schopnost inhibice nékterych tumord. °

Jak bylo zminéno vyse tyto latky ptsobi jako induktory bunécné diferenciace, reguluji
vyvoj a rust normalnich i malignich bun¢k prostfednictvim vazby na jaderné receptory. Mis-
tem jejich plisobenti je tedy vétSinou jadro bunék. Po navazani molekuly na specificky jaderny
receptor dochazi k regulaci genové transkripce. Pravé ovliviiovani prabehu transkripce tidi

velké mnozstvi procestl v organismu. % '

Z farmakologického hlediska funguji retinoidy jako modulatory bunécného rastu, dife-

renciace a apoptozy. ’

At hovofime o novych molekulach ve fazi vyzkumu, nebo jiz schvalené a pouzivané

latky, zakladnim motivem vSech struktur jsou pfirozené retinoidy, které se bézné vyskytuji
9



v organismech. I kdyz byly jiz z velké Casti objasnény mechanismy absorpce, transportu a
metabolismu téchto latek, je zde stdle mnoho aspektli, které nejsou zcela dobife pochopeny.

Jako ptiklad mazeme uvést roli retinoidii ve fyziologii a patologii.

r

3. Teoreticka ¢ast

3.1. Nomenklatura, struktura a chemické vlastnosti

Pod pojmem retinoidy zpravidla zahrnujeme derivaty odvozené od kyseliny retinové.
Jedna se o strukturni analoga obsahujici Sesticlenny cyklus na némz je navazan alifaticky fe-
tézec se Ctyfmi izoprenovymi jednotkami konjungovanych dvojnych vazeb a s piislusnou jed-
nou nebo vice funkénimi skupinami. Pravé konjungovany polyenovy fetézec je zodpovédny
za zluté zbarveni retinoidl, které mlze prechazet pres oranzovou az do tmavé hnédé barvy.

Tento popis vystihuje retinoidy, které se pfirozen& vyskytuji v organismech. '

Problém s definici ale nastava ve chvili, kdy budeme brat v ivahu syntetické retinoidy,
jako jsou (6-(5,5,8,8-tetramethyl-5,6,7,8-tetrahydronapftalen-2-yl)-2-naftalenkarboxylova
kyselina (TTNN) '™ a 4-[(1E)-3-[3,5-bis(1,1-dimethylethyl)fenyl]-3-oxo-1-propen-1-yl]-
benzoova kyselina (Ch-55). ® Ob&ma molekulam neodpovida vyse uvedena definice, nicméné
ob¢ ale vykazuji v&t§i afinitu na retinoidnich receptorech nez kyselina retinové nebo retinol. °
Z téchto duvodi byla navrzena nova formulace definujici retinoidy podle niz jsou to latky,
které¢ vykazuji specifickou biologickou odpovéd’ vazbou a aktivaci bud’ jednoho nebo vice

specifickych receptort. V praxi se obvykle kombinuji ob& formulace. '

Syntetické molekuly, které se specificky vazi k retinoidnimu X receptoru (RXR) byva-
ji nazyvany rexinoidy, ' syntetické retinoidy, které viak neobsahuji cyklus, jsou nazyvany

acylkické retinoidy nebo acyklické rexinoidy.

Nenasycenost alifatického postranniho fetézce je jednou z pti¢in reaktivity molekul re-
tinoida. Existuje nékolik forem geometrickych izomerti cis a trans podle polohy dvojné vazby
a polohy fetézce. Veskeré retinoidy jsou fotosenzitivni, coz znamend, ze pokud jsou vystave-
ny svétlu, dochazi k jejich oxidacni degradaci nebo k izomeraci. Tato vlastnost je mimo jiné
nezbytnou pro jejich biologickou aktivitu a také pravé ovliviiuje pfechody jednotlivych geo-
metrickych izomerd Stabilnéj$i formu izomera ptredstavuje poloha trans, cis izomery mohou

byt velice snadno pfevedeny na druhou formu. Nicméné nékteré izomery se vyskytuji bézné
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v konfiguraci cis a v této forme také plni své zakladni funkce. Piikladem je forma 11-cis reti-

nalu, ktery je piitomny v o&ni sitnici. 2

3.2. Pfirozené retinoidy

Mezi bézné piirozené retinoidy nalezi retinol, retinal, kyselina retinova a retinyl este-
ry. Slouceniny se pak jest¢ vzajemné liSi geometrickou izomerii. Pfirozené retinoidy byvaji
vysoce aktivni hlavné v all-trans konfiguraci, ve které se také Castéji vyskytuji. Molekuly vy-
kazuji vysokou nestabilitu v pfitomnosti jakychkoli oxidantl a svétla. Pokud je molekula vy-
stavena témto podminkam, dochazi k jeji oxidativni degradaci nebo izomera¢nim zménam.
Degradace miize také nastat pfi vystaveni téchto latek vysokym teplotdm. Z téchto diivodu by

se mély retinoidni latky uskladiiovat ve tmé& a chladu. '?

Retinoidy jsou zna¢né lipofilni, proto transport pies hydrofilni faze, jako je plasma ne-
bo jin¢é extra- a intracelularni tekutiny, vyuziva vazebnych proteinti. Nicméné¢ existuji 1 retino-
idy, které se v urCitém rozsahu koncentraci rozpousti v télnich tekutinach (napft.: v plasme).
Tato schopnost retinoidl z nich d€ld idealni morfogen vykazujici schopnost efektivné difun-

dovat jak skrz hydrofobni tak skrz hydrofilni faze. '

Pro vyjadifeni doporuc¢eného mnozstvi ptijatého vitaminu A za den se pouzivaji mezi-
narodni jednotky IU. Obecné plati, ze 1 IU odpovida 0,3 g all-trans-retinolu. Pro ekvivalenty
retinolu plati jednotky RE, kde jsou prevedeny vSechny ziskané formy retinoida na 1 jednot-

ku. !

3.2.1. Retinol

Za zéklad retinoidll 1ze povazovat vitamin A, jenz je nezbytny pro zivot vSech strunat-
ct. * '2 Ten se vyskytuje ve dvou formach a to jako vitamin Al (retinol) a vitamin A2 (3-
dehydroretinol). Rozdil mezi formami tohoto vitaminu je pouze ve dvojné vazb¢ na prvnim
uhliku v cyklu. Tato latka je jiz dlouho dobfe zndma a pfipravena byla jiz v roce 1947. Jak
nomenklatura napovida, retinol obsahuje hydroxylovou funk¢ni skupinu, kterd ptredurcuje
jeho reaktivitu. Molekuly snadno reaguji a dochazi tak k jejich metabolizaci, snadno se vazi
do komplext vazebnych proteint, které je transportuji. " ¢ U molekuly retinolu se projevuje
geometrickd izomerie, v organismech se ale pfevazné vyskytuje ve form¢ all-trans-retinolu.

Molekula retinolu méa molarni hmotnost 286 g.mol™.

11



H,C CH, CH, CH, HiC. CHy CHs CHs
D X OH X A D A OH
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Obr. I: vlevo vitamin Al (retinol), vpravo vitamin A2 (dehydroretinol)

3.2.2. Retinyl estery

V organismech byvaji retinoidy uloZeny jako molekuly retinyl palmitatu a také dalsi
estery mastnych kyselin jako jsou retinyl oleat nebo retinyl stearat. Piedstavuji také jeden ze
zpusobu ziskani retinoidii. Tyto estery byvaji ziskdvany bez dalsi konverze ptfimo ze stravy
zivo¢iSného puvodu, pievazné masa. Ziskané molekuly pak déale podléhaji enzymatickym

reakcim, které poskytuji retinol. '+ &'

Obr. 2: retinyl palmitat

3.2.3. Retinal

Retinaldehyd nebo zkracené retinal se vyskytuje v n¢kolika formach fotocitlivych ge-
ometrickych izomert. I kdyz plati, ze trans izomerie je stabilnéjsi, tak v organismech je pii-
tomno 1 malé mnozstvi izomeru cis. Pfechod molekuly 11-cis-retinalu na all-trans konfiguraci
iniciovany fotony se podili na procesu vidéni a je zasadni pfi pfenosu nervového vzruchu.
Stejné jako ostatni retinoidy pusobi jako antioxidant. Dal§im vyznamnym pfedstavitelem reti-
noidil s aldehydickou funk¢ni skupinou je 9-cis-retinal. Spolu s ATRA vykazuji az statisicina-
sobné zvyseni exprese urcitych genli, nez jejich prekurzory retinol a beta-karoten. Retinal
zpusobuje zjemnéni a deskvamaci zrohovatélé kiize, cehoz se vyuziva pii 1€cbe¢ acne vulgaris,

helomt a dal$ich koZnich onemocnéni. * &% 12
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Obr. 3: vlevo all-trans-retinol, vpravo 11-cis-retinol

3.2.4. Kyselina retinova

Kyselina retinova predstavuje metabolit vitaminu A, ktery zprostfedkovava funkce vi-
taminu. Tretinoin, jak byva n¢kdy kyselina retinova oznacovana, funguje pievazné jako regu-
lator genové exprese a je nezbytny pro normalni riist a embryonélni vyvoj. Schopnost regula-
ce vykazuje ATRA u n€kolika stovek genti a umoziiuje ji vazba na jaderné transkripcni fakto-
ry. Navic mize funkce ATRA piesahovat i oblast genové regulace, protoze existuje velké
mnozstvi nekédujici RNA, které jsou regulovany rovnéz pomoci kyseliny retinové. ' Dale
jsou také znamy mimojaderné mechanismy ptusobeni ATRA a retinoidii obecné.
Z farmakologického hlediska 1ze ATRA povazovat za antineoplastikum, tedy latku inhibujici

$iteni nador, ATRA ma rovn&Z znaéné uplatnéni diky své povaze keratolytického &inidla. *
10

Kyselina retinova je svétle zZluta kapalina, ktera, stejné jako ostatni retinoidy, se vy-

skytuje hned v nékolika izomernich forméch, které jsou fotocitlivé.

CHj CH; O
NG YN

HsC  CH,

OH

CHs

Obr. 4: vlevo all-trans-retinova kyselina, vpravo 9-cis-retinova kyselina

3.3.Metabolismus retinoidi

Jak jiz bylo zminéno, retinoidy jsou potiebné pro udrzeni zakladnich fyziologickych

procest v téle. Ovliviiuji normalni rtist a vyvoj, vidéni, imunitni systém, reprodukci, zdravou
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pokozku a eliminuji ochranné bariérové funkce pokozky, to zplisobuje zvySeni mitotické akti-
vity v oblasti bazalni membrany, zmény v morfologii a ve funkci fibroblastii. > Vice nez 500
genll povazujeme za regulatory metabolismu kyseliny retinové. Metabolismus je pomérné
slozity a zahrnuje mnoho forem retinoidti od retinyl esterti, retinalu, retinolu, kyseliny retino-
vé aZ po oxidované a konjungované metabolity. " '* Krom& toho metabolismus zahrnuje také
transportni proteiny, enzymy a dalsi proteiny, které se mohou podilet na zprostiedkovani me-

tabolismu triglyceridi a cholesterolu. '

3.3.1. Absorpce a transport

Zivo¢ichové nejsou schopni syntetizovat retinoidy de novo, proto zdrojem tchto latek
je potrava. '° Rostliny a n&které druhy mikroorganismi mohou syntetizovat karotenoidy, které
poté mimo jiné slouzi jako prekurzory retinoidd. '° Karotenoidy predstavuji velkou skupinu
pigmentd, které zptsobuji Zluté, oranzové a az fialové zabarveni nékterych druht zeleniny a
ovoce. Dale se ziskané pigmenty absorbuji do organismu, kde dochazi k jejich ulozeni. Naa-
kumulované karotenoidy pak v nékterych tkanich zpisobuji specifické zabarveni. ' '® Prikla-
dem karotenoidnich pigmentd jsou lutein, zeaxantin, lykopen, karoten, kanthaxantin a fada

dalsich.

Nicméné zvifata a rostliny mohou molekuly karotenoidii $tépit. Tim dojde k vytvoreni
biologicky aktivnich molekul jako kyseliny abscisové u rostlin, trisporové kyseliny u hub a

retinoidt u zvitat.

Mistem této konverze jsou stieva a jatra. Na zéklad¢ pfimého stanoveni katalytické ak-
tivity enzymu BCO1 v tenkém stfevé a jaternich vzorcich bylo odhadnuto, Zze u dospé€lého

&loveka je maximalni kapacita pro §tépeni karotenoidii obéma organy 12 mg/ den. '*

Druhou alternativou jak mohou zvitata ziskat potfebné retinoidy, je konzumace tkani a
dalSich zivoc¢iSnych produkta jinych zvitat, ve kterych uz doslo ke konverzi karotenoidi na
retinoidy. Touto cestou Ize ziskat hlavné retinyl estery a v mensi mife retinol, ob¢ latky pak
podléhaji dal§im metabolickym drahdm. V zapadnich zemich Cini pfijem retinolu a retinyl
esteru od 25% do 75% z celkového pfijatétho mnoZzstvi vitaminu A, pfiCemz zbyvajici Cast

byva poskytovéana z provitaminu A. '* '

Vitamin A muze byt jako jeden z mala pro organismus toxicky. Doporucené denni
davkovani vitaminu je 1mg. V pfipad¢ téhotenstvi se davkovani nesmi piekrocit, jeli-

koz hrozi malforace plodu. Del§im uzivanim vysokych mnoZzstvi vitaminu A mtze u dospélé-
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ho ¢loveka dojit k bolestem kloubti, vypadavani vlast, nevolnosti a v extrémnich ptipadech az

ke smrti.

Naopak nedostatek vitaminu A pfedstavuje problém hlavné u déti v zemich ttetiho
svéta. Podle vyzkumu védct z Indické rady 1ékatského vyzkumu trpi akutnim nedostatkem
vitaminu A az 127 miliéni déti pfedikolniho v&ku v oblastech Afriky a jihovychodni Asie. %!
Kriticky je rovnéz nedostatek ve fazi embryonalniho vyvoje, nedostatek vede k nezvratnym
srde¢nim malforacim plodu, % nebo v pozd&jsich stadiich k nedostate¢nému vyvinuti oka. >
Dlouhodoby deficit u dospélych organismu, véetné ¢loveka, maze vést k celé fadé komplika-

ci: deformacim patete, ** k t&Z8imu priab&hu spalnicek, * porucham zraku, imunity a pod.
Intestinalni absorpce se sklada z nékolika po sob¢ jdoucich krokd.
* Uvolnéni karotenoidl z potravinové matrice.
* Solubilizace karotenoid do smiSenych lipidovych micel v lumen.
* Bunécny zachyt karotenoidii sttevnimi buiikami a bunkami sliznic.
e Zaclenéni karotenoidii do chylomikront (CM).
* Sekrece karotenoidii a jejich metaboliti z CM do lymfy. '

3.3.1.1. Intestinalni absorpce provitaminu A

Obecné¢ byl vychozi predpoklad, Ze absorpce karotenoida do enterocytl v tenkém stie-
vé& probiha pasivni difuzi. Uginnost absorpce karotenoidtl vak mize klesat s jejich rostoucim
piijatym mnozstvim. Navic bylo prokazano, ze se muze podilet také proces saturace a také

ucinnost absorpce zavisi na typu epitelu. V roce 1930 Moore popsal, ze ke Stépeni beta-

karotenu dochézi pravé v tenkém stievé. 2° Nésledn& byl navrzen mechanismus centralniho
27,28

Stépeni dvojné vazby na uhlicich 15-15".

Obr. 5: Zvyraznéna dvojna vazba molekuly beta-karotenu, na které dochazi ke centralnimu $tépeni

Upraveno podle %
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St&penim potravou piijatych karotenoidtl vznika all-trans retinaldehyd. Ten ale mtize

organismus ziskat i nékolika dalsSimi metabolickymi drahami.

Prvni moznosti vzniku retinalu je jiZz zmitiované roz§tépeni molekuly beta-karotenu. **
Jedna se o majoritni zdroj retinoidli v organismu. Beta-karoten se vyskytuje v potravé rostlin-
ného ptivodu ve formé oranzového pigmentu. Molekuly alfa- a beta-karotenu se vzajemné lisi

izomerii na cyklu.

28

Obr. 6: vlevo alfa-karoten, vpravo beta-karoten

Existuji dva zptsoby Stépeni isoprenového fetézce molekuly beta-karotenu. Centralni
Stépeni poskytuje z jedné molekuly provitaminu A dvé rovnocenné molekuly retinolu reduko-
van¢ho nasledné na retinal. Jedna se o enzymaticky katalyzovany proces pomoci jiz zmifiova-
né¢ho enzymu 15-15' monooxygenasy (EC 1.13.11.21). I kdyz jesté existuji nékteré nejasnosti
okolo mechanismu této reakce, obecné plati nasledujici pribéh: nejprve dochazi k oxidaci
dvojné vazby 15-15" na fetézci kyslikem za vytvoieni epoxidu. Tento epoxid je pak dale hyd-
rolyzovan a vytvaii dvé hydroxylové skupiny ve stfedu struktury. Kone¢né Stépeni nastane,
kdyz jsou tyto alkoholy redukovany na aldehydy za t¢asti NADH. Vznika retinal, ktery je pak
redukovan na retinol pomoci enzymu retinoldehydrogendzy. Piekvapive je toto Sté€peni piisné
stereoselektivni. Divod této stereoselektivity byva piicitan faktu, ze dvojna vazba 15-15" je
nejméné stericky branénéa v porovnani s ostatnimi vazbami. Jakakoliv odchylka neni tolerova-

na a molekula musi mit pfisné& all-trans uspofadani. **
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Obr 7: Centralni $tépeni beta-karotenu

Upraveno podle **

V roce 1996 bylo objeveno excentrické Stépeni. Tato reakce probiha bud’ enzymaticky,
jedna se vSak o rozdilné enzymy nez u centralniho §tépeni, nebo mize dochazet ke Stépeni 1
bez pomoci enzymil. Enzymy, které se podileji na této reakci jsou jiné, nez je tomu u procesu
centralniho $t&peni, jedna se o 10-dioxygenazy. *° Navic dokazi oproti 15-15" monooxygena-
zam excentricky rozstépit 1 dalsi karotenoidy jako je napft.: lutein. Produkty téchto reakci jsou

beta-apokarotenaly a beta-apokarotenony. *°

Vznikajici molekuly se vzajemné mohou lisit délkou fetézce a maji schopnost aktivo-
vat retinoidni receptory a vykazuji tak rovnéz biologickou aktivitu. Existence tohoto Stépeni
byla dlouho pfedmétem debaty, nicméné identifikace a charakterizace excentrického restrikc-
niho enzymu z mysi, ktery pisobi specificky na vazbu C9 a C10, poskytla dikaz o vyskytu
této drahy u zvitat. Na zaklad¢ pozorovani bylo navrzeno, ze k excentrickému rozstépeni by
mohlo dochézet za oxidativnich podminek, tedy pokud je nedostatek antioxidant. Naopak pii

normalnich fyziologickych podminkéach probihd metabolismus Stépeni centralnim zplsobem.
28
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Obr. 8: Beta-apokarotenal

Molekula vzniklého beta-apokarotenalu pak podléha transformaci na retinal.

beta-karoten

centralni Stépeni
excentrické Stépeni
HO

retinal NTRTRTR

beta-apokarotenal

Obr. 9: Schéma $tépeni beta-karotenu po intestinalni absorpci

Upraveno podle 2

Beta-karoten Ize piijimat v potravé nebo miize byt syntetizovan z lykopenu. Lykopen

je jednim z tzv. non-provitamint A, jedn4 se o Gerveny ve vod& nerozpustny pigment. >’
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Obr. 10: Lykopen

3.3.1.2. Intestinalni absorpce retinolu a retinyl-esteri
Jak jiz bylo uvedeno, jednim ze zdrojii retinoida jsou retinyl-estery. Ty se vyskytuji
predevsim ve stravé zivociSného ptivodu. Potravou ziskané retinyl estery jsou enzymaticky
hydrolyzovany na retinol jesté pied absorpci do enterocytli. Reakci katalyzuje pankreaticka
triglyceridova lipaza a fosfolipaza B. Retinol je absorbovan do erythrocyti pomoci procesu,
ktery zajiStuje nasyceny nosic. Jako tyto nosice slouzi vybrané vazebné proteiny. Rovnéz se

miiZe po poziti farmakologickych davek zapojit také proces nenasycené difuze. '* '

Znacnym farmakologickym tu¢inkem molekuly retinolu je jeho antioxida¢ni schopnost

a dale pak piisobeni jako antikarcinogenni agens.

Jako ptiklad retinyl-esteri mizeme uvést retinylpalmitat. Tento fosfolipidovy derivat
se vyskytuje v n€kolika strukturnich variantach liSicich se geometrickou izomerii na isopre-

novém fetézci. '

Obr. 11: All-trans- retinylpalmitat

Obecn¢ je molekula all-trans retinyl esteru metabolizovana na all-trans retinol a to za
ucasti enzymt: DGAT a LRAT nebo PNPLA 4 (viz zkratky), kromé retinolu vznika jesté vo-

da a odstépeny fetézec mastné kyseliny.
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Obr 12: Hydrolyza retinylpalmitatu za vzniku retinolu

Upraveno podle *'

V téle savcl byva retinol produkovan kromé hydrolyzy retinylesterti jesté redukci reti-

nalu. !
HC cH, CH, CH,
HE-C G‘|3 - = ADH 111105 < - N . ™ .
i OH
)
RHD, DHRS -

Obr. 13: Enzymaticka redukce all-trans-retinalu za vzniku retinolu

Upraveno podle *'

3.3.2. Sekrece retinolu a retinyl esteru do lymfatického systému a cirkulace por-

talnim obéhem

U erythrocytt je retinol vazan na konkrétni bunécné vazebné proteiny typu Il (CRBP-
IT). Vyskytuje se pfedevsim v tenkém stfevé u absorpEnich bunék a tvofi pfiblizné 1% protei-
ni ve sliznici. ** Studie na CRBP-II mysich ukézaly, Ze pravé tento protein hraje zasadni roli

v intestinalni absorpci vitaminu A. **

Po absorpci do erythrocytli podstupuje vétSina retinolu reesterifikaci mastnymi kyseli-
nami. CRBP-II vézajici retinol usnadiiuje esterifikaci lecitinem pomoci enzymu: retinolacyl-
tranferazy (LRAT). '*° Ulohou CRBP-II je rozpouitét hydrofobni retinol a chrénit jej pied

degradaci a hlavné protein nasméruje retinol na enzym LRAT k esterifikaci, coz 1ze oznacit

vvvvvv

kront (CM). *
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Velka &ast retinyl ester vznika diky inkorporaci do chylomikroni. > Chylomikrony
(CM) jsou komplexy tisicii molekul triacylglycerolt a fosfolipida charakteristicky spojenych
dohromady spolu s karotenoidy, retinyl estery, retinolem, estery cholesteroli a nékolika spe-
cifickymi apolipoproteiny. Tyto velké lipoproteinové ¢astice (prumér 100 az 200 nm) jsou
pak vyluovany z erythrocytt do stievni lymfy. * I kdyZ je vétSina absorbovaného vitaminu
vylu¢ovana ve form¢ chylomikronretinyl esterit do lymfy, velké mnozstvi se rovnéz vylucuje
do portalniho ob&hu jako retinol. '® ' Portalni absorpce probiha predev§im pii patologickych

podminkach, jenz ovliviiuji sekreci CM.

3.3.3. Metabolismus retinolu v jatrech

CM se po sekreci pohybuji obéhovou soustavou, kde dochazi k nékolika procestim ja-
ko je hydrolyza triacylglycerolti, a téméf vSechny estery zlstavaji béhem konverze stale v CM

zbytcich. 2 Tyto CM zbytky jsou dale odstratiovany pomoci hepatocyti. >

V hepatocytech podléhaji estery hydrolyze a vznikly retinol muze asociovat
s retinolovym vazebnym proteinem (RBP). Protein se nachéazi ve vysokych koncentracich
v endoplasmatickém retikulu hepatocytu. *° Vazba retinolu s RBP zfejm& zptisobuje translo-
kaci komplexu retinol-RBP z endoplasmatického retikula do Golgiho aparatu néasledovany
sekreci do plasmy. >’ Velké &ast retinolu je transferovana do jiného typu jaternich bungk, to

jsou tzv. persinusoidalni hvézdicovité buiiky, kde se molekuly retinolu skladuj. *

3.3.3.1. Hepatalni skladovani

V hvézdicovitych bunikach se retinol esterifikuje na retinyl ester a uklada se ve forme
lipidovych kapek. CRBP-I (bunécny retinolovy vazebny protein I, analog CRBP-II) a LRAT
hraji kli¢ovou roli v zachyceni esterd. ** ** Buiiky obsahuji dostatené zasoby na nékolik tyd-

ni s postupnym uvoliiovanim dle potieby. >

3.3.3.2. Extrahepatalni skladovani

Ackoli hvézdicovité buniky jsou hlavnim mistem skladovani zasob retinyl estert,
k hromadéni esterti mize dochazet i1 v intersticidlnich buiikach a v bunkéch nekterych dalsich
organt jako jsou ledviny, plice, stieva atd. > *° Molekuly se akumuluji ve formé lipidovych
kapicek zejména po poziti velkych davek vitaminu A. Obecné pak plati, ze dulezité pro esteri-

fikaci jsou vazebné proteiny CRBP-I, CRBP-II, CRBP-III a enzymy LRAT a ARAT. '
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ROH - retinol

RE - retinyl-ester

CM - chylomikron

CMR - zbytek chylomikronu
RBP - retinolovy vazebny protein
TTH - transthyretin

RA - kyselina retinova

RAR - receptor kyseliny retinové
RXR - retinoidni receptor
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Obr. 14: Hlavni cesty transportu retinoidi v téle

Upraveno podle '

3.3.4. Transport retinoidi do plasmy

3.3.4.1. Retinolové vazebné proteiny

Ptitomnost retinolovych vazebnych proteinti (RBP) v plasmé byla prokézana tymem
Kanai a kol. v laboratoti Godmanna jiz v roce 1968. *° Plasmatick4 koncentrace komplexu
retinol-RBP byva udrZzovana okolo 2 uM i pies denni vykyvy piijmu vitaminu A. Okolo 95%
RBP obsazenych v plasmé interaguje v poméru 1:1 s transthyretinem (TTR). *° RBP se sklada
ze specializované hydrofobni kapsy, jejimz ukolem je chranit a vazat v tucich rozpustny reti-
nol. *' RBP fadime do velké rodiny proteintl zahrnujici fadu vazebnych proteintl, které zajis-
tuji vazbu i dal§ich lipofilnich latek. *> Primarnim mistem syntézy RBP jsou z kvantitativniho

pohledu buiiky parenchymu, ale syntézu jsou schopny provadét i dalsi tkang. +

Retinol se recykluje mezi plasmou, jatry a extra-hepatalnimi tkandmi. ** Proto se velka
¢ast retinolu prevadi do plasmatu a mensi ¢ast je pfevedena na aktivni metabolity, nebo pod-

1éha degradaci.
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RBP hraji dilezitou roli v mobilizaci retinolu v jatrech a v zachytu retinolu o¢ni sitni-
ci. Pfijem retinolu ale nezprostfedkovavaji RBP u vétSiny ostatnich tkani. Mechanismus neni

zcela znam, ale miZe zahrnovat pasivni difazi. *” **

3.3.4.2. Transport dalSich retinoidi do plasmy
Kromé¢ retinolu jsou pfitomny v plasmé také dal§i formy retinoidii. VEtSinou je ale
koncentrace v fddech nM. Vyskytuji se naptiklad vSechny formy kyseliny retinové (all-trans- 1
13-cis-retinove), 13-cis-4oxo-retinové kyseliny, 4-oxo-retinové kyseliny a all-trans retinoyl-
glukuronid. ** S vyjimkou posledniho jsou viechny tyto formy piepravovany v komplexu
s albuminem, na ktery se navazi. Lze predpokladat, Ze tyto metabolity maji své funkce. Uro-

vefi transportu je ovlivnéna mnoZstvim piijatého vitaminu A. *¢

3.3.5. Biosyntéza retinalu a kyseliny retinové

Pro biosyntézu obecné plati, ze aktivni retinoidni metabolity jsou syntetizovany
v cilovych bunkach. Tyto aktivni metabolity jsou pfevazné ziskavany z all-trans- retinolu,
ktery se vyskytuje v plasmé. Dale slouzi jako zdroj lipoproteiny, které obsahuji retinyl-estery
lokaln¢€ ulozené ve formé lipidovych kapicek bud’ ptimo v cilovych bunikach nebo v bunkéch,

které se vyskytuji v blizkosti cile. '
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Obr 15: Metabolismus retinoida

Upraveno podle ®

3.3.5.1. Biosyntéza kyseliny retinové

All-trans-retinoic acid (ATRA) patii mezi hlavni aktivni metabolity, napf.: jako akti-
vator transkripce. ATRA je v organismu obecné¢ syntetizovana z all-trans retinolu. Biosyntéza
se sklada ze dvou krokti. Prvni rychlost limitujici krok je oxidace all-trans retinolu na all-trans
retinal. Druhym krokem je pak oxidace all-trans retinalu na ATRA. Nékteré buiiky vykazuji

dokonce schopnost katalyzy zp&tné reakce na retinol. '+ °
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Oxidace all-trans retinolu na all-trans retinal

Reakci katalyzuje enzym ADH, tedy cytosolicka alkoholdehydrogenaza se stfedné
dlouhym fetézcem. Z experimentalné ziskanych dat vyplyva, ze ADHI, ADH3 a ADH4 se
podileji na jiz zmifiované oxidaci. * °'

Druhym enzymem katalyzujicim reakci je SDR (na membranu vazana reduktaza
s kratkym ftetézcem). Do této tfidy na membranu vdzanych enzymu patii jesté dalsi z fady
mikrosomdlnich enzymi, jako jsou RFH1, RDHS5, RDH11, CRAD1, CRAD2, CRAD3 a
SDR1. *** % Enzym SDR vyuzZivé trans-retinolovou vazbu k navazani na CRPB-I jako sub-

strat. & 47

Oxidace all-trans retinalu na ATRA

Tento krok katalyzuji velmi podobné enzymy, jako tomu bylo u pfedchazejici reakce.
Je popsano, ze katalyzu provadéji retinaldehydrogenazy (RALDHI1, nékdy byva nazyvana
jako ALDHIA1, ADH-1 a ALDH1). * * Bylo také navrzeno, Ze se tento enzym podili na
katabolismu procesti retinolu. Dal§im typem retinaldehydrogenaz je enzym RADLH2, ktery

byva ptitomen v riznych typech bungk. * *° Dalsi typy retinaldehydrogenaz, které se podileji

na téchto procesech, jsou RALDH3 a RALDH4. Posledni ze dvou zminénych se ziejmé podili
6, 50

na syntéze 9-cis retinové kyseliny, ktera vznika oxidaci 9-cis retinolu.

SDR, ADH

—_—

ALDH, RALDH

Obr 16: Biosyntéza ATRA z all-trans retinalu

Upraveno podle *'

3.3.5.2. Syntéza retinové kyseliny z karotenoidi

Jak jiz bylo zminéno, syntéza probiha St€penim molekul karotenoidi. Tento proces se
uskutecnuje zejména ve stievech, jatrech, plicich a to bez ptedchozi oxidace karotenoidli na

retinol. >
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3.3.6. Bunécény katabolismus retinoidua

Katabolismus retinoidii ma nenahraditelnou funkci v regulaci a kontrole hladiny kyse-
liny retinové v tkanich. >* Na degradaci se podili CYP26A1, ktery je schopen odbouravat
vSechny formy retinoidl. V nejvysSich koncentracich se vyskytuje ve stfevech, v dvanactniku,
v placenté¢ a ne€kterych oblastech mozku. Proximalni promotor oblasti genu CYP26A1 obsa-
huje funkéni RARE (homodimerni komplex dvou receptort RAR) a tudiz je jeho transkripce
indukovéna pomoci kyseliny retinové. Takze gen CYP26A1 muze kontrolovat koncentraci
kyseliny retinové a regulovat oxidacni metabolismus ATRA. Metabolizace probiha za vzniku
polarnich molekul, konkrétn€ za vzniku kyseliny 4-hydroxy retinové, kyseliny 4-oxoretinové,

kyseliny 18-hydroxyretinové, kyseliny 5,6-epoxy-retinové a kyseliny 5,8-epoxyretinové. *>°

Dalsi cytochrom P450, ktery ovliviiuje katabolismus retinoidil, se nazyva CYP26BI.

Vyznacuje se jinou expresi nez CYP26A1, ale katalytické aktivita je témeF stejna. & >*>*

Daleko ucinnéji se na katabolismu kyseliny 9-cis-retinové podili dalsi z fady cy-
tochromtt CYP26C1, ktery neni tak Siroce exprimovan. Dokdze rozlozit ATRA na polarni ve
vod¢ rozpustné metabolity, které jsou podobné tém vzniklym rozkladem CYP26A1 a
CYP26BI1. U dospélych organismti neni ale CYP26CI1 pfili§ rozSiteny. Exprese vSech vyse
zminénych cytochromi se nepiekryva, z cehoz vyplyva, ze kazdy z nich mé svoji specifickou

roli v katabolismu. & >

Glukuronidy, jenz se vylucuji do Zluc¢i a moc¢i, mohou pravdépodobné vznikat rozkla-
dem retinoidi, konkrétné retinolu a kyseliny retinové. Katabolismus probiha pomoci dvou
drah pfes retinol a kyselinu retinovou. >’ Neni ale pfesné znamo, jak velké jsou p¥ispévky jed-

notlivych zpisobt katabolismu a jaké enzymy se ptesné na procesu podileji.
3.4.Vliv retinoidii na organismus

3.4.1. Proces vidéni

Jak jiz bylo uvedeno, vSechny retinoidy jsou citlivé na svétlo. Do procesu vidéni je za-
pojen retinal, ktery vykazuje schopnost izomerace v pfitomnosti svétla. Po absorpci svétla

dochazi k prechodiim z cis na trans geometrické izomery nebo naopak. **

Praveé tato schopnost umoziiuje vidéni. Pigment zodpovédny za absorpci svétla se
sklada z retinalu a prostetické skupiny kovalentné vadzané na proteiny zvané opsiny. Opsiny

jsou G proteiny vazané na trans-membranové receptory a Skala jejich funkei je velmi Siroka.
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Jsou svétlem pohanénymi iontovymi pumpami, mediatory fototaxe nebo funguji jako fotosen-
zory pigmentl. Bylo zjiSténo, Ze opsin se vyskytuje také ve fotoreceptivnich nevizuélnich
tkdnich (napf.: kize obojzivelnikii). Disledkem tohoto objevu je neformalni rozdé€leni opsinu
na ,,vizualni* a ,,nevizudlni“. V disledku téchto poznatkli bylo navrzeno, Ze nevizuélni opsin
muze fungovat pii akutni regulaci dermalni pigmentace a pfi generovani jednotlivych izomera

iniciovanych svétlem.

Obr. 17: Struktura opsinu

Fototransdukce je iniciovana fotochemickou reakci, kdy 11-cis retinal vdzany na opsin
je izomerizovan na all-trans retinal, zarovén dochazi ke zméné konformace opsinu. Nasledna
obnova puvodni konformace proteinu vyzaduje pieménu z all-trans retinalu zpét na 11-cis

retinal, >% 3% ¢

Komplex trans-membranového proteinu, ktery se sklada z proteinové slozky opsinu a
retinalu nazyvame Rhodopsinem. Retinal je v cis konformaci pevné vazan na lysin fetézce
opsinu. Ve chvili dopadu a absorbce fotonu na komplex dojde k prudké zméné konformace
retinalu. 11-cis retinal se zméni na all-trans-retinal a poté se uvolni do plasmy. Ve chvili, kdy
se zméni konformace retinalu, je aktivovan G protein transducin. Transducin posléze aktivuje

cGMP fosfodiesterazu, ktera otevira cyklus cGMP. *% > ¢

Pokud jiz neni v ty¢inkach dostatek cGMP, uzaviou se sodikové iontové kanaly a do-
chazi k hyperpolarizaci membrany. Inhibuji se tak synapse na ty¢inkovych bunkéch a to vede
nasledné k zastaveni produkce neurotransmiterti. Nedostatek zptisobuje depolarizaci membra-
ny nervovych bunék v sitnici a tim vznik akéniho potencialu v o¢nim nervu. Poté putuje in-

formace do mozku. %% ¢°
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Obrazek 18: Fototransdukce

Upraveno podle

Nasleduje zpétna reakce, kdy all-trans retinal méni svou konformaci zpét na 11-cis-
retinal za ucCasti enzymu retinylizomerazy a zaroven se obnovuje komplex rodopsinu. Tento

proces probiha bez u&asti fotontl, tedy svétla. *

3.4.2. Jaderné receptory

Fakt, ze retinoidy vykazuji biologickou aktivitu, je diky jejich schopnosti vazat se a

aktivovat fadu odpovidajicich jadernych receptord.

V roce 1987 naklonovala skupina P. Chambon - R. M. Evants receptory zodpovédné
za pozitivni odpovédi retinoidii. ' Tato rodina jadernych receptori se sklada z transkripénich
faktorti, zavislych na ligandu. Regulace genové exprese probiha pomoci vazby na DNA sek-

venci v blizkosti cilovych geni.

Spolu s identifikaci domén zodpovédnych za navazani ligandu (DBD a LBD) a urce-
nim jejich krystalové struktury, doSlo k vysvétleni molekuldrniho mechanismu retinoidnich

receptori. ¢+ 6

Pokud mluvime o retinoidnich receptorech, mame na mysli proteiny, které se vyskytu-
ji v cytoplasmé nebo piimo v jadru buiiky. Radime je mezi steroidni/thyroidni hormony. *
% Signal je zprostiedkovavan pomoci dvou rodin retinoidnich receptori: receptory kyseliny
retinové (RAR- Retinoic acid receptor) a retinoidni X receptory (RXR- Retionid X receptor),

pricemz funguji jako heterodimery. ® ® Velmi rozdilna je uZ samotna priméarni struktura obou
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receptori. °° Oba tyto typy jadernych receptort maji 3 podtypy o, B, v, které koduji jednotlivé
geny:

* RARo, RARB, RARy
* RXRo, RXRpB, RXRy * %

Srovnani sekvence aminokyselin téchto tfi podtypt receptort odhalilo, ze kazdy z nich
ma vlastni specifickou funkci. ® Exprese t&chto Sesti variaci receptorii se znaéné lidi mezi

jednotlivymi buiikami. '

RAR jsou aktivovany pomoci molekuly ATRA a jejich 9-cis izomert, kyselina 13-cis
retinova vcetné jejich derivati na RAR nepusobi. Zatimco RXR byvaji aktivovany pouze mo-

lekulami 9-cis retinové kyseliny. & ™

Podobné¢ jako ostatni hormonalni receptory maji 1 RAR a RXR strukturu sloZzenou z 6
konzervativnich regiond, jenZ jsou oznageny pismeny A-F. * "' V regionech miZzeme nalézt 4
domény. Nejvice konzervativni region C obsahuje DBD (DNA vazajici doména), tato oblast

poskytuje specifickou oblast pro rozpoznani specifickych elementi. ®

Druhym nejvice konzervativnim regionem je ¢ast E. Funk¢né se jedna o relativné slo-
zity komplex, protoze obsahuje dimerizacni doménu a LBD (dimeriza¢ni doména vazajici
ligand). Dalsi doména ma transaktivacni funkci a sklada se ze dvou subdomén. Jedna z nich
(AF2) je zavisla na navazaném ligandu a fadime ji do regionu E, Kdezto (AF1) na ligandu
nezavisi a nalezi k regionim A a B. Rotaci DBD pfipojenou na LBD umoziuje navazany re-
gion D mezi DBD a LBD. Posledni region F nalezneme pouze u retinoidnich X receptorti

(RXR) °

DBD LBD

AF-1 AF-2
f

AaB _TCcIDl E [F]

Obr. 19: Sekvence retinoidnich receptoru

Upraveno podle ®
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V odpovédi na vazbu retinoid-receptor dochazi ke znaénym konformacnim zménam a
k ptipravé specifickych transkripci siti genti. Komplex zptsobi lokalni zménu konformace
chromatinu anebo se zapoji do bazalniho transkripéniho mechanismu. Pak degradace RAR a
RXR, tizena pomoci komplexi ubikvitin-proteazomy, reguluje trvani a velikost retinoidni
odpovédi. Retinoidni receptory také mohou interagovat s dalSimi signalnimi drahami pomoci

fosforylace. Jedna se o d&je, které kontroluji transkripei retinoidnich cilovych gent. & 7!

Jak jiz bylo zminéno, jaderné RAR funguji jako heterodimery. Tedy k efektivnéjSimu
navazani retinoid na DNA je poteba dimerizace struktury. * "> RAR jsou schopny dimeriza-
ce pouze s RXR. Jind situace je u RXR receptorti, které ochotné tvoii rtizné heterodimery i s
jinymi receptory. Navic RXR dokazi regulovat genovou expresi 1 ve form¢ homodimerniho
komplexu RXR-RXR. Vzniklé prvky byvaji nazyvany RAREs nebo RXREs (z angl. retinoid

X response elements), ty se pak vazi na promotory cilovych gen. ©

RARESs se skladaji z opakujici se konzervativni sekvence 5'-(A/G)G(G/T)TCA’-3’,
které¢ oddéluji 2 anebo 5 nukleotidii. Homodimery RXR-RXR jsou schopny vytvofit vazbu
s promotorem, ktery obsahuje sekvenci RXREs. RXREs se skladaji zrepetice 5'-
(A/G)G(G/T)TCA- 3°, oddéluji je pouze jednoduché pary bazi. ¢ Vazbu umoziiuje interakce
mezi DBD vazanych na tyto prvky. "

RXR RAR
AF-2 /
LBD/

E E

AF-1

AN
C ]

[~ €

59

RARE/RXRE

Obr. 20: Struktura retinoidnich receptori- Heterodimer RXR-RAR vazajici se na DNA sekvenci RARE-
RXRE je aktivovan molekulami 9-cis retinové kyseliny a all-trans retinové kyseliny. Obé molekuly jsou navaza-
ny na LBD. Aktivace transkripce genu probiha pomoci vazby DBD receptorii na sekvenci RARE-RXRE

V promotoru.
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Ze vsech riznych forem retinoidnch receptorti se zdd RARP jako vhodny supresor na-
dorového bujeni. Jeho ztrata byva spojena s progresi nddoru. Snizeni jeho aktivity bylo jiz
spojeno s vyskytem nékolika nadort, vcetné plic, prsu, naddorti hlavy a krku, a cervikalnich
karcinomtl. "* Ztratu exprese receptoru v nadorovych buiikach nejspiSe zptsobuje uml&eni
(silencing) oblasti promotoru genu. * 7 Na zakladé t&chto poznatki bylo navrzeno, Ze kom-
binace retinoida selektivnich k RARP s latkami, které inhibuji expresi tohoto receptoru, mo-

hou vykazovat terapeuticky potencial. ®

V lidském organismu bylo zjisténo velké mnozstvi nekodujicich RNA. Bylo také zjis-
téno, ze znacny pocet nekodujicich transkriptl je regulovano kyselinou retinovou a s nejveétsi
pravdépodobnosti skrze RAR a RXR. Takze funk¢ni role heterodimert RAR-RXR miize pie-

sahovat regulaci transkripce geni. '

3.4.3. Proteiny vazajici retinoidy

Jak jiz bylo zminéno, retinoidy jsou lipofilni a pravé tato vlastnost je problémem pro
jejich volny pohyb organismem. ”’ Retinoidni molekuly se tedy mohou vyskytovat vazané na
bunéné membrany nebo reaguji in vivo s rozpustnymi proteiny v extracelluldrnich prosto-
rech. "® Takovéto proteiny se vyskytuji se u viech obratlovcl a jejich struktura je pomérné
konzervativni. ¢ Proteiny se ucastni zejména procest transportu retinoidii. Kromé této obecné
role maji jesté dalsi specifické ukoly. Nékteré z téchto transportnich proteint vykazuji schop-
nost izolovat ligandy a tim napomadhat k vytvotfeni koncentra¢niho gradientu. Retinoidy tak
mohou transportovat v energeticky nevhodnych smérech. DalSim piikladem jsou proteiny,
které chrani molekuly retinoida pfed enzymy a reguluji jejich metabolismus. Byly také obje-
veny proteiny, které se vyznamné podileji na transkripénich procesech, tim ze transportuji

molekuly retinoidi k transkripénim faktoram. ”®

Proteiny vazajici retinoidy se vyskytuji jak intracelularné tak extracelularné. Obecné je
nekolit typt proteint, které maji schopnost interagovat s riznymi formami a izomery retino-

idnich struktur. ’®

All-trans retinol koluje v krvi navazany v séru na retinolovy vazebny protein (RBP).
All-trans retinol a all-trans retinal asociuji uvnitt bunék s bunéénymi retinolovymi vazebnymi
proteiny (CRBP). Ty se vyskytuji ve dvou izoformach CRPB-I a CRBP-II. All-trans retinova
kyselina se intracelularné nachdzi navazana na ptislusné proteiny CRABP, tedy z angl. cellu-

lar retinoic acid binding protein. Ty maji op&t dvé izoformy CRABP-I a CRBAP-II. 7
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Molekuly 11-cis retinalu a 11- cis retinolu, které se podileji na procesu vidéni, asociuji
pomoci proteinu CRALBP (z angl. cellular retinal-binding protein). Dalsi z vazajicich protei-
nu, ktery se vyskytuje v o¢ni tkani, je IRBP, tedy z angl. interphotoreceptor retinoid binding
protein. Miizeme jej nalézt v extracelularnim prostoru, oddélujici epitel pigmentu od fotore-

ceptorti bunky.

3.4.4. Role retinoidu v diferenciaci a karcinogenezi

Wolbach a Howe pozorovali u potkanti, kteti meli nedostatek vitaminu A, jasné zmény
v proliferaci a diferenciaci bun¢k. Bylo zjisténo, ze nedostatek vitaminu zplsobil selhani
spravné diferenciace bunck kmenovych bunc€k na zralé epitelidlni bunky. Dochazelo také
k abnormalni bun&&né diferenciaci, ktera se vyznacovala nadmérnym hromadénim keratinu. ™
Vzhledem k stale pfibyvajicim poznatkim ohledné plsobeni retinoidd, nasly tyto latky po-

stupné praktické uplatnéni v oblasti 1écby rakoviny a rovnéz v oblasti jeji prevence.

Mnohé studie prokazaly, Ze retinoidy vykazuji schopnost potlacit proces karcinogene-
ze u experimentélnich zvifat in vivo. ¥ ®" ¥ Vysledky t&chto experimentii tvo¥i zaklad pro
dnesni experimenty zabyvajici se prevenci karcinogeneze za pouziti retinoidi. Schopnost mo-
lekul retinoida potlacit rozvoj maligniho fenotypu in vivo je zdkladem piedpokladu fungovani
v prevenci. ¥ * % V neposledni fad& bylo také prokazano, ze molekuly retinoidii maji zna&ny
vliv na bunky plné transformované, invazivni az nadorové, coz miuze v nékterych ptipadech
vést az k potladeni proliferace, ** nebo k terminalni diferenciaci bunék. Vysledkem k druhé
mozZnosti je non-neoplasticky fenotyp. *° Nicméné existuje fada typt nadorovych bundk, na

né&Z retinoidy neptsobi. !

3.4.4.1. Vztah metabolismu retinoidi a rakovinového bujeni

Jak syntéza tak metabolismus bioaktivnich retinoidli maze byt narusena fadou faktort.

Tyto defekty jsou pak ptiznacné pro urcité typy nadorovych bunék.

Ptikladem zmén v metabolismu je mutace Stra6. Mutace Stra6 membranového recep-
toru, ptes ktery prochazi retinoidy do buiiky, zptisobuje celou fadu malformaci jako jsou sr-
decni defekty, dysgeneze plic a mentalni retardace. *” *® Kromé Stra6 se podili na p¥{jmu reti-
noidii bunkami jesté enzym lecithin-retinol acyltransferaza (LRAT), ktery katalyzuje esterifi-
kaci retinolu na retinyl estery. Dllezity enzym metabolismu retinoidl je jiz zminovany RES,
tedy z angl. retinyl ester hydrolases, ktery se vyskytuje ve stievnim lumenu. Primérné je kon-

centrace retinoidll v bunikach regulovéana pravé pomoci tii zminénych proteina Stra6, LRAT a
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REH. Pokud dojde k defektu enzymt katalyzujicich esterifikaci retinolu, snizi se 1 mnozstvi
uloZeného retinolu a retinyl esterti. Diisledkem pak je deficit vitaminu A vedouci ke zménam

diferenciace a proliferace. *

Koncentrace téchto enzymu se lisi v riiznych typech bunék a taky v riznych fazich di-
ferenciace bunék. Uroven biologicky aktivnich retinoiddi odpovida i extracelularnim signa-
Iim. RGzné typy rakoviny u lidi jsou spojeny s abnormalné nizkou hladinou retinyl esteri a

snizenou expresi LRAT. %0

Enzym ze skupiny retinaldehyd dehydrogenaz (ADH) RDH10 metabolizuje oxidaci
retinolu na retinal a pfedstavuje dalsi kriticky krok metabolismu retinoidd. Mutace RDH10
zpusobila kraniofacialni syndrom koncetin a dalsi abnormality. Pfic¢inou téchto poSkozeni byl
nedostatek kyseliny retinové v organismu mysi. °' Pokud jsou enzymy ADH exprimovany na
abnormalné nizké urovni, mize dochazet u nékterych lidi k rakovindm prostaty a prsu, po-

dobné jako u modelu mysi. **

Kyselina retinova je oxidovana na polarni metabolity jako je 4-oxo-retinova kyselina.
Tyto produkty oxidace mohou aktivovat receptory RAR. Piikladem aktivujiciho cytochromu
je CYP26AI1, CYP26BI1 a CYP26CI. Prvni ze tii jmenovanych byva vysoce exprimovan

v ptipadech priméarni rakoviny prsu a podporuje pteziti bunk a tumorgenesi. *°

3.4.4.2. Retinoidni signalizace, bunécny cyklus a apoptéza
Buné&&ny cyklus je fizen komplexem cyklin dependentich kinaz (CDK) a cyklind. **
Rakovinové bunky vykazuji schopnost akumulace mutaci, které pak vedou k odchylkam pfti
proliferaci, nestabilit¢ DNA a nestabilité chromosomt. Tyto aberance zptisobuje nedokonalé
regulace aktivity CDK. *° Proto jsou cykliny, CDK a faktory regulujici CDK hlavnimi cily

inhibice proliferace nadorovych bun&k. *°

Z provedenych vyzkum jasné vyplyva, ze retinoidy inhibuji progresi bunééného cyk-
lu ovlivnénim rtznych signaliza¢nich drah. Zaroven dochdzi k inhibici §kaly nadorovych bu-
n&k bud’ piimo, nebo nep¥imo modulaci cyklint, CDKs a inhibitord bun&¢ného cyklu. *°
Obecné lze Fici, Ze kyselina retinova blokuje bun&ény cyklus v G1 fazi. °° K inhibi¢nim uéin-
kiim kyseliny retinové na proliferaci bun¢k dojde, pokud je jeden z RAR, konkrétné RARP,,
indukovan kyselinou retinovou. °’ Vysledky vyzkumi prokazaly, ze RARP se receptory pii-
mo reguluji geny, které zprostiedkovavaji inhibici bunééného riistu. Dochazi totiz k indukci

1971 a p21%'P! %% p¥ikladem inhibice ristu nadorovych
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bunék kyselinou retinovou jsou lidské nddorové hepatalni buiiky a buiniky nadoru prsu a tera-
tokarcinomy u mysi. °* ** Mira exprese RARP, je nepfimo imé&rmé stupni tumorigenese, je

tedy piizna&né, ze v nadorovych buiikach se ztraci exprese RARp,. ' 1!

Schopnost potlaceni riistu nadorovych bunék vykazuje i retinol, ktery dokaze potlacit

proliferaci rakovinovych bunék tlustého stfeva pies mechanismus nezavisly na RAR. '%

Pusobeni retinoidit na bunécny cyklus a apoptozu

Jak jiz bylo zminéno, bunécny cyklus je regulovan cykliny a CDK inhibitory. U savct
muzeme nalézt dvé rodiny cyklinti, které jsou aktivovany béhem piechodu z G1 faze do
S faze bunécného cyklu, rodinu D a rodinu E. Pravé rodina D, konkrétné D1, byva nadmérné
exprimovana v nekterych typech rakoviny u lidi, jako jsou rakovina hlavy, krku, plic, prsu a
zaludku. '® Lé¢ba pomoci retinoidi zptisobi zvyseni procesu ubikvitinace a proteolyzy cykli-

nu D1 a sniZeni mnoZstvi proteint cyklinu D1. '*

Kromé regulace proteinti na urovni cyklinti, dokéze kyselina retinova (ATRA 1 9-cis)
také zastavit bun&ény cyklus zvySenim exprese a posttranslaéni stability inhibitord CDK. '*
1% P 16¢b& pomoci kyseliny retinové se zveda hladina proteinu p27*"" v nadorovych buii-

kéch, ¢imz dochazi v dusledku k zpomaleni nebo zastaveni bundéného cyklu. '’

Retinoidy vykazuji rovnéz schopnost indukovat apoptdzu, tedy programovanou bu-
nécnou smrt. Pii apoptoéze nastava smrt bunky v dusledku sledii biochemickych udélosti ve-
doucich k pozménéné morfologii. Konkrétné molekuly retinoida zahdji apoptézu bunék akut-
ni promyelocytarni leukémie (APL). Vazba kyseliny retinové na receptor RAR taky zptisobu-

je apoptozu T bundk akutni lymfoblastické leukémie a myeloidni leukémie. '** %

Zajimaveé je, Ze k jinému typu bunécné smrti, tedy ne apoptodze, dochazi pti nedostatku
retinolu. Tento proces probiha pifi nadbytku aktivnich forem kysliku a za znacného snizeni
hladiny ATP a NAD" . Proto je dostate¢na hladina retinolu podminkou, aby nedoslo k vy&er-
pani NAD" a nezadouci bunééné smrti. Tento typ smrti nevyzaduje piisobeni molekul retinoi-

dii na retinoidni receptory. '
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VyuZiti derivatit retinoidi pii lécbé APL
Maligni poskozeni bunék je spojovano se zménou nebo zrusenim signalnich drah, kte-
ré jsou nepostradatelné pro udrzeni zakladnich bunécnych funkci a ke kontrole bunécné smrti.
Obnova normalniho stavu signalizace pak vede k nucené selektivni smrti rakovinovych bu-

nék, které by jiz davno podlehly apoptéze. '

Jednim z takovychto malignich onemocnéni kostni tkan& je pravé leukémie. ® Leuké-
mii mizeme podle pribé¢hu rozde€lit na akutni a chronickou. Zatimco u akutni leukémie buiiky
ztraci schopnost diferenciace a vyvoje, u chronické leukémie mohou buiiky diferenciovat, ale
je postizena apoptdza. Podle druhu postizenych krvetvornych bunék lze leukémii rozdélit na

lymfoblastickou a myeloidni. '

Akutni myeloidni leukémie (AML) je nddorové onemocnéni postihujici bunky kostni
dfené. V téchto bunikach dochazi k vyvoji monocytli, granulocytd, erytrocyta a krevnich des-
ticek. Jako hlavni pfiznak této leukémie je selhani funkce bun¢k a jejich zna¢ny nedostatek.
10" Akutni promyelocytarni leukémie (APL) pfedstavuje specificky a pom&mé vzacnym sub-
typ AML. Znacny podil na vysokém procentu mortality této nemoci ma koagulopatie. Prici-
nou vzniku je chromozomalni pfestavba, kterou zpiisobuje reciprokd balancovana translokace.

K translokaci dochazi vznikem dvou chromozomalnich zlomi. ¢ Prvni zlom naruuje gen od-

povidajici receptoru kyseliny retinové. ' | k druhému zlomu dochézi na chromozomu fazni-
6, 113

ho partnera. Prozatim existuje Sest riznych fuznich partnert, pricemz nejcastejSim byva

PML gen na chromozomu 15. *''?

114

Obr. 21: Bunécna linie NB4 (derivovana z bunék APL) vlevo bez pouziti ATRA, vpravo aplikace
10p M roztoku ATRA

Vyvolani samotného onemocnéni zptsobuje tvorba fuzniho proteinu PML-RAR-q,
protoZe blokuje dozravani myeloidnich bunék v promyelocytarnim stadiu. ' ' RARa &ast

komplexu vykazuje zvySenou schopnost navazat se na transrkipcni represory N-CoR (z angl.
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nuclear receptor co-repressor) a SMART (z angl. silecing mediator of retinoid and thyroid
hormone receptors). Disledkem je post-transkripéni umlcovani cilovych RAR gent, ¢imz se
zastavi regulovana tvorba myeloidnich bungk (myelopoiesis) v promyelocytarni fazi. ' Ugi-
nek ATRA na APL je diky uvolnéni vazby mezi ko-represory a PML-RAR« fuznich proteina

a tim stimulace cilovych gen, které obnovi myeloidni diferenciaci. ''®

Jak bylo mnohymi studiemi prokazano, retinoidy vykazuji diferenciacni a anitiprolife-
racni ucinky na buiiku. Proto se staly neodmyslitelnou slozkou v diferenciacni terapii pii

1é¢be vybranych onkologickych onemocnéni.

Problémem obecné chemoterapie je jeji nespecificita a vysoky toxicky ucinek. Proto
byl navrzen postup diferenciacni terapie. Zatimco normalni buniky maji v rovnovaze schop-
nost diferenciace a proliferace, u nadorovych bunck zna¢né klesa stupen diferenciace na ukor
proliferace, ktera probihad velmi rychle. Diferenciacni terapie je zalozena na faktu, Ze se stou-

pajici mirou diferenciace, klesa Groveii proliferace. °®

Sice se retinoidy omezené pouzivaji pii 1écbé solidnich nadord, ale hlavnim cilem di-
ferenciaciacni terapie pomoci retinoidi je akutni promyelocytarni leukémie (APL). Jedna se o
vubec jednu z prvnich cilenych terapii svého druhu. Po zavedeni 1é¢by, vyuzivajici samotnou
kyselinu retinovou, byla zaznamenana u pacienttl vy$§i remise. ** "' Nicméng u pacientd,
uzivajicich pouze ATRA doslo po Case k relapsi. Proto je dnes soucésti bézné terapie APL

konvenéni chemoterapeutikum, vétinou antracyklinového typu, v kombinaci s ATRA. * '#°

Nicméné ATRA, jako slozka pouzivané diferenciacni terapie, vykazuje znacnou toxi-
citu a existuje také moznost rezistence. V soucasné dob¢ probiha cela fada studii, které se
zabyvaji syntézou novych retinoidnich derivatt, které¢ by se uplatiiovaly pfi terapii ucinnéji,

nedochazelo by k rezistenci a zaroven by mély vykazovat nizi toxicitu. '’

Prikladem takovych novych derivati jsou latky pfipravené tymem Schinke, Goel,
Bhagat a kol. vroce 2010. Latky byly testovany na buitkaich NB4, coz je bunécné kultura
AML, a na bunécnych kulturach, vykazujicich rezistenci na ATRA (NB4.007/6 a NB4.306).

"7 Ptipravené latky obsahovaly modifikovany izoprenovy fetdzec a funkénimi skupinami

byly :
e ester (a),

* neporusend karboxylova skupina (b),
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* aromaticky amid (c). '’

Ackoli se vnovych latkach vyskytovaly motivy retinoidl, slouceniny nevykazovaly

vyznamné&jii aktivitu. '

b) 117

Obr. 22: Priklad novych ucinnych syntetickych retinoidi

Mimo to je jiz dnes pfipravena celd Skdla novych retinoidi. Zatimco nékteré jsou
strukturné velmi podobné piivodnim piirozenym molekuldm. Jiné naopak zahrnuji pouze vy-
brané strukturni motivy. Vybrané z téchto latek vykazuji 1 pozadované parametry biologické

aktivity. Pfikladem je TTNN, TTNC, AHPN a AHPC spolu se svymi strukturnimi analogy.
118
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H TTNN
Me  5-Me-TTNN TTNG

R=H AHPN R=H AHPC
R=Cl 5-CI-AHPN R =Cl 3-CI-AHPC

R=Me 5-Me-AHPN

Obr. 23: Biologicky ucinné syntetické derivaty retinoidu

Nicméné pomérn€ malo byly prozkoumany molekuly, které by obsahovaly karboxylo-
vou skupinu spolu s dalsi skupinou funk¢nich derivati karboxylovych kyselin. NaSim cilem
se tedy staly latky odvozené od 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny. Konkrétné jsme se zame-

fili na amidy a estery této dikyseliny.
3.4.4.3. Priklady metod testujici biologickou aktivitu retinoidi

Metody transformace savcéich bunék

V experimentech, ve kterych dochazi k cilené zméné exprese proteinli, se vyuziva
transfekce cizorodou DNA nebo RNA. Transfekce je proces, kdy je hostitelska burika infiko-
vana nukleovou kyselinou. Existuji tfi moznosti, jak cizorodou DNA nebo RNA do buiky
vpravit. Prvni moZnosti je vyuziti endocytozy, kdy dochazi k pohlceni komplexu DNA-lipid
nebo DNA-polymer. Druhou moznosti je elektrokorporace. Tieti a zaroven nejefektivné;si

zpusob je pomoci virového vektoru.
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Transientni transfekce plasmidovou DNA piedstavuje moznost, jak sledovat aktivaci
jadernych receptorti puasobenim raznych latek. Plasmidova DNA obsahuje gen, jehoz soucasti
je sekvence DNA komplementarni k vazebnému mistu sledovaného receptoru, tzv. promotor.
Uginnost promotoru miize byt zvysena opakovanim vazebné sekvence. Po aktivovani recepto-
ru ligandem dochazi k jeho navdzdni na promotorovy usek a ke spusténi transkripce.
V piipadé pouziti zndmého ligandu lze sledovat aktivaéni poptipadé¢ inhibi¢ni schopnosti latek

na transrikp¢ni aktivitu sledovaného jaderného receptoru.

Monitorovanym receptorem, v rdmci sledovani biologické aktivity retinoidd, je retino-
idni receptor RAR. Plasmidova DNA, kterou vnasSime do bunék, obsahuje vazebné misto pro
RAR jako opakovani specifické sekvence DNA, na kterou se vaze retinoidni receptor, ktery v

naSem piipad¢ moduluje expresi luciferasy.

Stanoveni bilkovin metodou BCA

Metoda stanoveni vyuzivajici sodné soli BCA (z angl. bicinchonic acid) se zaklada na
barevné reakci. Sodné soli BCA barevné komplexuji s Cu'" za vzniku barevnych komplexi.
Cu'" vznikaji z Cu®" po interakei s peptidovou vazbou. Vzniklé purpurové zabarveni je pii-
moumérné obsahu bilkovin v buiikach a je mozné jej méfit spektrofotometricky pii 562 nm.
Citlivost této metody je od 0,5 mg/ml. Metodu lze aplikovat: pro studium protein-
proteinovych interakci, k méteni frakei po afinitni chromatografii, odhad procentudlniho ob-

sahu membréanovych proteintl z bun&énych extrakti a ke screeningu fuznich proteini. *°

Stanoveni toxicity latek metodou MTT

Test MTT je kolorimetrické stanoveni pro méteni aktivity bunéénych enzymt - dehyd-
rogendz. Dehydrogenazy se uCastni mnoha metabolickych pochodi v burice a jejich celkova
aktivita je povazovana za ukazatel Zivotaschopnosti bunék. V ptipadé MTT dehydrogenazy
redukuji Zluty 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid na fialovy forma-
zan. Krystalky formazanu se rozpusti po ptfidavku DMSO, ptipadné smeési DMSO/NHj;. Mira

zabarveni se méeii spektrofotometricky pii 540 nm a je pfimo umérna obsahu zivych bunék.

3.5. Syntetické metody piipravy jednotlivych retinoidii

Tato kapitola pojednava o jednotlivych krocich, vedoucich k piipravé kyseliny retino-
vé. S ohledem na konfiguraci molekul retinoida a jejich biologickou aktivitu musi veskeré
syntetické pristupy spliiovat pozadavky na stereochemii. Jen vysoce regioselektivnim pfistu-
pem lIze potom ziskat pozadovany izomer. Pfiprava konjungovanych dient a trienii pomoci
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riznych syntetickych pfistupii je dnes dobfe zndma a popsana. Za poslednich dvacet let byl
kladen diiraz na novy vSestranny a efektivni pfistup syntézy vyssich nenasycenych E/Z poly-

olefinii, zejména ekonomicky dulezitych retinoidt a karotenoidu.

3.5.1. Prekurzory syntézy kyseliny retinové

Citral (lemonal), tedy 3,7-dimethylokta-2,6-dienal, je hlavni slozkou oleje z vonatky
citronové (angl. lemon grass). Citral se v oleji vyskytuje jako smés dvou geometrickych
izomeru: geranial (6E) a neral (6Z), krom¢ vonatky jej mizeme nalézt 1 v dalSich rostlinach

(myrta, meduiika, citronelova trava) &i citrusovych plodech. '’

Geranial mé intenzivni citronovou viini, neral voni méné intenzivnéji a vice sladce.
Diky témto vlastnostem nasel Siroké uplatnéni jako vonny olej v parfumerii. Déle se vyuziva
také jako slozka v ochucovadlech, ma zna¢né antimikrobialni vlastnosti a ferohormondlni

G¢inky na hmyz. '

HaC HsC HaG ng
3 6
.
H c)\/\)\/CHO HﬁM
3 6 CHO

Obr. 24: Oba geometrické izomery citralu, vlevo geranial (6E), vpravo neral (6Z)

Upraveno podle '*°

Citral také slouzi jako vychozi latka pro piipravu dulezitych iononi. Ionony jsou sku-
pinou latek, které patii mezi vonné silice, a proto jsou soucasti mnoha vonnych oleji (napf.:
rizovy olej). Z téchto vlastnosti i vyplyva jejich vyuZiti v parfumerii. ''° Ionony se vyskytuji
ve tiech formach: a-ionon, B-ionon, y-ionon. '*' Kombinace a-iononu a p-iononu charakteris-

ticky voni po fialkach. '’
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Obr. 25: Struktury iononu

Upraveno podle !

Molekuly karotenoida (a-karotenu, B-karotenu, y-karotenu) obsahuji ve své struktufe
motiv B-iononu. Pravé karotenoidy slouzi jako prekurzory biosyntézy a- a B- iononli pomoci
nesymetrického Stépeni. Jak jiz bylo zminovano v kapitole 3.3.5.2 (Syntéza kyseliny retinové
z karotenoidll), dalSim produktem tohoto Sté€peni je 10°- apo - B-10"- karotenal, ktery je dale
bud’ transformovan na retinal (Obr. 9: Schéma Stépeni beta-karotenu po intestindlni absorpci),
nebo za pomoci identického enzymu, jako v prvnim kroku, tedy karotenoid 10°-dioxygenazy

se dale §t&pi na dvé& molekuly B-iononu a C14-dialdehydu. Toto §tdpeni probiha ve stfevech. 2*

Organicka syntéza iononti se zaklada na reakci citralu (1) a acetonu (2) s oxidem va-
penatym za bazické katalyzy. Jedna se o aldolovou kondenzaci s naslednym piesmykem.
Karbaniont acetonu (3) se nukleofiln¢ aduje na karbonylovou skupinu citralu. Nasledn¢ do-
chazi k eliminaci vody z meziproduktu (4) za vzniku enolatového iontu (5) a nasledné pseu-
doiononu (6). Tento pseudoionon byva také nazyvan jako y-ionon. '*° Reakce uzavirani cyklu
probiha za kyselé katalyzy, kde vznika z dvojné vazby (6) piislusny karbaokationt (7). Nasle-
duje pak krok uzavirani kruhu (9), prostfednictvim akceptoru probéhne dehydrogenace na
ttetim uhliku (C3) a vznikaji a - (9a) a B-ionon (9) s konjungovynym systémem dvojnych

vazeb. 1!
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Obr. 26: Syntéza y -iononu (6) z citralu (1) a acetonu za bazické katalyzy (reakce 1-6) a nasledna

syntéza o - a f-iononi (9a, 9) z y-iononu (6) za kyselé katalyzy (reakce 6-10)

Upraveno podle !

3.5.2. Syntéza kyseliny all-trans-retinové

Metodika ptfimé syntézy je zndma jiz fadu let a dnes se jednotlivé postupy pouzivaji i

v prumyslové vyrobg.
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Obr. 27: Syntéza all-trans-retinové kyseliny

Upraveno podle '

Jedna se o pfimou syntézu, ktera se sklada z péti oddélenych kroka. Vychozi latkou je
B-ionon (9), z néhoz kondenzaci s kyanooctovou kyselinou vznika ptislusny (2E,4E)/(2Z,4E)-
3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyklohex-1-en-1-yl)penta-2,4-dienitril (10). Po pifecisténi je nitril
(10) redukovéan pomoci DiBAL-H na (B-ioniliden)acetaldehyd (11). Po opétovné purifikaci je
provedena aldolova kondenzace s molekuou anhydridu B-methylglutakonové kyseliny (12).
V bazickém prostiedi se cyklus molekuly anhydridu (13) otevird za vzniku 13-cis-12-
karboxyretinové kyseliny (14). Nasledné dojde k eliminaci karboxylové skupiny na C12 a
vznik4 molekula 13-cis-retinové kyseliny (15). Jak jiz bylo uvadéno, retinoidy jsou citlivé na
svétlo a pii kontaktu snim mutze dochazet ke zméné geometrické izomerie. All-trans-
retinovou kyselinu (16) pak piipravime, pokud latku 15 ponechdme ve tmé, za ptitomnosti
jodu. %2

3.5.2.1. Syntéza nitrilu
Od roku 1990 byla vyddna tada postupi syntézy vyuzivajicich (B-

ioniliden)acetaldehyd (Obr. 29, struktura (11)) jako vyhodny intermediat syntézy retinoidd.
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Tento fakt mizeme pficitat skutecCnosti, ze aldehyd (11) s C15 Ize syntetizovat n¢kolika zpi-

soby z B-iononu (9), jenz je pomé&rné levnou vychozi surovinou. '*°

Jednou z mnoha moznych cest, kterou lze pouzit, je Knovenagelova kondenzace
B-iononu (9) a kyanooctové kyseliny v prostiedi piperidinu a benzenu za pouziti Dean-
Starkovy aparatury. Béhem reakce nejprve vznika odStépenim protonu karboaniont kyseliny
kyanooctové a ten se nasledné aduje na karbonylovy uhlik B-iononu za soucasného odstépeni
vody. Vytézky ptipraveného (2E,4E)/(2Z,4E)-3-methyl-5-(2,6,6-trimethylcyklohex-1-en-1-
yl)penta-2,4-dienitrilu (10) dosahuji az 82%. Kondenzaci vznikd smés geometrickych izomert
9Z (10a) a 9E (10b). Pomér obou izomera (9E)/(9Z) ve smési se pak pohybuje v rozmezi
95:5 az 98:2. Prosttedi piperidinu a benzenu jako rozpoustédla je ziejmé nezbytné pro dosa-
zeni vysledného zastoupeni produktii. Pokud by byla pouzita jind rozpoustédla, zvysilo by se

pravdépodobng zastoupeni Z izomeru ve smési. '*°

CH, CH,
HyC._ _CHs o HiC.  _CHa
X o )k/CN piperidin / benzen TR
+ HO - N
6.30 hod, reflux
CHs CH,
9 kyanooctova kyselina 10 a
+
CHj
HyC._ _CH,
. _CN
AN
CH, 10b

Obr. 28: Syntéza nitrilu Knovenagelovou kondenzaci

Upraveno podle '*°

3.5.2.2. Syntéza (B-ioniliden)acetaldehydu

Druhym krokem v syntéze kyseliny retinové je redukce nitrilu (10) za vzniku (B-
ioniliden)acetaldehydu (11). K redukci se pouziva DiBAL-H, tedy diisobuthylaluminium hyd-
rid. Nutnd je pfitomnost inertni Ar atmosféry, reakce probiha pti 0 °C v bezvodém toluenu. Po
rozlozeni nadbytecného DiBAL-H je potiteba produkt ptecistit na sloupcové chromatografii

(CC). ' Po pretisténi byl vyizolovan produkt ve form& tmavé Zluté olejovité kapaliny.
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Obr. 29: Redukce nitrilu (10) za vzniku (B-ioniliden)acetaldehydu (11)

Upraveno podle '*°

Vytézky reakce se v publikaci pohybovaly okolo 82% a vznikly (B-

ioniliden)acetaldehyd (11) byl smés geometrickych izomert v poméru (9E)/(9Z) 95:5 - 98:2.
120

CHj3 CHj,
H;C CHj H;C CHs,
N ™ CHO XN N
CHO
CHj CHj
11a 11b

Obr. 30: Geometrické izomery (B-ioniliden)acetaldehydu, izomer (9E): struktura 11a, izomer (92):

struktura 11b

Upraveno podle '*°

3.5.2.3. Syntéza anhydridu 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny
Nasleduje treti krok syntézy a to piiprava anhydridu kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (13). Jednd se o kondenzaci (B-ioniliden)acetaldehydu (11) s anhydridem f3-
methylglutakonové kyseliny (12). Pro reakci je dulezita katalyza pyridinem a dochazi k ni jiz
za laboratorni teploty. Produkt ma po izolaci formu tmavé cervené latky s konzistenci gumy.
Zahtatim na 60 °C s hexanem a naslednym odpatenim je produkt (11) vyloucen jako rudé

jehlickovité krystaly. '*

Stejné jako vSechny retinoly popisované v této praci, i tento retinoid vykazuje fotosen-

zibilitu. Lze ptredpokladat, ze jestlize by byl do reakce pouzit pouze trans-(jB-
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ioniliden)acetaldehyd (11a) a jestlize by byla omezena 1 expozice svétla, vznikl by prevazné
anhydrid 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny (13). Pokud ale byl produkt dlouhodobé¢ vysta-
ven svétlu, fotony pak mohou zpusobit zménu geometrické izomerie na vazbé mezi C11 a
C12 a dojde k vytvoreni anhydridu 11-cis-13-cis-12-karboxyretinové kyseliny (13a). Nicméné
po odstranéni zdroje fotoni by méla nastat rychld konverze izomerie dvojné vazby do ptivod-

niho uspotadani. '**

CH; O CH;
X OH X
CH, (0] (0] (@)

11a 12
pyridin
60°C

13 13 a

Obr. 31: Syntéza anhydridu 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny

Upraveno podle '

3.5.2.4. Syntéza 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny

Ctvrtym, v praxi b&zné pouzivanym, krokem piimé syntézy je alkalicka hydrolyza
anhydridu 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny (13) za vzniku 13-cis-12-karboxyretinové ky-
seliny (14). Reakce se provadi za chladu pomoci 1 mol roztoku NaOH ve smési rozpouste-
del: THF a vody. VytéZzky se dle publikace pohybuji okolo 83% a HPLC analyza methylova-
nych produktl stanovila zastoupeni 85% dimethylesteru 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny,
8% dimethlyesteru 11-cis-13-cis-12-karboxyretinové kyseliny, zbytek byly neznamé latky. Z
téchto poznatkli vyplyva, ze béhem hydrolyzy vznika i ur¢it¢ mnozstvi 11-cis-13-cis-12-

karboxyretinové kyseliny (14a). '*
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Obr. 32: Alkalicka hydrolyza anhydridu 13-cis-karboxyretinové kyseliny

Upraveno podle '

3.5.2.5. Syntéza 13-cis-12-retinové Kyseliny, nasledna konverze na all-

trans retinovou kyselinu

Pokud je pozadovanym produktem syntézy ATRA, nasleduje krok odstranujici karbo-
xylovou skupinu na uhliku 12. Existuje hned nékolik variant, jak ji 1ze odstépit. Prvni moz-
nosti je pouziti KCN a Cu(OAc), ve (Me;N)PO za vzniku kyseliny 13-cis-retinové (15) (reak-
ce L) '2, k identické reakci dochézi zreagovanim 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny (14) s
Cu(OAc); v roztoku piperidinu a 2,6- lutidinu (reakce I1.). Pokud by byl zaménén 2,6-lutidin

za pyridin, produktem je rovnéz identicka latka (reakce III). '*

Omezenim pfisunu fotont, tedy umisténim latky v del§im ¢asovém tiseku do tmy spo-
lu s pfidavkem jodu, dochazi ke zméné geometrické izomerie molekuly, na C13 se zméni
konformace ze Z na E. Tim vzniké z 13-cis-retinové kyseliny (15) all-trans retinova kyselina

(16). 12

47



COOH COOH

14

Reakce

. R:KCN, Cu(OAc), S:(Me,N);PO l2, tma
Il. R:Cu(OAc), S: piperidin, 2,6-lutidin
lll. R: Cu(OAc), S: piperidin, pyridin

* R: reaktant S: solvetnt

Obr. 33: Syntéza 13-cis-retinové kyseliny a all-trans retinové kyseliny

122,123
Upraveno podle

4. Vysledky a diskuze

4.1. Celkova strategie

Jako vychozi latka pro pfipravu potencionalné ucinnych derivati byl pouzit anhydrid
kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13), ktery byl syntetizovan v prvni ¢asti prace. V druhé
¢asti pak byla zkouména reaktivita anhydridu (13) s cilem piipravit n¢kolik strukturné odlis-
nych funk¢nich derivath dikyseliny (14), zejména amidy a estery, které¢ by mohly ovliviiovat
diferenciaci a proliferaci bun¢k. Nakonec byly pfipravené latky testovany na biologickou ak-

tivitu a toxicitu na bunécné linii HepG2.
4.2.Syntéza vychozi latky

4.2.1. Priprava nitrilu

Pozadovany nitril (10) byl ptipravovan dle publikovaného postupu tymu Valla a kol.
z roku 2007 (Viz kapitola 3.5.2.1). '*° Jako bazicky katalyzator této Knovenagelovy konden-
zace byl pouzit piperidin. Vzhledem k malym mnoZstvim reaktanti nebyla pouzita Dean-
Starkova aparatura, nybrz molekulové¢ sito, které mélo zachycovat vodu vzniklou béhem kon-

denzace. S ohledem na niz$i toxicitu byl jako rozpoustédlo pouzit toulen namisto benzenu.
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Postup byl realizovan s navazkami 0,59 g a 5,9 g. Reak¢ni smés B-iononu (9), kyanooctové
kyseliny a piperidinu byla za pfitomnosti molekulového sita refluxovana pod zpétnym chladi-
¢em po dobu 6,30 hod. Jelikoz bylo ve findlni smési piitomno znacné mnozstvi vychoziho [3-
iononu, byl reakéni ¢as prodlouzen na 12 hod. Tato doba se pak ukazala jako dostacujici. Po
odpareni toulenu byla provedena purifikace surového produktu sloupcovou chromatografii
(Si0,, DCM). Vysledny nitril (10) byl zluta kapalina olejovité konzistence. Analyza UPLC-

MS suroveé smési prokazala, ze produkt byl pfipraven v Cistoté¢ 99%. (Viz Ptiloha, Obr. 1)

Reakce byla zopakovana v péti Sarzich, relativni vytézky reakci dosahovaly hodnot:

39,6%; 41,9%; 42,5%; 75,7%.

4.2.2. Priprava (B-ioniliden)acetaldehydu

Nasledujicim krokem byla redukce piipravené¢ho (2E,4E)/(2Z,4E)-3-methyl-5-(2,6,6-
trimethylcyklohex-1-en-1-yl)penta-2,4-dienitrilu  (10) pomoci DiBAL-H za wvzniku (B-
ioniliden)acetaldehydu (11). Tato reakce byla jiz popsana tymem Valla a kol. v roce 2007. '*°
Pti reprodukci postupu byl pouzit DCM namisto toulenu. Reakce byla provedena v bezvodém
prostiedi a v inertni argonové atmosfére po dobu 30 min. I zde ale bylo detekovano znacné
mnozstvi vychozi latky, proto byl prodlouzen reakcni Cas na 2 hod. Ten se jiz ukézal jako
dostateCny. Vzhledem k ptitomnosti necistot vSak bylo nutné surovou smes precistit opét po-
moci sloupcové chromatografie (SiO,, DCM). Vznikly aldehyd (11) byl ziskan ve formé tma-
v¢ Zlutého oleje. Protoze mél experiment o¢ekavany pribéh a relativni vysoky vytézek 52,8%,
byla reakce provedena ve tfech dalSich opakovanich s dobrou reprodukovatelnosti: 48,7%;

53,4% a 40,1%.

Vysledky analyzy UPLC-MS stanovily pfitomnost aldehydu (11) jako dominantni
slozky finalniho produktu. Relativni €istoty pfipravenych Sarzi byly: 93,8%, 94,6%, 93,2% a
94,2%. (Spektrum viz Ptiloha, Obr. 2)

4.2.3. Priprava anhydridu p-methylglutakonové kyseliny

Pro nasledujici krok syntézy vychoziho anhydridu (13) byla potieba piipravit anhydrid
B-methylglutakonové kyseliny (12). Ten bylo mozno ziskat jednoduchou dehydrataci, kdy
spolu reagovaly 3-methylglutakonova kyselina (I) a acetanhydrid (Ac,0), jako dehydratacni
¢inidlo, pii 70 °C po dobu 30 min. Dehydratace kyseliny (I) probihala ve kvantitativnim
mnozstvi, takze nebylo potteba dalsi purifikace. Rozpoustédlo bylo odstranéno lyofilizaci a

relativni vytézky interpretovanych experimentli dosahovaly hodnot 68,5% a 56,8%.
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Obr. 34: Syntéza anhydridu p-methylglutakonové kyseliny

4.2.4. Priprava anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Pozadovanou vychozi latku (13) bylo mozno piipravit Knovenagelovou kondenzaci
anhydridu B-methylglutakonové kyseliny (12) a (B-ioniliden)acetaldehydu (11). Tento postup
byl jiz popsan v publikaci Lewin a kol. v roce 1981. '* Jako bazicky katalyzator slouzil py-
ridin, velmi dualezita pro reakci pak byla inertni argonova atmosféra a pouziti bezvodého THF.
Podobné jako v predeslych reprodukcich bylo potfeba i v naSem piipad¢ prodlouzit reakéni
Cas, nebot’ finalni smés obsahovala zvySené mnozstvi reaktantu (11). Reak¢ni smés byla mo-
nitorovana pomoci TLC (Si0,, Et,0O-heptan) a jako optimalni ¢as se ukazaly 4 hod, kdy jiz
zreagovaly vSechny vychozi latky. Po odpafeni rozpoustédla mél produkt (13) konzistenci
cervené gumy. Nicméné po pridavku heptanu, ochlazenim na -20°C na dobu 12 hod. a na-
slednym odpatfenim rozpoustédla se vyloucila latka (13) ve formé rudych krystalii. Nebylo
tedy potieba roztok zahfivat, jak bylo uvedeno v publikovaném postupu. '** Experiment byl
reprodukovan cCtytikrat, piricemz vytézky byly ve vSech ptipadech kvantitativni. Z vysleda
analyzy UPLC-UV-MS byla stanovena cistota produktu (13) na 99%. (Analyza viz Ptiloha,
Obr. 3)

4.3. Reaktivita anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové a kyseliny
13-cis-12-karboxyretinové

Vychozi latka-anhydrid kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13)- byl podroben fadé
reakci, pfiCemz nekteré z nich se ukazaly jako vhodné pro piipravu pozadovanych derivati.
Byly také provadény experimenty, jenz zkoumaly reaktivitu kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (14). Nicméné dosazené vysledky nebyly uspokojivé, a proto nebyly znovu

reprodukovany.
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4.3.1. Priprava propylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Reakce anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové s propylaminem

Obecn¢ anhydridy vykazuji pfi reakcich s nukleofilnimi ¢inidly vysokou reaktivitu.
Proto jsou schopny Uspésné reagovat spolu s amoniakem, primarnimi ¢i sekundarnimi aminy
za vzniku amidi. Reaktivita je zplisobena zdpornym mezomernim efektem C=O skupin
anhydridu, ty od¢erpavaji elektrony ze systému a zptsobuji jeho destabilizaci. Nukleofil se
pak velmi snadno navéaze na mista, kde je elektronovy deficit a nasleduje rozstépeni molekuly

anhydridu.

Téchto poznatkli bylo vyuzito 1 pii piipravé propylamidu kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové. Jako modelovy nukleofil byl pouzit propylamin (II), ktery byl adovan na
molekulu anhydridu (13). Reakce probihala 7 hod. za laboratorni teploty a jako rozpoustédlo
byl pouzit DMSO. V daném piipad¢ miize byt vysledek reakce pomérné¢ komplikovany, ne-
bot’ je nutné vzit v potaz moznou tvorbu hned nékolika izomernich sloucenin. Vzhledem
k nesymetri¢nosti anhydridu mutize totiz reakce poskytovat dva polohové izomery adici na
jednu ¢i druhou karbonylovou skupinu: 12-propylamid 13-cis-karboxylové kyseliny (17a) a
13-propylamid 13-cis-karboxylové kyseliny (17c). Navic kazda z téchto dvou molekul mtize
koexistovat v riznych geometrickych variantdch (cis-trans ptfechody analogickych derivata
byly diskutovany v teoretické Casti). Pfi zméné geometrické izomerie na dvojné vazbé C13 by
tedy vysledna reakéni smés obsahovala celkem 4 slouceniny: (10E) (17b, 17d) a (10Z) (17a,
17¢). Tato hypoteticka situace je graficky znazornéna na Obr. 35. Pfi vyhodnoceni reakce
pomoci UPLC-MS byla skute¢né detekovana smés sloucenin o predpokladané molekulové
hmotnosti (Mh = 385, spektrum viz Piilohy, Obr. 4). Jako dominantni byly detekovany tii
nespecifické isomerni slouc¢eniny v poméru cca 1:1:2 (odvozeno z integralnich ploch jednotli-
vych pikl). Reakce byla provadéna po dobu 7, 12 a 24 hod., nicméné na vysledcich analyz
UPLC-MS nebyly postiehnuty vétsi rozdily ve vysledném slozeni surové smeési produkti.
(Analyza surové smesi viz Prilohy, Obr. 4). Nasledné byla surova smés purifikovana pomoci
preparativniho HPLC na reverzni fazi. Délenim byly ziskdny dvé frakce, které obsahovaly
dva blize neidentifikované izomert propylamidu (17). Separace byla spésSna jen CasteCné a
relativni Cistota frakci byla 66,1% a 62,9%. (Analyza UPLC-MS viz Ptilohy Obr. 5 a Obr. 6)
Vzhledem k mozné dynamice ve struktuie cilovych latek je vSak nutné vzit v potaz také sku-
te¢nost, ze jednotlivé geometrické izomery mohou za urcitych podminek prechdzet v opacnou

konfiguraci, coz miize v daném piipad¢ komplikovat snahu o ziskani Cisté latky.
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17c 17d

Obr. 35: Priprava propylamidu kyseliny 13-cis-karboxyretinové

Reakce methylesteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové a propylaminu

Dalsi moznosti ptipravy propylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (17) byla
nukleofilni adice propylaminu (II) na methylester kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (19a,
19b), jako rozpoustédlo byl pouzit DMSO. Experiment za laboratorni teploty neprobihal a po
zahtati reak¢ni smési na 80 °C po dobu 12 hod. vznikla jen malad ¢ast amidu (17), nicméné
v smési byly majoritni sloZzkou vychozi latky (II, 19). Obecné l1ze konstatovat, ze estery vyka-
zuji vici nukleofilnim substitucim nizsi reaktivitu nez anhydridy. Proto byl nasledné¢ methy-

lester (19) podroben experimentu v mikrovinném reaktoru.

V mikroviném reaktoru byla reak¢ni smés zahiivana na 120 °C po dobu 15 min. Reak-
tor byl nastaven na vykon 300W. Po analyze na UPLC-MS bylo zfejmé, ze reakci doslo k

rozstépeni izoprenoveého fetézce a tim 1 k rozkladu latky.
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Obr. 36: Reakce methylesteru kyseliny 13-cis-karboxyretinové (19a, 19b) a propylaminu (IT)

Priprava propylamidu kyseliny 13-cis-karboxyretinové metodou HOBt
Jedno z fteSeni, jak bylo teoreticky mozné piipravit propylamid (17) z 13-cis-12-

karboxylové kyseliny (14), predstavovala metoda tvorby aktivovaného HOBt esteru.

V ramci této prace byl proveden experiment, kdy reagovala dikyselina (14) s HOBt (1-
hydroxybenzotriazol), DIC (diisopropyl-dikarbodiimid) a propylaminem (II) za laboratorni
teploty po dobu 3 hod. Béhem reakce by mélo dochazet nejdiive k reakci mezi dikyselinou
(14) a diisopropyldikarbonylem (DIC) za vzniku odpovidajiciho aduktu. Jeho rekci s HOBt
mél vzniknout tzv. aktivovany HOBt ester, ktery mél snadno podléhat nukleofilnimu ataku
propylaminu (II). Z analyzy UPLC-MS bylo ale moZzno usuzovat ze ve finalni surové smeési se

vyskytovala pouze mald mnoZzstvi vzniklého propylamidu (17). Nicméné majoritni slozkou
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smési byly blize nespecifikované slouc¢eniny. Tato reakce tedy nepiedstavovala efektivni fe-

Seni vhodné pro dalsi pouziti.

CH3 CH3
HaC CHj
R/\(‘\ + }N N_<CH — s TR
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Obr. 37: Teoreticky pribéh pripravy propylamidu kyseliny 13-cis-karboxyretinové (17), mecha-

nismus pii hypotetické reakci na C12 karboxylu

Reakce kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové s thionylchloridem

Vznik dichloridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (21) a jeho néslednd substituce
aminem piedstavoval vychodisko, jak z malo reaktivni 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny
(14) ptipravit diamid. Mechanismus provedené reakce spocival v ataku elektrofilni siry SOCl,
na OH- skupiny dikyseliny (14). Rozpusténim dikyseliny (14) v SOCI, a michanim 1,30 hod.
za laboratorni teploty mél vzniknout dichlorid kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (21). Jeli-
koz obecné plati, ze chloridy jsou reaktivnéjsi nez karboxylové kyseliny, nasledné byla pro-

vedena nukleofilni substituce propylaminem (II) jeho pfidavkem do reakéni smési. Nicméné
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po provedeni analyzy na UPLC-MS bylo prokazano, ze béhem reakce doslo k rozpadu mole-

kuly na fragmenty. Diky této skutecnosti byla reakce nevhodna pro dal$i experimenty.

COCI cocl

COOH COOH 130 hod.

14

Obr. 38: Teoreticky pribéh reakce kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (14) s SOCI, a nasledna substituce
s propylaminem (II)

4.3.1.1. Priprava piperidinylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Protoze uvadéné substituce nebyly ani stereoselektivni ani regioselektivni, nabizenou
moznosti, jak ovlivnit polohu subtituce ¢i zastoupeni produkt ve vysledné smési, bylo vyuzi-
ti sterickych efekti pomoci objemného nukleofilu. Jako objemny nukleofil byl zvolen pipe-

ridin.

Reakce anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové a piperidinu

Reakce mezi anhydridem kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13) a pipiridinem (I1I)
probihala za laboratorni teploty, pouzitym rozpoustédlem byl DMSO. Doba experimentu byla
12 hod. Po dostatecném zreagovani reaktant a ukonceni reakce byla provedena finalni analy-
za UPLC-MS. Ze spektra bylo mozno vyvozovat, ze surova smés obsahovala neznamé necis-
toty, proto byl surovy produkt ptecistén pomoci preparativni HPLC na reverzni fazi. (Analyza
surové smesi viz Pfilohy Obr. 7) Po purifikaci a nasledné evaporaci rozpoustédla byla prove-
dena nové analyza. Ta stanovila relativni ¢istotu findlniho produktu 45,1% a na zdznamu byla

ziejma pritomnost dalSich blize nespecifikovanych izomera piperidinylamidu (18) v produktu.
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(Analyza viz Ptilohy Obr. 8) D4 se tedy fici, ze alternativa s piperidinem neposkytla ve srov-

nani s pouzitim propylaminu zadné vyrazné zlepseni.

18c 18d

Obr. 39: Reakce anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13) a piperidinu (IIT)

4.3.1.2. Priprava esteri kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Dalsimi ptipravenymi latkami byly estery kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové. Pivod-
nim cilem bylo latky testovat jak na biologickou aktivitu, tak pouzit pro experimenty regiose-
lektivni syntézy propylaminu (Viz piedeslé kapitoly). Bylo totiz pfedpokladéano, ze jestlize by
byla pfipravena smés izomert esteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové a jednotlivé izomery
by bylo mozno odd¢lit na preparativnim HPLC, staly by se tak vyhodnou vychozi latkou pro
regioselektivni syntézu amida. Toto feSeni se ale se ale ukdzalo jako nerealné. Estery také
vykazovaly zna¢nou nestabilitu pii skladovani v Case, tudiz nebylo mozné zkoumat ani jejich

biologickou aktivitu.
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Alkalicka methanolyza s ndaslednym okyselenim

Jelikoz prabéh reakce nize uvedené tepelné methanolyzy, kterd se zdala nejjednodu-
Sim feSenim, nebyl bezproblémovy, dalsi moznosti byla pfiprava methylesteru kyseliny 13-
cis-12-karboxyretinové (19) alkalickou methanolyzou. Obecné je jiz dlouho zndmy fakt, ze
reakci anhydridu s alkoholem v bazickém prostfedi vznika piislusny ester. Pfitomnost baze
usnadiiuje nukleofilni atak volného elektronového paru methanolu na uhlik anhydridu
s elektronovym deficitem. V nasem piipadé¢ reagoval anhydrid kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (13) s methanolickym roztokem NaOH (50 mg/ml), reakce probihala za la-

boratorni teploty po dobu 1,5 hod. Po této dob¢ byl ve smési detekovan cilovy methylester.

Déle bylo zjisténo, ze s del§im reak¢nim Casem se zvySoval obsah kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (14), vzniklé hydrolyzou methylesteru (19). Proto bylo nutné ihned po pro-
behnuti reakce odstranit nadbytek NaOH neutralizaci, ptecistit produkt (19) extrakci a odpafit
na vakuové odparce. K okyseleni na pH 6 byl pouzit roztok zied. CH;COOH. Vysledky ana-
lyzy UPLC-MS vsak ukazaly, Ze extrakt neobsahuje pozadovany produkt (9). Pfi¢inou pro-
blému byl ziejmné fakt, ze béhem extrakce nedoslo k pfechodu methylesteru (19) do organic-

ké faze.

Alkalicka methanolyza (ethanolyza) s naslednym okyselenim HCI

Protoze pti pouziti CH;COOH na okyseleni reakéni smési dochédzelo k zadrzovani me-
thylesteru (19) ve vodné fazi, byla zvolena vhodné¢jsi HCL. Po zreagovani methanolického
roztoku NaOH a anhydridu (6) byl roztok opatrné okyselen na pH= 4 zied’. 10% HCI. Po ex-
trakci diethyletherem a po jeho odpareni byl produkt analyzovan na UPLC-MS. Ze zdznamu
bylo zfetelné, ze jak bcéhem reakce, tak béhem okyseleni smési soucasné¢ dochazelo
k hydrolyze vzniklého methylesteru (19) na dikyselinu (14). Béhem reakce bylo zastoupeni
methylesteru (19) a dikyseliny (14) vyrovnané, nicmén¢ po okyseleni HCI doslo k tpIné hyd-
rolyze a vznikla Cistd kyselina 13-cis-12-karboxyretinova (14). Tato latka byla posléze pouzi-
ta pro dalsi experimenty a pro testovani biologické aktivity. Analyza na UPLC-MS stanovila

relativni ¢istotu produktu 99%. (Vysledky viz Ptiloha Obr. 9)

Alkalicka ethanolyza s naslednym okyselenim H>SO,

Skutecnost, Ze pii neutralizaci dochazi k hydrolyze vzniklého esteru, podstatné snizo-
vala vytéZnost reakce. Proto byl proveden experiment, kdy byla pouzita H,SO4 (5%) pro ne-

utralizaci nadbytku NaOH. Zvolen byl také podstatné kratsi ¢as a to 1,5 hod. Vysledna smés
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obsahovala jak dikyselinu (14) tak ester (20), jenz byl ale majoritni slozkou. Experiment byl
zopakovan a bylo uc¢inéno zjisténi, ze zasadni vliv na omezeni hydrolyzy mélo i pouziti bez-
vodého ethanolu. Produktem alkalick¢ ethanolyzy anhydridu kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (13) tedy byla smés polohovych a geometrickych izomert ethylesteru kyse-
liny 13-cis-12-karboxyretinové (20). Reakce probihala 1,5 hod. za laboratorni teploty a jeji
prubéh byl monitorovan pomoci TLC (Si0,, DCM-HCOOH) a pomoci UPLC-MS. (Analyza

po ukonceni reakce a odpareni rozpoustédla Ptilohy, Obr. 10)

Ze ziskanych dat 1ze usuzovat, ze tento postup byl z uvedenych alkalickych methanol-,

ethanolyz nejvhodné;si.

Finélni surova smés druhého experimentu byla preciSténa na preparativnim HPLC.
Nicméné produkt se ukazal jako nevhodny pro testovani biologické aktivity, jelikoz jevil
znamky zvySené nestability a pii del§im stani v Case 1 za chladu a v temnu doslo k jeho roz-

kladu. (Viz analyza UPLC-MS Ptiloha Obr. 11)

NaOH,

a) MeOH

b) EtOH
e —

1 hod.

13

a) 19: R = methyl
b) 20:R =ethyl

COOH COOH

Obr. 40: Bazicka alkoholyza anhydridu kyseliny 13-cis-karboxyretinové (13), za pouziti methanolického
(a) nebo ethanolického (b) roztoku NaOH, pfi hypotetické reakci na C13

Tepelna methanolyza

Druhou moznosti, jak bylo mozno pfipravit ester, byla methanolyza za zvySen¢ teplo-
ty. Methanolicky roztok anhydridu (13) byl temperovan pii 80 °C 8 hod. Z vysledkl analyzy
UPLC-MS lze vyvozovat, ze reakce vSak probihala velmi pomalu, vytézky byly mizivé a jas-
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n¢ dominoval pik nezreagovaného anhydridu, viditelny byl také pik odpovidajici dikyseling.
Bylo mozné se domnivat, ze nedoSlo ke vzniku methylesteru (19) ale rovnou k hydrolyze
anhydridu (13) za vzniku dikyseliny (14). Postup tohoto experimentu se ukazal jako nevhod-

ny pro piipravu zadaného esteru.

13

19 CHj

Obr. 41: Tepelna methanolyza anhydridu kyseliny 13-cis-karboxyretinové (13), pfi hypotetické re-
akcina C13

Reakce s ethanoldatem sodnym

Dalsim provedenym experimentem byla reakce anhydridu (13) s ethanolatem sodnym
(V). Piedpokladanym produktem mél byt ethylester kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (20).
Dtivodem provedeni experimentu byla snaha ptipravit Cisty ester (20) bez dalsiho rozkladu na
dikyselinu (14) béhem reakce. V prvnim kroku byl pfipraven roztok ethanolatu sodného reak-
ci kovového sodiku s bezvodym ethanolem. Ve vzniklém roztoku byl pak rozpustén andyh-
drid (13). Reakce probihala 15 min. a néasledné byl nadbytek neutralizovin HCOOH (5%).
Aby nedoslo k hydrolyze produktu (20) bylo potieba urychlené extrahovat produkt do diethy-
letheru. Po odpaieni rozpoustédla byla provedena analyza UPLC-MS a ze spektra vyplyvalo,
ze surova smes obsahovala z velké ¢asti nezreagovanou vychozi latku (13), zatimco produkt

(19) mél pouze minoritni zastoupeni.

H3C CH, CHj
ONa HsC
v
N
V4 -
COOH COOEt
15 min. CHs
13 20

Obr. 42: Ptedpokladany priubéh reakce anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13) spolu
s ethanolatem sodnym (V) za vzniku bliZze nespecifikovaného izomeru ethylesteru kyseliny 13-cis-12-

karboxyretinové (20)
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Esterifikace v kyselém prostiedi

Esterifikace karboxylovych kyselin alkoholem v kyselém prosttedi H,SO4 patii mezi
zakladni organické reakce. Principy esterifikace byly vyuzity v experimentu, kdy spolu rea-
govala kyselina 13-cis-12-karboxyretinova (14) a bezvody ethanol. K reaktanttiim bylo ptida-
no i malé mnozstvi H,SO4 katalyzujici reakci. Reakéni smés byla refluxovana po dobu
13 hod. pod zpétnym chladi¢em. Analyza po ukonceni reakce ukazala, Ze podminky experi-

mentu jsou piilis drastické a tedy béhem experimentu doslo k fragmentaci latky.

CHj CH, EtOH " CH; CH,
HsC S0, 3
COOH COOH oh COOEt COOH
CH, 13 hod. 3
14 20

Obr. 43: Reakce esterifikace kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (14) za piedpokladaného vzniku

blize nespecifikovaného izomeru ethylesteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (20)

Reakce kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové s diazomethanem

Mén¢ drastickych podminek byva potteba pii esterifikaci pomoci diazomethanu
(CH;N,). Dalsim pokusem proto byla reakce 13-cis-12-karboxyretinové kyseliny (14)
s diazomethanem s cilem pfipravit blize nespecifikovany izomer methylesteru kyseliny
13-cis-12-karboxyretinové (19). Bé&hem reakce mélo nejprve dochazet k protonaci CH;N,
karboxylovou kyselinou (14) za vzniku extrémné nestabilniho diazoniového kationu, ktery
nasledn¢ odstépil dusik za sou¢asného nukleofilniho ataku RCO;". Pfi experimentu musel byt
nejprve pripraven diazomethan (IV), teprve poté byla do etherického roztoku, jenz ho obsa-
hoval, pfidana ptislusna karboxylova kyselina (14). Ob¢ uvedené reakce probihaly za labora-
torni teploty. Vysledky analyzy UPLC-MS poukazovaly pouze na stopovy obsah pozadova-

né¢ho methylesteru (19). Reakce tedy vykazovala problematicky pribéh a nebylo ji mozné pouzit.
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Obr. 44: Reakce kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové s diazomethanem (IV)

4.3.1.3. Priprava kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Jak bylo jiz uvedeno v predeslém textu, Cista dikyselina (14) byla pfipravena alkalic-
kou methanolyzou anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13) pii pouziti roztoku
HCI k okyseleni reakéni smési a pii pouziti dlouhého reakéniho ¢asu. Nicméné existuji 1 pu-
blikované postupy, které popisuji jiné metody piipravy dikyseliny (14) z anhydridu (13). '#
V tomto experimentu bylo pouzito jako rozpoustédlo THF a voda a za neustalého chlazeni byl
piidan vodny roztok NaOH (1 mol). Cas reakce byl oproti diive uvedenému postupu 12 hod.
K neutralizaci nadbytku baze byl pouzit 10 % roztok H,SO4 a neutralizace vodné faze byla
provedena az béhem samotné extrakce diethyletherem. Po odpateni rozpoustédla byla prove-
dena analyza UPLC-MS z naméfenych dat bylo mozno vyvozovat, ze finalni smés obsahovala
fadu necistot. Relativni Cistota produktu byla 59,6%. (Analyza viz Ptiloha, Obr. 12) Tudiz byl
postup uvedeny vyse (4.3.1.2. Alkalickd methanolyza za pouziti HCI) vhodné&jsi pro pfipravu
karboxylové kyseliny (14).

COOH COOH

13 14

Obr. 45: Piiprava kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové
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4.4. Testovani biologické aktivity

Vyse uvedenymi reakcemi byla pfipraveny pro testovani nasledujici latky:

Latka Cislo produktu m
[mg]

1 Nitril 10 3.8
2 Aldehyd 11 4,6
3 Anhydrid 13 3,0
4 Kyselina 13-cis-12-karboxyretinova 14 8,0
5 Propylamid 17 1,8
6 Piperidinylamid 18 1,5

Tab. 1: Piehled testovanych latek

Latky uvedené v Tabulce 1 byly testovany na bunécné linii lidského hepatalniho kar-
cinomu, tedy na bunkach HepG2. Byly provedeny testy chemiluminiscencni detekce aktivity
luciferasy a B-galaktosidasy (tzv. dual-light system). Buiiky, které byly podrobeny tomuto
experimentu, musely byt nejprve transfekovany RARE plasmidem a [-galoktosiddzovym
plasmidem. DalS§imi provedenymi experimenty byly kolorimetrickd zkouska MTT a stanoveni

celkovych proteini BCA.

Vyznacné pro pouzit¢ HepG2 buiiky jsou jejich perpetudlni vlastnosti, byly odvozeny
z dobfe diferenciovaného hepatocelularniho karcinomu. Jedna se o epitelidlni bunky, které
rostou v monovrstvach a obsahuji model chromosomu 55. Buiiky vylucuji skélu hlavnich
plasmatickych proteina jako je albumin, transferin a proteiny akutni faze jako jsou fibrogen,
a-makroglobulin, a-antitrypsin. Tudiz jsou buiikky HepG2 vhodnym systémovym modelem
pro in vitro studie na lidskych polarizovanych hepatocytech'?” ', proto byly pouzity i

v ramci tohoto experimentu.

4.5. Testy biologické aktivity

Pti testech aktivity pfipravenych retinoidi byly pouzivany bunécné linie HepG2. Ves-

kera manipulace s buiikami byla provadéna steriln€ v laminarnim boxu.

4.5.1. Principy chemiluminiscen¢niho stanoveni luciferazy

RARE3revtkLuc+ plasmid, ktery byl do bun¢k inkorporovan transfekci, slouzil k sle-
dovani aktivity receptoru kyseliny retinové (RAR). Plasmid byl pivodné vytvofen Anne-
Marie Boussioux a Patrickem Balaguerem v roce 1996, do laboratote byl ziskan jako dar (Ob-

razek 46). Aktivita receptoru mohla tak byt indukovéna signalni transdukci v kultivovanych
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bunikach. Po vazb¢ ligandu na RAR a nasledné aktivaci transkripce dochazelo k expresi luci-
ferazy. Monitoring aktivity byl provadén métenim chemiluminiscence. V okamziku, kdy pak
luciferaza reagovala se substratem dochazelo k luminiscenci, ktera byla kvantitativné métena

na luminometru. '%°

bal 117
BamH| 123

earlySV40 poly A
earlySV40 polyA ==

RARE3revtkLuc+

6378 bp

BamH| 2846

Apal 3121

Obr. 46: Mapa plasmidu RARE3revtjLuct+ autori Anne-Marie Boussioux a Patrick Balaguer.

Pro kontrolu ucinnosti transfekce plasmidu RARe-luc byl v experimentech pouzit
plasmid pMIR-REPORT f-gal, vytvofeny a dodavany firmou Ambion (Obrazek 47). Obecné
je tento plasmid vyuzivan jako kontrolni reportérovy marker pro sledovani exprese. Gen [3-
galaktosidasy je soucasni lacZ genu, jenz patii do indukovatelného systému lac operonu. Ex-

prese Lac operonu je nejagingjsi v piitomnosti laktozy a pii nizké hlading glukozy. !
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Obr. 47: Mapa kontrolniho plasmidu f-gal firmy Ambion®

4.5.2. Transfekce s vyuzitim Lipofectamine 2000

Nejprve bylo smichano 1,8 ml Opti-Mem média s 45 pul Lipofectamine. Ten bylo nut-
no prikapavat opatrné ptimo do média. Roztok byl ponechan za laboratorni teploty 5 min.
Mezitim bylo napipetovano na dno samostatné zkumavky 200 ng/jamku RARE-luc a
20 ng/jamku B-gal (pro 70 jamek: 27ul plasmidu RARE-luc o ¢=0,52 pug/ul a 4,3 ul B-gal o
¢=0,325 pg/ul). Po uplynuti inkuba¢ni doby byla smés Opti-Mem + Lipofectamine opatrné
napipetovana na DNA, byla opatrné promichana jemnym poklepanim zkumavky a znovu byla
ponechédna inkubovat po dobu 15 min. Nasledn¢ byla pfidana ke smési suspenze bun€k (cca
100 000 bun€k na 1 jamku 24 jamkové desky, bylo pouzivano 70 jamek). Po jemném promi-

chani byla suspenze nanesena na desky.

4.5.3. Dual-light system

Po provedené transfekci bylo nasledujiciho dne vyménéno Cerstvé médium
s ptisluSnym obsahem zkoumanych latek. Ttetiho dne pak bylo provadéno chmiluminiscencni
méieni dual-light. Pouzitou metodou byly detekovany chemiluminiscenc¢ni aktivity luciferasy

a B-galaktosidasy.

Nejprve byl ptipraven Lyzacni pufr na potiebny pocet jamek. Tedy 70 jamkam odpo-
vida 7,6 ml Lysis solution a 7,6 ul 0,5M DTT. Po oplachnuti bun¢k PBS bylo do kazdé¢ jamky
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napipetovano 110 pl Lyzacniho pufru. Nasledné byly bunky seSkrabany do eppendorfek a
centrifugovany 2 min pfi otaCkach 4500 rpm. Mezitim byly nahfany pufry A a B na labora-
torni teplotu. Pufr B byl smichéan s 7,6 ul Galaction-PLUS substratu. Do zkumavek pro méte-
ni chemiluminiscence bylo odpipetovanol0 pl bunécného lyzatu a 25 ul pufru A. Nejpozdéji
do 10 min bylo ke smési napipetovano 100 pl upraveného pufru B. Po promichéni byla oka-
mzité¢ méfena chemiluminiscence. Zkumavky se vzorky byly ponechany inkubovat 30-60 min
za laboratorni teploty. Poté bylo do zkumavky pfidano 100 pul roztoku Accelerator-II a po

promichéni byla okamzit¢ zmétena chemiluminiscence.

4.5.4. Chemiluminscen¢ni méreni luciferazy

Dal$i moznou metodou bylo chemiluminscenéni méfeni samotné luciferazy, které
mohlo byt posléze doplnéno o stanoveni celkovych proteintit BCA. Poté co prvni den prob¢hla
Jiz popisovand transfekce a co druhy den bylo pfidano ¢erstvé médium s ptislusSnym obsahem
retinoidd, tfetiho dne byla méfena mira exprese reportérového genu luciferazy chemiluminis-
cenci. Bunky byly nejdiive oplachnuty roztokem PBS a poté je bylo nutné zlyzovat pomoci
Lyza¢niho pufru (fedéni s vodou 1:5). Na kazdou jamku desky bylo naneseno 150 ul tohoto
pufru a deska byla nésledné umisténa do mraziciho boxu a ochlazena na -80 °C. Po 1 hod.
byly roztoky za laboratorni teploty na tiepacce rozmrazeny. Nasledné bylo odebrano z kazdé
jamky 7 ul lyzazu a po ptidani 70 ul Luciferase pufru a promichani bylo ihned provedeno

méfeni na chemiluminometru.

4.5.5. Stanoveni celkovych proteinii metodou BCA

Pro stanoveni byly potieba nésledujici standardni roztoky, které byly pfipraveny pie-

dem:
standard I 1l yii Vi%4 |14 Vi Vil
¢ 0,000 0,0125 0,025 0,050 0,100 0,250 0,500
[mg/ml]

Tab. 2: Pouzité standardni roztoky BSA ve vodé

Toto stanoveni bylo provadéno u transfekovanych HepG2 linii, do nichZ byly prvni
den inkorporovany plasmidy RARe a B-gal, po 24 hod. bylo aplikovano médium s ptisluSnym
obsahem testovanych sloucenin a tfetiho dne pak byl méten obsahu celkovych proteint. Nej-
prve bylo potteba buiiky zlyzovat. K tomu byl vyuzit lyza¢ni pufr (fedeni s vodou 1:4), které-

ho bylo aplikovano 150 pl na jamku. Posléze byla deska spolu s roztoky zamrazena na -80 °C.
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Po 1 hod. byly roztoky vyjmuty a umistény na tfepacku, kde za laboratorni teploty doslo
k jejich rozmrznuti. Na 96 jamkovou desku bylo napipetovano 10 pl pfipravené¢ho bunécného
lyzatu a 10 pl jednoho z vySe uvedenych standardit a 200 ul BCA working reagent. Deska
byla nasledn¢ ponechana 30 min. inkubovat pii 37 °C. Po ochlazeni na laboratorni teplotu

byla spektrofotometricky méfena absorbance pii 562 nm.

4.5.6. Stanoveni toxicity metodou MTT

Prvni den byly vysety na 96 jamkovou desku buitky HepG2. Pfiblizny pocet bunék se
pohyboval okolo 20 000 na jamku. Druhého dne bylo pfiddino médium s obsahem testované
latky. Nasledujiciho dne byly buiiky oplachnuty roztokem PBS. Poté bylo aplikovano do kaz-
dé jamky 100 pl Cerstvého média s piidavkem roztoku MTT (100 pl roztoku MTT do 1 ml
média). Deska byla ponechana 2 hod. v inkubatoru. Nasledné bylo pfitomné médium odstra-
néno a namisto n¢j bylo aplikovano 100 pl smeési DMSO a NHj3, v niz se vzniklé krystaly roz-
pustily. Po 5 min byla spektrofotometricky métena absorbance pii 540 nm. Pokud ptesahova-

ly jeji hodnoty 1, bylo nutno métfené roztoky ztedit.
4.5.7. Provedené experimenty

4.5.7.1. Obecny screening vlivu retinoidi na transkrip¢éni aktivitu

Prvnim provedenym experimentem byl obecny screening vlivu jednotlivych slou¢enin
na expresi gent. Kvantitativné vyjadfilo miru aktivace RAR chemiluminiscencni méteni dual-
light, kdy jako kontrola transfekce slouzila B-galaktosidasa. V experimentu byly testovany
roztoky ptipravenych latek o koncentraci 10 pmol/l. Pro porovnani vysledkt byla rovnéz tes-
tovan 10 umol/l roztok ATRA, jehoz ucinky jsou jiz znamy. Jelikoz latky byly béhem expe-
rimentu rozpustény v DMSO, bylo nutné monitorovat vliv tohoto rozpoustédla na viabilitu
bunék. Proto bylo na jeden z tripleti naneseno médium, které obsahovalo pouze DMSO

(o koncentraci 0,5 pl/jamka). Kazda latka byla testovéana v tripletu.

Vysledky experimentu byly vyjadieny jako pomér chemiluminiscence luciferazy ku
chemiluminiscenci -galaktosidazy. Z vzniklého grafu (Obr. 48), bylo mozné vyvozovat za-
ver, ze vSechny ptipravené latky vykazuji pfi koncentraci 10 pmol/l nizsi aktivitu oproti
ATRA. Zatimco piperidinylamid (18), propylamid (19) a aldehyd (11) méli biologickou akti-
vitu zanedbatelnou, u sloucenin: anhydrid (13), dikyselina (14) a nitril (10) byla zaznamenana
jista aktivita na retinoidnich receptorech. Proto byla v nasledujicich experimentech monitoro-

vana zavislost chemiluminiscence na vzrustajici koncentraci latek.
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Meéfteni bylo provadéno s 95% piesnosti.
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Obr. 48: Screening vlivu pripravenych retinoidi na transkripéni aktivitu, vyjadieno jako pomér chemilumi-
niscence luciferazy/B-gal. Jednotlivé sloupce oznacuji pouzité latky: (1) DMSO; (2) ATRA; (3) piperidinylamid,
(4) propylamid; (5) aldehyd; (6) anhydrid; (7) dikyselina; (8) nitril

4.5.7.2. Koncentracni rady retinoidu

Experiment 1

Na zaklad¢ namétenych vysleda z piedeslého experimentu byly vybrany tfi latky, kte-
ré vykazovaly potencidl ovliviiovat skrz vazbu na retinoidni jaderné receptory (RAR) miru
exprese urcitych genti. Jako vhodni adepti pro dalsi testy byly vybrany tyto latky: anhydrid
(13), dikyselina (14) a nitril (11). Jelikoz existovala moZnost cytotoxicity nebo moznost blo-
kace RAR pii pouziti piili§ koncentrovanych roztoki, byla méfena koncentracni fada. Pouzity
byly koncentrace latek: 1, 2, 5, 10, 20 a 50 pmol/l. Negativni kontrola byla provedena pomo-
ci dvou triplett obsahujicich pouze DMSO (0,5 a 2,5 pl/jamku). Pro ovéteni funk¢nosti in-
korporovanych plasmidii byl na jeden z tripletl nanesen 10 umol/l roztok ATRA.

Buiiky byly opét transfekovany jak RARE, tak B-gal plasmidem, chemiluminiscence
byla pak detekovana metodou dual-light. Méfeni bylo provadéno opét v tripletu s 95% ptes-
nosti. U namétenych hodnot byl vypocitan aritmeticky pramér. Posléze byla vytvoiena kon-
centracni zavislost poméru chemiluminiscence luciferazy/B-gal na koncentraci roztoku

v umol/l.
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Obr. 49: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu RAR obrazek vyjadiuje koncentraéni zavislost akti-
vace RAR testovanymi latkami: anhydrid: zelena kiivka s kosoctverci, dikyselina: fialova kiivka s kruhy, nitril:
oranzova kiivka s trojuhelniky. Data jsou vyjadiena jako pomér chemilum luciferazy na chemilum -gal ve

vzorku versus koncentrace testované latky

Experiment I1

Z vyhodnoceni ptedeslého Experimentu I bylo jasn¢ zfetelné, Ze vSechny ze zkouma-
nych latek vykazovaly nejvyssi hodnoty chemiluminiscence pii nejnizSich koncentracich.
Tedy bylo mozno fict, ze méné koncentrované roztoky vykazovaly vy$§i miru aktivity na
RAR. Proto byla pii dal§im experimentu vytvofena nova koncentracni fada roztokl o koncen-

tracich: 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 pmol/l.

Pti experimentu II byly bunky transfekovany pouze RARE plasmidem a detekce tedy
byla provaddéna pouze chemiluminiscenénim meétfenim luciferdzy. Jako negativni kontrola
poslouzily triplety, na které byl aplikovan pouze DMSO (0,5 a 2,5 ul/jamka) a pro posouzeni
funk¢nosti plasmidu byl béhem experimentu také testovan roztok ATRA (1 umol/l). Méfeni

bylo provadéno s 95% ptesnosti.

Vysledky byly shrnuty do nize uvedené tabulky a experiment byl vyhodnocen grafic-
kou zavislosti chemiluminiscence luciferazy (RLU) na koncentraci méienych roztoka
(umol/l). Z grafického vyhodnoceni experimentu bylo mozné usuzovat, ze zavislost chemilu-
miniscence na koncentraci testovaného anhydridu (13) exponencidlné vzriistala a nejvyssi
odezvy bylo dosazeno pii koncentracich 1 a 2 umol/l. U bunék, na které byl aplikovan roztok

dikyseliny (14), byl sice také zaznamenan exponencialni nartst chemiluminiscence, nicméné

68



nedoslo az tak k vyraznému narastu ve srovnani s anhydridem (13). U posledni testované 14t-
ky nitrilu (10) byl zpozorovan naopak pokles chemiluminiscence s rostouci koncentraci. Vy-
svétleni tohoto faktu mohlo byt hned nékolik pocinaje cytotoxicitou latky, az po blokaci ja-

derného receptoru RAR konce. Proto byly nasledn¢ provedeny testy toxicity MTT.
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Obr. 50: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu RAR, obrazek vyjadiuje koncentracni zavislost akti-
vace RAR testovanymi latkami: anhydrid: zelena kiivka s kosoctverci, dikyselina: fialova kiivka s kruhy, nitril:
oranzova kiivka s trojuhelniky. Data jsou vyjadiena jako zavislost chemilum luciferdzy na koncentraci testované

latky

Experiment I11

Pro potvrzeni naméfenych dat z Experimentu II byla prométena identicka koncentrac-
ni fada latek jesté jednou. Do HepG2 bunék byl transfekovan plasmid RARE. Chemiluminis-
cence byla detekovana opét jen pro luciferazu a namétené hodnoty byly jesté¢ doplnény o sta-
noveni celkovych proteinii metodou BCA. Experiment byl vyhodnocen graficky jako zavis-
lost poméru chemiluminiscence luciferazy ku koncentracim testovanych latek (umol/l). M¢-
feni bylo provadéno s 95% piesnosti, jako negativni kontrola poslouZzily triplety obsahujici
pouze DMSO (0,5 a 2,5 pl/jamku), pro ovéfeni funkcnosti plasmidu byl béhem experimentu
pouzit triplet obsahujici ATRA (1 umol/l).

Grafické vyhodnoceni Experimentu III potvrdilo zavéry z predeslého Experimentu II.
Tedy anhydrid (13) vykazuje nejvyssi aktivitu na retinoidnich receptorech pii koncentraci
1 az 2 pmol/l. Hodnoty detekované chemiluminiscence a tedy i aktivity na RAR u dikyseliny

(14) byly béhem Experimentu III rovnéz nejvyssi pti koncentracich 1-2 pmol/l, nicméné pii
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srovnani s Experimentem I, kdy dosahovala chemiluminiscence dikyseliny (14) nejvyssich
hodnot pfi nejvyssich koncentracich (50 umol/l), bylo mozné piedpokladat, ze aktivita této
latky vzrista s koncentraci. JelikoZz koncentrace 50 pmol/l byla nejvyssi méiend, nebylo moz-
né urcit, pii jakém mnozstvi dojde k nasyceni receptoru a tedy kdy jiz nebude aktivita dikyse-
liny (14) vzrhstat. Zaroven ale mira detekované chemiluminiscence dikyseliny (14) pii kon-
centraci 2 umol/l byla v fadech desetitisicii niz$i nez u anhydridu (13). Experiment III také
potvrdil naméfena data u nitrilu (10), ktery vykazoval nejvyssi detekovanou chemiluminis-

cenci pii koncentracich 0,05 a 0,1 umol/l.
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Obr. 51: Vliv testovanych latek na transkrip¢ni aktivitu RAR, obrazek vyjadiuje koncentracni zavislost akti-
vace RAR testovanymi latkami: anhydrid: zelena kiivka s kosoctverci, dikyselina: fialova kiivka s kruhy, nitril:
oranzova kiivka s trojuhelniky. Data jsou vyjadiena jako pomér aktivity luciferdzy na mnozstvi proteinu ve

vzorku versus koncentrace testované latky

MTT1

Pro zakladni screening toxického ptisobeni latek na viabilitu bunék byl proveden MTT
test. Testovany byly veskeré pouzité koncentrace béhem Experimentt I, II, III s vyjimkou
nejnizsi 0,05 umol/l. Kazdéa koncentrace byla méfena v tripletu a z naméfenych hodnot absor-
bance byl vypocitan aritmeticky priiméer. Od hodnot tohoto priméru byla odectena absorbance
pozadi, tedy blanku. Vysledky byly udavany v procentech jako pomér korigovanych absor-
banci vzorku a standardu, tedy DMSO. Viabilita bun€k v tripletech standardu dosahovala
100% . Pro koncentrace vzorkl 0,1 az 10 pumol/l byl pouZivan standard DMSO o koncentraci

0,001 pumol/l, pro vyssi koncentrace vzorka (20 a 50 umol/l) byly do vypoctu pouzity hodnoty
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standardu DMSO o koncentraci 0,005 pmol/l. Métfeni bylo provadéno s 95% piesnosti a zis-

kané data byla graficky vyhodnocena.
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Obr. 52: Grafické vyhodnocei MTT I testu, panel A) anhydrid, panel B) dikyselina, panel C) nitril,
1. sloupec je pouze DMSO s viabilitou 100%

71



MTT 11

Pro ovéfeni experimentalni dat z MTT I byl experiment zopakovan. Vysledky byly
shrnuty do nize uvedené Tabulky 7 a poté byly graficky vyhodnoceny. I kdyz nebyly hodnoty

zcela totozné, tendence vysledkii obou experimentti se shodovaly.

Jak z experimentu MTT I tak z MTT II bylo mozné vyvozovat, ze u vSech tii latek by-
la viabilita nejvyssi pro prvni tfi koncentrace (0,1; 0,2; 0,5 pumol/l). Od koncentrace 1 umol/l

dale doslo k poklesu Zivotaschopnych bun¢k.

Anhydrid (13) vykazoval nejnizsi toxicitu z testovanych retinoidit viibec. Nicméné u
koncentraci 2 az 50 umol/l byl jiz postfehnutelna cytotoxicita. Hodnoty viability bunék s apli-
kovanou dikyselinou (14) dosahovaly podobnych hodnot jako u anhydridu (13). Nicméné
procenta zivotaschopnych buné€k byly v fadech jednotek procent nizsi. Tieti testovana latka
nitril (10) se ukazal v obou experimentech jako cytotoxicky. Zvlasté pti koncentraci 50 pmol/l
dosahovalo procento Zivotaschopnych bunék sotva 50%. Tento fakt miiZze vysvétlovat nizké

hodnoty namétené chemiluminiscence a tedy 1 aktivity nitrilu na jadernych receptorech RAR.
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Obr. 53: Grafické vyhodnocei MTT II testu, panel A) anhydrid, panel B) dikyselina, panel C) nitril,
1. sloupec je pouze DMSO s viabilitou 100%
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Piiprava vychozi latky

5.1.1. Priprava nitrilu

Ke smési B-iononu (9) (0,5827 g) a kyseliny kyanooctové (0,51850 g, 2 ekv.)
v 15 ml toulenu byl pomalu piikapavan piperidin (0,6 ml, 2 ekv.) za neustalého chlazeni na
0 °C. Nasledné¢ spolu s dostatecnym mnozstvim molekulového sita (9,1 g) byla smés refluxo-
vana pod zpétnym chladi¢em po dobu 12 hod. Piipadné zbytky neabsorbované vody, ktera
vznikla kondenzaci, byly odstranény piidavkem Na,SO4. Molekulové sito a hydrat Na,SO4
byly oddéleny filtraci. Nasledné byl produkt (10) zahuStén na vakuové odparce. Z divodu
pritomnosti necistot bylo nezbytné surovou smes piecistit sloupcovou chromatografii (SiO,,
DCM). Po purifikaci a opétovném odpaieni rozpoustédla vznikla Zluta olejovita latka. Vzhle-
dem k faktu, Ze reakce meéla oCekavany pribéh 1 dobré vytézky, byl experiment proveden

v dalSich tfech Sarzich (viz Tabulka 3).

1 1 il v
m(p-ionon) 0,5862 | 5,5861 | 5,5867 | 5,6013
[g]
m(kyanooctovd kys.) 0,52 | 5,1837 | 5,1598 | 5,1942
[g]
V(piperidin)
e 0,6 6 6 6
Vi(toluen)
o 10 100 100 100
m(mol. sito) 1,01 9,15 9,2 9,13
[g]
m(surovy produkt) 0,59 4,90 5,16 6,43
[g]
m(Cisty produkt) 0,26 2,62 2,66 4,75
[g]
Relativni vytéiek reakce
s 396 | 419 | 425 | 757
Relativni Cistota 0
o 99%

Tab. 3: Piehled navazek a vytézku pripravy nitrilu
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5.1.2. Priprava (B-ioniliden)acetaldehydu

K roztoku nitrilu (10) (0,2 g) v bezvodém DCM (20 ml) v inertni Ar atmosféie byl
pridan 1,0 M DiBAL-H v DCM (1,115 ml). Reakce probihala za neustalého chlazeni a mi-
chani 2 hod. Po zreagovani bylo ke smési piidano malé mnozstvi 1M H,SO4 tak, aby vysledné
pH roztoku bylo rovno 4. Nasledné byla organicka vrstva oddélena a suSena pomoci Na;SOy.
Po zfiltrovani bylo odpafeno rozpoustédlo a produkt (B-ioniliden)acetaldehyd (11) byl jeste
precistén na sloupcové chromatografii (Si0,, DCM). Jelikoz bylo experimentem dosazeno
pozadovaného produktu v dobrych vytézcich, byla reakce zopakovana v dalSich tfech Sarzich,

navazky jsou shrnuty v nize uvedené tabulkce (Tabulka 4).

I 11 111 v
m(nitril) 0,2000 | 0,1982 | 0,2016 | 2,0202
8]
m(DiBAL-H) 1,115 1,115 1,115 | 12,370
[ml]
V(pcm)
o] 20 20 20 100
m(ag}hyd) 0,1070 | 0,0979 | 0,1091 | 0,8215
Relativni vytézek reakce
% 52.8 48,7 53,4 40,1
Relativni Cistota
o 93,8 | 946 | 932 | 942

Tab. 4: Ptehled navazek a vytézku pripravy (p-ioniliden)acetaldehydu

5.1.3. Priprava anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Do baiiky s inertni Ar atmosférou byl vnesen anhydrid kyseliny B-methylglutakonové
(5) (0,664 g) rozpustény v bezvodém THF (5 ml). Po ochlazeni na ledové 1dzni byl pfes sep-
tum pifidan aldehyd (11) (1,08 g), ktery byl piedem rozpustén v bezvodém THF (1 ml). Po
opétovném ochlazeni smési byl pomalu ptikapavan pyridin (100 pl). Po 2 hod. byla reakéni
smés ziedéna diethyletherem (50 ml) a vysuSena pomoci Na,SO4. Vznikly hydrat byl odfil-
trovan a po odpareni rozpoustédla z filtratu vznikla syté Cervend latka gumové konzistence.

Tento postup byl proveden ve tiech Sarzich.
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| 11 111
m (aldehyd) 0,1599 | 025 | 04782
[g]
m (anhydrid kys. f-methylglutakoronové) 0,0978 0,154 0,294
[/
V (pyridin)
Jml] 0,1 0,1 0,1
m (anhydrid kys. 13-;;;—12-karboxyretinové) 0,2390 0,3727 0,6677
Relativni vytéZky reakce
1%] 99,7 99,4 93,1

Tab. 5: Piehled navazek a vytézku piipravy anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

5.1.3.1. Priprava anhydridu kyseliny p-methylglutakonové
Smés 3-methylglutakonové kyseliny (I) (0,47 g) a Ac,0 (0,75 ml) byla zahtivana pii
70 °C po dobu 1 hod. Nésledné bylo rozpoustédlo odstranéno v lyofilizatoru. Vysledny pro-
dukt - anhydrid kyseliny B-methylglutakonové (12) - byla krystalickd oranzova latka. Reakce

byla provedenana ve dvou Sarzich.

| 11

m(3-methylglutakonova kys.) 0.4371 0.864

[g] ’ ’

V (Ac,0)
[ml] 0,75 1,50
Mm(anhydrid kys. f-methylglutakonové) 0,3552 0,5829

[g]
Relativni vytéZek reakce

1%] 68,5 56,8

Tab. 6: Piehled navazek a vytézku piipravy anhydridu kyseliny f-methylglutakonové

5.2. Reaktivita anhydridu kyseliny 13-cis-13-karboxyretinové

5.2.1. Priprava propylamidu kyseliny 13-cis-karboxyretinové

Béhem prvniho a druhého experimentu byla pouzita pouze analytickd mnozstvi anhyd-
ridu (13) a nadbytek propylaminu (II). Pfi tfetim experimentu bylo jiz piesné navazené mnoz-

stvi anhydridu (13) (46,2 mg) rozpusténo v. DMSO (0,5 ml), potom byl ptidan nadbytek pro-
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pylaminu (0,85 ml). Reakce probihala za laboratorni teploty po dobu 7 hod. Experiment byl
jeste zopakovan s reak¢énimi ¢asy 12 a 24 hod. Vysledna smés vzdy obsahovala 4 izomery
propylamidu, jak nastinila analyza HPLC-MS. Proto byla posléze u tfetiho experimentu pro-
vedena purifikace produktu na preparativnim HPLC. Rozpoustédlo bylo po separaci nasledné
odpareno na vakuovém koncentratoru a ziskany produkt (17) byl vyizolovéan ve form¢ zlutého
oleje. Surové findlni smési bylo pfipraveno 67,7 mg. Purifikaci bylo odd€leno 1,4 mg a
1,8 mg dvou frakci propylamidu (17). Relativni vytézek reakce po chromatografickém ¢isténi

byl 6%.

5.2.2. Priprava piperidinylamidu kyseliny 13-cis-karboxyretinové

Ptiprava piperidinylamidu byla provedena tfikrat. Pvni experiment pracoval
s analytickym mnozstvim anhydridu (13). Pfi druhém a tietim experimentu byl navazen a
rozpustén anhydrid (13) (6,6 mg, 41 mg) ve DMSO (1,5 ml, 2 ml), nasledn¢ byl napipetovan
nadbytek piperidinu (0,200 ml; 2,00 ml). Reakce probihala za stalého michani pii laboratorni
teploté 12 hod. Po odpateni rozpoustédla a analyzovani vysledné smési, bylo zfejma na za-
znamu analyzy HPLC-MS ptitomnost nékolika blize nespecifikovanych izomert piperamidu
(18), proto pro dalsi biologické testovani byla smés produkti tietiho experimentu precisténa
na preparativnim HPLC. Hmotnost surového produktu byla 68,4 mg. Po purifikaci bylo

vyizolovéno pouze 1,1 mg. Relativni vytézek reakce €inil 1,7%.
5.2.3. Priprava esteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Alkalicka methanolyza s naslednym okyselenim HCI

Do slzové baiky byl navdzen anhydrid kysliny 13-cis-12-karboxyretinové (13)
(196,6 mg) a nasledn¢ byl rozpustén v methanolickém roztoku NaOH (50 mg/ml) (16 ml) a
michén za laboratorni teploty. Doba reakce byla 48 hod. Po okyseleni 10% HCI na pH 4 byla
reakéni smés extrahovéana diethyletherem. Ten byl néasledné odstranén na vakuové odparce.
Analyza HPLC-MS prokézala uplnou hydrolyzu methylesteru (19) za vzniku kyseliny 13-cis-
12-karboxyretinové (14). Karboxylové kyseliny (14) bylo pfipraveno 206 mg, coz odpovida

relativnimu vytézku 99,3%.

Alkalicka ethanolyza s naslednym okyselenim H>SO,

Do pfedem piipraveného bezvodého ethanolického roztoku NaOH (50 mg/ml) (4 ml)
byla ptfiddna navazka anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13) (48,6 mg, 45,5 mg),
reakce probihala 1,5 hod. za laboratorni teploty a za neustdlého michdni. Posléze byl roztok
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okyselen 5% H>SO4 na pH 3 a urychlené byla provedena extrakce do diethyletheru. Néasledné
bylo provedeno odpaieni rozpoustédla na vakuovém koncentratoru. Experimentem bylo pfi-
praveno 37,6 mg a 64,4 mg surového produktu. Druha Sarze byla pfeciSténa na preparativnim
HPLC. Purifikaci byly vyizolovany dv¢ frakce obsahujici 0,9 mg a 1,9 mg ethylesteru kyseli-

ny 13-cis-12-karboxyretinové (20). Relativni vytézek reakce ¢inil 5,4 %.

5.2.4. Priprava kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové

Do banky bylo umisténo analytické mnozstvi anhydridu kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (13), ktery byl poté rozpustén v dostate¢ném mnozstvi THF. K ¢irému rozto-
ku byla ptfidana destilovana voda, pfidavkem doslo k zakaleni. Nasledné byl opét pfidan maly
objem THF. Reak¢ni smés byla nasledné ochlazena na ledové 14zni na 0 °C. Za neustalého
michani byl pfidan roztok NaOH (40 mg/ml, 1 mol). Pfidavkem doslo ke zméné barvy rozto-
ku z Zlutého na Cerveny, potom reakce probihala dalSich 12 hod. Nasledn¢ byla provedena
opakovand extrakce do diethyletheru, pficemz vodna faze byla okyselena 10 % H,SOj4 a zno-
vu extrahovana diethyletherem. Nésledné byla organicka faze vysuSena Na,SOy, zfiltrovana a

odparena na vakuovém koncentratoru.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo pfipravit nové derivaty retinoidi s potencidlem pusobit na reti-

noidni receptory buné¢k a ovliviiovat tak expresi urcitych gen.

Nejprve byl pfipraven pomoci reprodukovanych postupti anhydrid kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové. Posléze byla u této latky zkoumana reaktivita. Na zakladé ziskanych expe-
rimentalnich dat byly pfipraveny nasledujici produkty: propylamid kyseliny 13-cis-12-
karboxyretinové (17), piperidinylamid kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (18), ethylester
kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (20), kyselina 13-cis-12-karboxyretinova (14).

V biologické casti prace pak byly testovany veskeré retinoidy které byly béhem che-
mické syntézy piipraveny a izolovany v dostate¢ném mnozstvi. Jako bunéény model slouzila
linie HepG2. Interakce latek s RAR byla monitorovana chemiluminiscenci luciferazy, ktera
byla regulovana pravé transkripéni aktivitou RAR. Z naméfenych dat bylo mozné vyvozovat,
ze pripravené retinoidy nedosahuji stejné miry aktivity oproti ATRA. Nicméné zejména nitril
(10), kyselina 13-cis-12-karboxyretinova (14) a anhydrid kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové
(13) vykazovaly zvySenou schopnost aktivovat jaderné retinoidni receptory (RAR). Posledni
dv¢ latky zminované dosahovaly nejlepSich vysledk pfi koncentraci 1-2 umol/l. Zarovén ani
anhydrid (13), ani kyselina (14) nevykazovaly zvySenou miru cytotoxicity, cytotoxické vlast-

nosti byly ale zjistény u nitrilu (10).
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7. Seznam pouZzitych zkratek

4-HPR: N-(4-hydroxyphenyl)retinamide N-(4-hydroxyfenyl)retinamid

A: adenine adenin

ADH: alcohol dehydrogenase alkohol dehydrogenéza

APL: acute promyelocytic leukemia akutni promyelocytarni leukemie
ATP: adenosinetriphosphate adenosintrifosfat

ATRA: all-trans retinoic acid kyselina all-trans retinova

BCO1: beta-carotene 15-15"-oxygenase beta-karoten 15-15"-oxygendza

C: cytosine cytosin

CC: column chromatography sloupcova chropatografie

CDK: cyclin dependent kinase cyklin dependentni kinaza

¢GMP: cyclic guanosine monophosphate cyklicky guanosin monofosfat

CM: chilomicrone chilomikron

CRABP:

cellular retinoic acid binding protein bunécny vazebny protein kys. retinové
CRALBP: cellular retinal binding protein bunécny retinalovy vazebny protein
CRBP: cellular retinol binding protein bunéény retinolovy vyzebny protein
CYP: cytochrome P450 cytochrom P450

DBD: DNA-binding domain doména vézajici se na DNA

DCM: dimethylsulfoxide dimethylsulfoxid

DGAT: acyl-CoA wax alcohol acyltransferasa 2 (EC: 2.3.1.75 a EC: 2.3.1.76)
DiBAL-H: diisobuthylaluminium hydride diisobuthylaluminium hydrid
DMSO: dimethyl sulfoxide dimethyl sulfoxid

G: guanine guanin

LBD: ligand-binding domain doména vézajici ligand

LRAT: lecithin retinol acyltransferase lecitin retinol acyltranferaza

NAD": nicotinamide adenine dinucleotide nikotinamidadenindinukleotid
PNPLA 4: patatin-like phospholipase domain containing 4 (EC: 3.1.1.3)

RA: retinoic acid kyselina retinova

RALDH: retinaldehydrogenase retinal dehydrogenaza

RAR: retinoic acid receptor receptor kyseliny retinové

RARE: retinoic acid responsive element responzivni element kyseliny retinové

RBP: retinol binding protein retinolovy vyzebny protein



RDH: retinol dehydrogenase
REH: retinol ester hydrolase
RNA: ribonucleic acid
RXR: retinoid X receptor

RXRE: retinoids responsive element

retinol dehydrogenéza
retinol ester hydrolaza
ribonukleova kyselina
retinoidovy receptor

responzivni element retinoid

SDR: dehydroganazy/reduktazy s kratkym fetézcem
STRAG: receptor RBP
T: thymine thymin

THEF: tetrahydrofurane

TLC: thin layer chromatography
TTR: transthyretin

U: uracil

UPLC-MS:

ultra performed liquid chromatography

tetrahydrofuran
tenkovrsva chromatografie
transthyretin

uracil

vysoko-uc¢inna kapalinova chromatografie
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Obr. 1: Pripraveny nitril (10) méfené po purifikaci na CC
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Obr. 2: Pripraveny (B-ioniliden)acetaldehyd (11), méfeno po purifikaci na CC



RT: 0.00-5.00

RT:2.30 ML: 9.27E5
AR 2611712 Total Scan PDA
= Avalon ¥S-04-ll-kone
Z 5000003
: 1 919023040 2.18 277 483
0 WA . ; . -
ML 2.21E8
321 TICF:- ¢ APCIQIMS
100 [100.000-800.000] MS
VS-04-ll-konc
50 152 237 480
147 124 174 184 201 215 2.49 274 230 284 320 3.47 369 375 408 425 436 459 471
ML: 5.25E8
2.30 TICF:+c APCIQIMS
100 [100.000-800.000] MS
WS-04-I-konc
50
021 037 053 080 088 104 120 129 159 175 194 208 232 248 271 277 291 307 348 356 384 395 413 437 451 460 4352 496
rrTrrrrrrrr rtrrgrrrrgrrrrrrrrprrryrrrrrrr;prrrprr ey rrrrrr;prrr;prre;yprrefrrrprer ;YT
00 02 04 0B 08 10 12 14 16 18 20 22 24 28 28 3.0 32 34 38 38 40 42 44 4B 43 50
Time (min)
327.07 ML: 3.5E8
g 100 ¥S-04-I-konc#325
2 20 RT:330 &Y:1F:ec
5 APCIQIMS
c 0 [100.000-800.000]
E
a 40
=
% 20 309.00 |azapns
& 11404 15497 17508 21282 25689 28307 320.08 3g8.11 41217 440,10 454.14 52128 53906 56492 607.12 63511 653.16 67012 70050 737.65 760.47 73463
127.04 ML: 4.25E5
400000 VS-04-ll-konc#461
RT:468 AY:1F:ec
APCIQIMS
300000 [100.000-800.000]
200000
100000 256.99
166.05 196.03 23080 27893
bl e 32805 36689 39110 41367 45832 47560 52203 54021 56853 60526 64344 66204 68828  724.06 74381 79300
0 lII|‘“!‘lII|‘II.I | BN S R R B S R S N S NN B B N S S N R N S S S R RN SN S R S U S S R R NN SN S N S N S SN BN S S S S m |

I
100 150 200 250 300 350 400 460 500 550

Obr. 3: Analyza pripraveného anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (13)
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Obr. 4: Analyza surové smési pripravy propylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (17)
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Obr. 5: Analyza pripraveného propylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (17) po purifikaci na preparativnim HPLC, frakce 1.
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Obr. 6: Analyza pripraveného propylamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (17) po purifikaci na preparativhim HPLC, frakce II.



3. Diode Array
1.84 Range: 2.444e+1

1.48

-0

100+

%

il
-0

L B L B L I L L L L L L I L I L L L I L L L L L L I L B L L L L L L I L L L L L B L N R AR R AR RN n s nannn naans |
0o 020 040 060 08B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

L L L L L L L L I L L I I L L I L L I L L L I I L L L L L L I I L B I L ) B L L R L R R R RN LR A n R R

00 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
1: Scan AP+
2.06 412
211 1517

7
2252‘32
1.88
355
160 1.71 35107 360 476
3.20 ~, 3.84 -0 485
025 034 94905 gg1 1o < s5y06s 2% 299 P 339 376 2% 405 428434 455 TS %/4'90
N /,J-J\/ et

00 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 5.00
1. Scan AP+
1.26 TIC
e 4.05e9
0,01 A 3. 49 356 e
7 [ 165 402 415419 457
1 0.36 AN e 332 ) A4 i I 448 2% 478 4 95
NOU2055 o o8 [\ a7 e [T 243 55y 270 294306 3.7 PR me, N “‘JHLH A WA Moy WA
008 02{ I(." \'. Il\~ e \ 0.82 R I/\I If b Py ; /1 64 / ‘v‘-,.\ 2[23 .’\\ AN v j\/ e ""'nf N -, /\ W,
/ vy A . % \, Vi A ! SN AN - \ - J_

Time

Obr. 7: Analyza surové smési pripravy piperamidu kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (18)
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Obr. 8: Analyza pripraveného piperamidu Kkyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (18) po purifikaci na preparativnim HPLC
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Obr. 9: Analyza produktu alkalické methanolyzy anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyrtinové (13) a nasledného okyseleni HCIl, namisto predpokladaného
methylesteru (19) vznikla Cista kyselina 13-cis-12-karboxyretinova (14)
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Obr. 10: Analyza surového produktu alkalické methanolyzy anhydridu kyseliny 13-cis-12-karboxyrtinové (13) a nasledného okyseleni H,SQO,, na zdiznamu je ziejma
smés vzniklého ethylesteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (20) (tg= 3,98 min) a kysliny 13-cis-12-karboxyretinové (14) (tg= 2,70 min)
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Obr. 11: Analyza purifikovaného ethylesteru kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (20) po delSim stani v ¢ase za chladu a temna.

040 060 080 100 1.20

! l\,v" \h». Ao

1

5.00

n ES+
372

3.44e8

5.00
1. Scan ES+
TIC

1.32e10

4.80



3. Diode Array

265 _ Range: 5.274e+1
3676146 Area
041
483778 1.13 192 o4
068 084 1.09 541252 834056 453522
. : g
0,32,68?g 1238024132‘1 2849l
oo 020 040 060 08B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 5.00
1. Scan ES+
268 345
4.02e8
|24?1
|/
¥
i . I e
o0 020 040 OO0 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
1. Scan ES+
4.38.4.41 e
3.91 407 / I"!"""-. 7.05ed
3820 NI 0P 405 L 484 478488 4 o7
1.95 268 3.03 313 348383 75 AN A SR) S T oA e,
0.01 ‘_—2-{12 2.16 3'33 244 AT 3'71 _,—,/ o 343 et =N VN — A A
( 0.13 036 055 067 G Y / :,'..-..‘_Jn.(,,___,«-.,_ W
Time

R R L I L L L I I L L L I L I I L L L I L L L I L L L I L L L I L L L L L L L I I L L N R R RN LR RN LR naaas
-000 020 040 060 08B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 4580 500

Obr. 12: Analyza pripravy Kyseliny 13-cis-12-karboxyretinové (14) interpretované dle ¢lanku Lewin a kol., 1981



