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Uvod:

Tématem této bakaigké prace jsou protinddorova prilé@ a mechanismus
jejich aktivace. V teoretickéasti se postugnseznamime s tim, co to jsou piilé a
jaké jsou vyhody jejich pouzivani. Dale jsou zdepgimna konvemé pouzivana
cytostatika a jejich @&eni podle mechanismu ¢inku. Podrobsji se zabyvame
funkenimi skupinami, které se vyuZivaji ve strukturacoblgiv a jejich metabolismem
v organismu. Rozsahk&st je ¥novana moznostem cileni protinadorovych privléa
nadorovou tka.

V experimentélni¢asti se zawgfime na testovani cytotoxicity metabolicky
aktivovanych derividit triterpeni. Jedna se o latky, které jsou odvozené od stryktur
kyseliny betulinové, konkrétnkarbonatové derivaty. Jejich syntézou se zabyv®RN
J. Sarek a Mgr. M. Kvasnica zipdowdecké fakulty, Katedry Organické chemie
Univerzity Palackého v Olomouci. VSechny testovamerivaty jsou v této préaci
uvedeny pod jejich kédovym oz¥enim.
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Cil prace:
1. Optimalizace metodiky pro in vitrofipravu v hepatocytech
metabolizovanych derivatriterpen.
2. Stanoveni cytotoxicity metabolizovanych derivat nadorové buiné linii
CEM.
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1. Teoretick&ast



1.1Prolé¢iva - uvod

Vroce 1958 definoval Albert pral&vo jako chemickou latku s malym nebo
zadnym farmakologickym dinkem, kterd musi projit biotransformaci na teraicky
aktivni metabolit [1]. Pray tato skuténost odliSuje proliva od Eznych I€K.
Prol&iva Ize rozdlit do nékolika skupin podle tznych hledisek. Z historického
pohledu dlime I&iva na zamrn¢ pripravena a nahodnobjevena. Z pochopitelnych
duvodi prevliadaji zamrné pripravena proléiva, ktera vznikaji derivatizaci nebo
modifikaci znamé aktivni latky. Podle chemickycthitéaii rozliSujeme 4 hlavnitidy
prol&iiv:

1) Prol&iva spojena s nosm — aktivni latka je spojena s ntsn, k nasledné

aktivaci u &tSiny prol&€iv dojde hydrolyzou

2) Bioprekursory — prok&va neobsahujici furdai skupinu, ale jsou aktivovana

oxidaci nebo redukci

3) Makromolekularni prol&va — nostem aktivni latky je makromolekularni latka,

napiklad PEG (polyetylenglykol)

4) Léciva konjugovana s protildtkou — ndsm je protilatka, ktera se vaze na

nadorové biiky
Nejpcietrgji je zastoupena prvni skupina préké ktera jsou aktivovana hydrolytickym

odstragnim funkeni skupiny. Bioprekursoryipdstavuji asi ¥ protév [2].

1.1.1 Divody k pouZzivani prol&iv

Proto, aby l&ivo proniklo do mista svéhociinku, musi pekonat v organismu
nékteré bariéry — n@sgji biologické membrany. U mnoha lékse setkdvame
s nevhodnymi fyzikalérchemickymi vlastnostmi (Spatna rozpustnost vecygalarita,
chemicka stabilita) a farmakologickymi vlastnostf§patna peroralni absorpceilig
rychly presystémovy metabolismus, toxicita) a dafSfohoto divodu je nutné l&va
vhodre modifikovat, abychom dosahli, co nejvyheglich viastnosti. #tomto procesu
vyuzivdme tiznych funknich skupin — ,promoiety* k derivatizaci vychoziléiva.
V organismu jsou pak tyto skupiny chemicky nebo yemaw¢ odbourany. Proces
probih&a v jednom nebo vice krocich, po kterychw@ni aktivni latka (Schéma 1).

Z predchoziho textu vyplyva, Ze je velmildzité zvolit vhodné komponenty pro
design nového protéva. Je dlezité zvazit, které funini skupiny na vychozim éé/u
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je mozné derivatizovat. Vybrat takové fumk skupiny, které nejsou organismu nijak
nebezpéné a jsou rychle vykovany z &éla. Pokusit se ddapdu odhadnout chovani
volné ,promoiety” v &le. Brat v Gvahu vznik i dalSich prodika jejich degradaci.
Komplexre porozungt farmakokinetickym vlastnostem: absorpce, distéu

metabolismu, exkrece (ADME).

i o
A; : enzymaticka
SR i nebo chemicka
i transformace
SN RN l funkéni o funlkini
= S S |— [ |
T
bariéra

Schéma 1: llustrace konceptu pkivé Komplex |&ivo — funkéni skupina je
farmakologicky neaktivni. Bariérou ke byt mySlena jakakoliv limitace vychoziho
léc¢iva k dosazeni optimalnich farmakologickych vlastioL&ivo a funkéni skupina
jsou reverzibil@ spojeny kovalentni vazbou, kterou je mozné cheyiclebo

enzymaticky odbouratimz dochazi k aktivaci &va [3].

1.1.2 Hlavni zpisoby aplikace prol&iv
1) Peroralné

Pro orélni podavani prali#a jsou hlavnimi omezujicimi faktory Spatna rozpast
ve vodt, nizka dostupnostiges membrany, rychly metabolismus v jatrech a nasled
vylouceni ZIW&i. ZlepSeni rozpustnosti ve ubdmuze byt zaji&no zavedenim
ionizované skupiny (n&p fosfatu) k givodnimu I€ivu. Lipofilitu muzeme zvysit
maskovanim polarni nebo disociovatelné skupiny lekde I&iva. Molekula pak
muze prostupovatiies membranu. Absorpce zpitiestkovana fenaséem je dilezita
pro polarni nebo nabité latky, které nemohou preehénembranou. Promoietotchto
latek je nosi, ktery ma takovou strukturu, aby interagoval s mEmovymi
transportéry. V tomto sénu se zdaji byt zajimavé peptidové transportérgrétse
beZne vyskytuji v tenkém gewe.

2) Parenteralné (jinym zpisobem nez peroraih

14



| tento zmisob podavani je zavisly na rozpustnosti pfiok ve vodném progedi. Tuto
rozpustnost Ize vyznanirevySit zavedenim 2x ionizované fosfatové skupidlgpSeni
absorpce f lokalnim podaniteSi problém sigkonanim vgjSich bariér a zamezenim
priniku I&iva do systémové cirkulace. Zejména vyhodné se gelgktivni podavani
prol&iv. Jedna se o zajimavou oblast vyzkumu. Selektilae prol€iva podavat
nékolika mechanismy, a to prdstinictvim transportér selektivni metabolickou
aktivaci enzymy, antigenovym zfenim a dalSimi.

Omezené nadaleagtdva dodavani pral®& do CNS, kde je obrovskym
problémem pekonani encefalopatické bariéry krev — mozkomisok.nMoznosti jak se
s timto problémem vygédat, je vyuzit transportéry encefalopatické bgriéa které
budou I€iva cilena. Nafiklad prostednictvim neutralniho aminokyselinového
transportéru LAT1 je mozné transportorovat protordsiou latku melphalan (derivat
yperitu), ktera je svoji strukturou podobna fengtahu [4].

Dalsi vyhodou vyuziti proldv, kterou uvadime, je mozZnost postupného
uvolovani aktivni latky z protdva a tim padem prodlouzZeni dobsinku [3].

Design proléiv je vyznamnou oblasti vyzkumu a staliesstava velkou vyzvou.
Cilem, kterého chceme dosahnout, je maximalni wtyuaéinku aktivni latky
v organismu a minimalizace vedlejSich nezadouci¢mki. Rada proléiv je jiz

zavedena dodiné praxe.

1.2Protinddorova proléciva

Lécba nadotl je obtizna, prakticky k ni neni mozné pouzit pojetenou metodu.
Lécba je zaloZena na kombinaci vice metod (chirurgicadioterapie a chemoterapie),
které se navzajem daflji. Protinadorové protévo musi uspokojovatdkteré zasadni
piedpoklady:

1) Biomolekuly sdruzené s nadorem se musi vyskytovaidorové tkani ve vysSi
hladint na rozdil od zdravé tké&n Zaroveér musi byt schopné generovat
cytotoxickou latku.

2) Aktivace prol€iva v mistech mimo nador musi byt minimalni.

3) Prol&ivo musi byt substratem pro enzym sdruzeny s nad@elostai@&nou
afinitou.

4) Prol&ivo musi byt mnohem ménoxické v porovnani sgvodni latkou.
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5) Prol&ivo nesmi byt zdla vylucovano iliS rychle a nesmi vstupovat do n

nahods. Je tedy nutné zvolit spravnou polaritu ptoté [5].

Samotna chemoterapie je zaloZena &kolika mechanismechéinku. Konvergngé

pouzivana cytostatikaipobi prostednictvim &chto mechanisin

1.2.1 Antimetabolity
Inhibuji klicové enzymy metabolismu, modifikuji produkty katadk€ reakce nebo
terminuji st polymernihdetzce biomolekul. Toto vSe e vést k poruse biosyntézy
nukleovych kyselin s naslednou inhibici Baného @leni. V tomto gipact hovaime o
antimetabolitech - latkach, které vznikaji chemickou Upravourirqeeré se
vyskytujicich metabolit. Na zaklad velmi podobné struktury jsou rozpoznany
enzymem, ktery katalyzuje konkrétni reakci. Vyufiiga antimetabolity, které zasahuji
do biosyntézy prekurzérbazi, biosyntézy/katabolismu slozek nukleovychekysnebo
ovliviuji enzymytidici burgeny cyklus [6].

Mezi dlouho znamé a pouZzivané zastupce antimetahmhii 5-fluorouracil,
analog pyrimidinovych bazi, jehoZz prednictvim dochazi k inhibici thymidylat

syntasy (Schéma 2 a 3).

Thymidin
3

= o —— T —
=T -. Kﬂlnemvncwéha dNTP |—|- g

7

~— [pariist hiadiny dutel . | DNA

T
dUTP4sa DG

Schéma 2: Mechanismus inhibice thymidylat syntadiu&rouracilem — thymidylat
syntasa (TS) katalyzuje fgménu  deoxyuridinmonofosfatu  (dUMP) na
deoxythymidinmonofosfat (dTMP), kde 5, 10- methy&trahydrofolat (CHTHF)
slouzi jako donor methylové skupiny. Aktivni methbo 5-fluorouracilu
fluorodeoxyuridinmonofosfat (FAUMP) se vaZze na ‘Wewe misto nukleotidu SH
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skupiny cysteinu. Vytvd stabilni ternarni komplex s thymidylat syntasou a
tetrahydrofolatem, blokujeffstup dUMP k vazebnému mistu a tim inhibuje syntézu
dTMP. Inhibice vede k nerovnovaze v hotovosti demkleotidu (DTP) a zvySené
hladire deoxythymidintrifosfatu (dUTP), coz jsouriginy posSkozeni DNA. Rozsah
poSkozeni zaginény dUTP je zavisly na hladéinpyrofosfatasy (dUTPasy) a uracil-
DNA-glykosylasy (UDG). Pyrofosfatasa omezuje inglatarni akumulaci dUTP. UDG

je zodpo¥dna za opravy DNA, ktera obsahuje ch¥lmarazeny uracil a 5-fluorouracil

[71

ng Enzym -SH o HN
0 deoxyrlbosa P 2C~N\ )‘\1//

S----enzym

ZT

deoxyrlbosa P
Schéma 3: Komplex fluorodeoxyuridinmonofosfaturakydrofolatu a TS. Atom fluoru
na substituované molekule uracilu, neni schopetoagg stejnym zpsobem jako atom
vodiku, coz vede k zablokovani dalSich reakci nudtehe drahy [8].

1.2.2 Interkalaéni latky

Mohou @imo poSkozovat struktury jiz hotovych nukleovychs&ln. Vazi se naé
nekovalentni, népstji vodikovou vazbou. Dojde k poruSe funkce nukledvkyselin

a vysledkem je off omezeni butné proliferace. Konvemé pouZzivana jsou
antracyklinova antibiotika — n#&p doxorubicin, daunorubicin a od nich odvozené

derivaty [9].

1.2.3 Cytoskeletarni jedy

Alternuji mikrotubularni proteiny s nasledkem abmémiho ptibéhu mitézy. Nap.

v pripact vincristinu dojde k zablokovani mitdézy v metafazile mikrotubuly zajiuji

pohyb chromosoin MiZe jit o latky, které destabilizuji mikrotubuly relmaopak je

pied depolymerizaci chrani. Nazyvamecjpgoskeletalni jedy Mohou to byt i latky

17



piirodniho @mivodu napiklad vinka alkaloidy nebo jejich derivaty kolchigivinkristin,
paklitaxel, spongistatin a dalSi (Schéma 4) [10].

HG, (CH2CH

paklitaxel

vinkristin
HO

Schéma 4: Zastupci latek interagujicich s tubulin&oj.

1.2.4 Inhibitory proteosyntézy
Zpasobuji poruchy syntézy protéin— inhibitory proteosyntézy. VyuZiti tohoto
mechanismu je nejmértasté pro protinadorovou chemoterapii. Je vyuZiy#RBesi

antibiotické 1&bg.

1.2.5 Inhibitory topoisomeras

Inhibuji topoisomerasy, které jsou dlezité @i opravnych procesech DNA a podileji se
na kondenzaci a dekondenzaci chromosopti mitéze. Podle toho, se kterou
topoisomerasou interaguji se inhibitory¢lid na inhibitory topoisomerasy | a

topoisomerasy Il (Schéma 5) [6].

18



Schéma 5: Topotecan — inhibitor topoisomerasy 1].[VyuZiva se k [&¢ karcinomu

kolorekta, nemalobutného karcinomu plic, karcinomu ovéaria a jicnu [6].

1.2.6 Mitokany

Latky, které zasahuji do funkce mitochondrii aapame jakomitokany. Jedna se o
malé molekuly, které selekti¢nindukuji apoptoézu interferenci s mitochondriemi.
Nap‘iklad analoga vitaminu E jsou cilena na elektr@amsportnirettzec. Konkrétni
zéastupcer-tokopherylsukcinét je zagren na komplex Il dychacihetzce [12].

1.2.7 Inhibitory tyrosin kinasovych receptoi
Ovliviwji tyrosin kinasovou signalni drahurhibitory tyrosin kinasovych receptori.
Jedna se o malé molekuly, které inhibuji tyrosinakiovou doménu receptoru a tim
zasahuji do intracelularni signalizace vedoucidkl&ci mitézy, transkripci géna
diferenciaci busk (nag Imatinib, Sorafenib). Nevyhodou je, Ze tyto latkysobi
neselektiv a kompetitivni inhibici s ATP inhibuji vice tygyrosin kinas. V sotasné
doke byly objeveny derivaty serotoninu, které na tymoginasy msobi selektiva
nekompetitivie s ATP (Schéma 6) [13].

NH;CI

V

zZ

HO

Schéma 6: Derivat serotoninu inhibujici tyrosindsa [13].
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1.2.8 Hormondlni I&iva

Vyuzivaji hormonalni zavislosti¢kterych typi nadorovych bugk pro jejich fist. Jedna
se \tSinou o latky hormonalni povahy. VyuZivaji se pedevSim latky povahy
estrogei k Ié&hé rakoviny prsu. Jako agonisté estrogenniho recepsmu pouzivana
léciva tamoxifen [43] nebo miproxifen, ktery se pod&eaforne prol&iva s fosfatovou
funkéni skupinou (Schéma 7) [18]fiRécheé prostaty se vyuZziva anti-androgejako

nagiklad cyproteronacetatu a flutamidu k chemické feast pacienta a inhibici

stimulace fistu androgen dependentnich nadorovychek(dh3].

Schéma 7 : Struktura miproxifenu a jeho ptnlé [18].

Vidime, Ze protinadorovych d¢& je velké mnozstvi siznorodym
mechanismem dinku. V sowasné dob prochazi vyvojem léva, ktera fisobi na
nadorovou bitku velmi specificky a cileh MuZzeme sem zadit |&€iva, ktera ovliviuji
diferenciaci nadorové hlty nebo vyvolavaji jeji apoptdzu. Jina cytostatikehou
pusobit jako agonistéustovych fakto (nag. Herceptin pro EGFR) nebo owvigvat
burgcny cyklus. Zajimavou skupinou latek jsou takoveéer&t modifikuji odpowd’
.hostitele” na karcinogenezi - n#klad moduldtory imunitni odpeadi a latky
omezujici metastazovani a abiogenezi v nadoru [4dhky pouzitych I€iv se mohou
také Giznym zpisobem kombinovat (synergismus, antagonismus, adifiimek).

Pfi chemoterapii je u@dnosiovana systémova apli&ai cesta, &uz peroralni
podavani nebo parenteralni. Tytoigpby maji velka omezeni [14]. UZivani cytostatik
s sebou nese spoustu zavaznych nezadoudiictkiy protoZze cytostatika atakuji i
zdravé nenadorové bkly. Snazime se tyto nezadouginky snizit, v nejlepSimigpack
apir¢ eliminovat. Z tohoto dvodu je vhodné pouZzivat prolékovou strategii, kde |
cilem podavat cytostatika selektévido nadorové tkanbez tSich zasal do tkarg
zdravé [15]. K zacileni na nadorovou itk§e vyuzivano jejich charakteristickych
vlastnosti, jako je hypoxie (snizeny obsah kyslike tkani), pH liSici se od
fyziologického, pitomnost specifickych recepfora antigen, pfitomnost enzyr

sdruzenych s nadorem. Préiié® je primo aktivovano v jednom kroku.
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Dalsim moznym fistupem niZe byt terapie probihajici ve vice krocich, kdy
nejprve je witym zpisobem zaveden do mista nadoru enzym katalyzujitbvaak
prol&iva a az naslednje podano samotné proleo [5]. Tyto metody budou probrany

pozcEji.
1.3Bézné pouzivané funkeni skupiny proléciv a jejich metabolismus

1.3.1 Estery

Esterova prol&iva jsou nejbzrejSi a nejlépe prostudovana. Lze je ziskat
z karboxylovych kyselin, hydroxyderiviata thioderivai. Jejich syntéza neni obtizna
stejre jako Setpeni, které probiha hydrolyticky esterasami (kagtbesterasami,
acetylcholinesterasami, arylesterasami), ale tak@stpdnictvim cytochromu P450
(Schéma 8). Esterasy se nachazeji ve spakdhi (krev, jatra, gastrointestinalni trakt)
(Tabulka 1) [16].

|
| Ha esterasa C + C

1/c\ O = g

R o) R, H,0

o) l OH i i i
I | *
— > C C — C

C CH 7N 7N N
Rl/ \O/ \Rz Rl OH Rz O R2 OH
Schéma 8: Schémaspeni esteroveé vazby. Hydrolytickymggenim esterasami vznika
karboxylova kyselina a alkohol. Préstinictvim CYP450 vznika nejprve hydroxyester,
ktery je posléze &pen na karboxylovou kyselinu a aldehyd. V dalSimkkr mize byt

aldehyd oxidovan na karboxylovou kyselinu nebo keddan na alkohol [16].

Jednu zdchto metabolickych drah reprezentuje biotransfoen@&motecanu
(CPT 11). Irinotecan funguje jako inhibitor topaiserasy | a je proté&vem (&inné
latky SN-38, kterd je az tisickrat tewdjSi nez CPT 11. Irinotecan vykazuje
terapeutickou aktivitu &i kolorektalnimu a plicnimu nadoru a nadoru ovddiobou
latek jsou znamy 2 formy — laktonova nebo karbatoya, které jsou v rovnovaze
zavisejici na pH prostdi. Ritom pouze laktonova forma je terapeuticky aktivni.
Metabolickd peména CPT 11 probiharpvazri v jatrech, kde se na ni podili hCE2,
UGT (glukuronosyltransferasa), CYP34 & glukuronidasa (Schéma 9) [17].
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Schéma 9: Metabolicka draha CPT 11 — CPT 11 fmdsitvim CE pechazi na aktivni
metabolit SN — 38G, ktery je pomoci UGTepeden na glukuronidovany derivat
s naslednou deglukuronidgti Glu na SN-38. CYP 3A4 zprastkuje oxidaci CPT 11
na NPC a APC, pozg mohou byt hydrolyzovany CE [17].
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Mriviw s

[16].

Typ EC identifika ¢ni ¢islo Lokalizace
Hydrolytické enzymy
Esterasa A
Paraoxonasa 3.1.8.1. plazma, jatra, mozek, ledpiige
Esterasa B
Karboxylesterasa 3.1.1.1. krev, jatra, mozek, ledviny, plice, svalyiesto

Zaludek, KZe, srdce, prs, vajmiky, dlozni
hrdlo, varlata, méovy mechyk, slinivka, Stitn
Zlaza, nosni/dychaci adipozni iikaplacents

brzlik, nador
Acetylcholinesterasa 3.1.1.7. plazma, jatra, mozek, svaly, nervy, ledv
strevo, sitnice, placeta, brzlik
Cholinesterasa 3.1.1.8. plazma, jatra, mozek, sualviny, stewo,

sitnice, placenta
Oxidani enzymy
Cytochromy P450 jatra, mozek, ledviny, plice, isto
nadledvinky, varlata, &e, slezina, placen
¢ichova sliznice, éni tk&i, nador

1.3.2 Fosfaty

Fosfaty odvodime od hydroxylovych nebo amino skupin. Jdvarakteristické
shadnou rozpustnosti ve wdedy vhodné k peroralnimu podavani. K jejichpéni
dochazi enzymaticky alkalickymi fostasami véest a jatrech. Biokonverzec¢kdy
probiha az tak rychle, Ze dojde tepyceni parentalni latkou a jeji precipitaci, coz
snizuje jeji biodostupnost. Tato sk&test je zavisla na ig@vnim pH [18].
Biodostupnost fosfatovych prdie se snizuje i v itomnosti vapniku, napz ml&nych
produkti nebo antacid [19].

Jako zastupce u¥ene Estramustin fosfat — préigo estramustinu
(Schéma 10), které se jiz dlouhou dobu vyuzivakdéokraiilého nadoru prostaty.
To, Ze je estramustircinny praw v burkach prostaty, je dano tim, Ze se v nich nachazi
specificky protein, na ktery se estramustin vaadBP). Estramustin {sobi tak, Ze se

vaze na proteiny sdruzené s mikrotubuly, cozZ vepgidh depolymerizaci [19].
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C|H2CHZC/ é/ Estramustin fosfat OH

CIHZCHZC\
NCO _
CngCHZC/ é/ Estramustin
CIHZCHZC\
I\l//c © Estromustin
@)

Estradiol caron

Schéma 10: Struktura a metabolismus EstramustiattofL9].

1.3.3 Karbonaty a karbamaty

Karbonaty a karbamaty jsou stabilgjSi nez pibuzné estery, ale jsouwcpeny
taktéz esterasami.

Derivatizace na karbaméaty a karbonaty bylo vyuzifou vySe uvedeného
paklitaxelu (Schéma 11). Upravou struktury riské latky klesla jeji toxicita u
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nékterych derivai az 8000-krat. Zarowebyla zvolena takova furtki skupina, ktera je
selektivreé cilend na enzym sdruZzeny s nadorovymikami — plasmin. Plasmin hraje
klicovou roli vinvazitady tumofi a metastazovani. Préstinictvim tohoto enzymu

dochézi k uvolani paklitaxelu (Schéma 12).

<

(CHp)4 NH3* CI

cr Z

Y
Ry O  (CHa)q
NH3* Cl

1Rl:CH3R2=CH2Ph F%: R4:H

2R, =CH; R, =CH,Ph Ry =R, =CHs

3R; = CH(CH;), R, = CH,CH(CHg), R3 =R, = CHg

4R;=CHy R, CH,Ph Ry =H R, = CHg

Schéma 11: Stuktura deriwatPaklitaxelu — karbamaty (1-4), karbonat (5).

K derivatizaci doSlo v poloze 2°. Jako spacer byhodré pouzit diamin, ktery je

vhodny k gipojeni tripeptidu amidovou vazbou (1-4). U derivab je pouZzito

aromatického spaceru, ktery se po &aéhi tripeptidu plazminem eliminuje sam.

Paklitaxel-w(o _Paklitaxel-’xo%o ] o

NR;

N
R, N\R \\/NR3
R +
2\N Rz\

/r\ plasmin N Paklitaxel
|

tripeptid— O== H

Schéma 12: Ze sléeniny 1-4 se po hydrolyze plazminem spontaayklizuje derivat
maocoviny.
Z uvedenych latek je nejngd¢jSi derivat 5, ktery postoupil k testovani in viiad].
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1.3.4 Amidy

Amidy nejsou jako prol@va b&Zn¢ pouzivany z dvoda in vivo enzymatickeé
stability.

Amidickd skupina je vyhodn zavedena ke zlepSeni vlastnosticivé
Gemcitabinu, ktery se pouziva Kl riznych solidnich nadér(pankreatu, plic). P&t
do skupiny antimetabolit Gemcitabin je podavan intravenéza pi vysSich davkach
vykazuje toxicitu wci jaterni tkani a gastrointestinalnimu traktu. Géaimn byl
derivatizovan na Valproad amid, ktery je stabilni¢ivenzymatické hydrolyze.
Eliminovala se tim jeho toxicita. Préigo Valproad je mozné podavat perokain
Gemcitabin se pak uvilje do systémoveé cirkulacegs stevni sliznici. Valproad se
hydrolyzuje na Gemcitabin v zavislosti na pHi PH = 1 je hydrolyzovan z 21%,
vrozmezi pH = 6-8 k hydrolyze nedochéazi. Valpraadid dosSel v roce 2009 do
klinické faze testovani (Schéma 13) [21].

HO _—

Schéma 13: Struktura Gemcitabinu a Valproadu sedsnou promoiety na dusik
cytidinu v poloze 4 [21].

1.3.5 Oximy

Oximy jsou odvozeny od ketdna amidi. Jsou Sipeny prostdnictvim
mikrozomalniho CYP P450 (Schéma 14). VyuZivaji sezlepSeni propustnostigs
membrany.  Konkrétni protinadorové prolé s oximovou funkni skupinou se

nepodailo vyhledat. Uplatuji se napiklad jako antivirotika.



o0 e aso

| : )
NADPH + O, )J\
R R R

R
Schéma 14: Obecny metabolismu o&if@2].

1.4Selektivni podavani prolé&iv

K zacileni na nadorovou tkdze vyzit mnoho jejich znaék Jak jiz bylo jednou
fe¢eno, tmi nejbszngjSimi jsou: hypoxie, pH liSici se od fyziologickéhenzymy
sdruzené s nadoremjifwmnost specifickych receptora antigen [5]. DalSi mozZnou
strategii selektivniho podavani préié jsou vice stupové metody ADEPT, GDEPT,
PDEPT. Protoze tato kapitola je velmi rozsahla,ifjémozné v této praci popsat

komplexré. Uvedeme si pouzeskteré fFiklady.

1.4.1 Hypoxie — vyznamna vlastnost nadorove tk#&n

Hypoxie je jev, ktery vznika vigledku Spath a atypicky vyvinutého cévniho
systému solidnich nadirV hypoxickém prosedi jsou pro aktivaci prokéva vyuZzity
bioredukni enzymy (reduktasy). Pokud se aktivni latka dustdo tkas s kEZnym

obsahem kysliku, oxiduje se, a tim padeamjge do inaktivniho stavu (Schéma 15).

;f":’.-nédcrrwé huﬁc-e.x\,.
‘\b:,rpu:r:-cické prostredi ./
Enzym
D - D . Poskozeni DNA nadorové bufky
—
Prolétivo ,-f *\\ Aktivovane l&civo
O 0,

— R
I./ Ve zdravé bufice,
. b&iny obsah k',rsil'k_l.y"

Schéma 15: Mechanismus aktivace pro hypoxii-selekdh I&iv [23].

Na hypoxické biiky jsou cileny 3 skupiny sl@enin, tj: nitroaromaty, chinony a
N-oxidy. Konkrétnim zastupcem nitroarorage 5-(aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamide
(CB1954). K jeho aktivaci dochazi prisinictvim NO synthasy (Schéma 16) [24].
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CONH, CONH,

NHOH NH,
—

CONH, / DN DN
NO,

N02 NOZ
[>N \ CONH, CONH,
NO, NO, NO,
CB1954 —
[>N [>N
NHOH NH,

AcetyICoA\ CONH,

NO,
>w

— 3 DNA crosslinks

NHOAc

Schéma 16: Vychozi latka prochazi redukci na rskwupire v poloze 2. Vznika tim 2-
hydroxyamino a 2-amino skupina. Alternativmize k redukci dochazet i v poloze 4
[24].

Ze zastup chinonovych prolé&v si uvedeme Mitomicin C. Aktivuji jej enzymy
NADPH- cytochrom P 450 reduktasa nebo xanthin esad&chéma 17) [25].

28



Q o
CH,OCONH,
NH, NADPH CYT P45\ H, CH,OCONH,
OCHg reduktasa OCH
nebo 3
xantin oxidasa
N \‘ N \‘\
HaC ONHO T HyC _NH
o) NADPH/ NADP/NAD o
NADH
CH3OH
o &
NH, CH,OCONH, NH, CH,OCONH,
X = nukleofil \ X
B —— /\
Nu N
H3C H3C /NH
0 NH, 0
l X=RH
hydrogenace
metabolické produkty o
NH, CH,OCONH,
\ H
N H
HsC
o NH,

Schéma 17: Enzymatickou aktivaci Mitomicinu C vziakv prvnim kroku radikalovy
intermediat, ze kterého se eliminuje methanokp&ti aziridinového kruhu a atak
nukleofilu dava vzniknout metabolickému produktubaedojde i k hydrogenaci a

vznikne 2,7-diaminomitosen [25].

Mezi N-oxidy pati Tirapazamin (Schéma 18). Jedna se o aromaticloyxitil-
ktery postoupil do 3. faze klinického testovanihdeaktivni radikalové metabolity
reaguji s cukernou slozkou DNA, coz vede k jejinm$kmzeni. V fitomnosti kysliku

by toto nebylo mozné, protoze radikaly by podléhalkci prag s nim [23].
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Schéma 18: Mechanismus aktivace Tirapazaminu

—vmnipr kroku dojde

k enzymatické aktivaci na radikal aniont, nasledmmuotonizaci vznikne neutralni

radikal, ktery ma 2 izomerni formy. Radikalové fgrmeaguiji pimo s cukernou

slozkou DNA odtrzenim vodikového atomu. Vznikajkewné radikaly, o kterych je

znamo, Ze zjsobuji zlomy wetzci DNA [23].

1.4.2 Odligné pH

pH nadorové tkahje mozné pozrnit. i podani glukosy do systému dojde k

poklesu pH v nadorové tkani oproti normalni zdraVém se aktivuji lysozomalni
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enzymy, pro které je kyselé pH optimalni. Nasketyio enzymy pemenuji prol&iva
na jejich cytotoxickou formu selektigrv nadorové tkani [15].

1.4.3 Enzymy sdruzené s nadorem

V nadorové tkani je aktivita peipad® mnozstvi gkterych enzym vyzname
zvySené. Pravtyto enzymy mohou slouZit jako cile pro selektigffivaci prolé€iv. Pro
ilustraci si uvedemedkolik priklada.

Jednim zd&chto cii maze byt B-glukuronidasa. Jeji role v cileni na nador je
znama uz dlohou dobu. V roce 1966 byla Connorséfthsssonem objevena korelace
mezi terapeutickou odpegli na anilinovy derivat yperitu a aktivitdi+glukuronidasy
na modelu tumoru vneseného do mysi [26]. Bpzyl objasrén mechanismusdinku

na modelu potkana (Schéma 19) [27].

Cl Cl
N/ jatra N
@/ monooxidasjij( \
N\ Cl
Cl
HO - cl
jatra /
UDP glukuronyl
transferas

COOH

Cl
/ (@]
nador Q
OH

N < .
- glukuronidas
\ O
Cl OH

HO
Schéma 19: Metabolismug,N-di-(2-Chloroethyl)-anilinu — v jatrech dojde kemené

Cl

na még toxicky glukuronid pes vysoce toxicky meziprodukt p-hydroxyanilin yperi
Nasled® v nadoru s vysokou aktivito@-glukuronidasy je glukuronid roz§ien a

uvolni se opt toxicka forma latky [27].
Glukuronidovano bylo velké mnozstvi préilé (nap: derivaty 5-fluorouracilu) a

pribyvaji dalsi. Mimo jiné jsou také intenzi&studovany glukuronidy antracyklinovych
antibiotik [5]. Prol€ivo Doxorubicinu HMR 1826 (Schéma 20) vykazuje \k@ajici
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acinnost v I€bé raiznych nadak mysi a opic. Jako&sSina dalSich glukuronidovanych

prol&iv je vhodné pro aplikaci metodou ADEPT [28].

O
N
O
HOOC NO,
O
O
HO A/
HO \

OH

Schéma 20: Molekula derivatu doxorubicinu HMR 1828).

Mezi dalsi enzymy, které se nachazi v nadorovéitka zvysené nie, pati
proteasy — konkréthaminopeptidasy, PSA (prostaticky specificky antigd&athepsiny
(B, D, H a L) a plasmin. Proteasy hrajileZitou roli gi metastazovani nadoru.
Primarni nador je zapouih v extracelularni matrix, ktera je tema proteiny. Nador
exprimuje proteolytické enzymy, které mu umozni nmaprorazit [5]. Mimo proteasy
jsou charakteristické jeSty-glutamyl transpeptidasa, azoreduktasa a kyseliatésa
(Schéma 21) [29].
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Schéma 21: Biotransformace préiéenzymy sdruzenymi s nadorem [29].

1.4.4 Specifické receptory a antigeny
Specifické receptory a antigeny jsou exprimovanépaarchu nadorovovych
burgk. K jejich zacileni jsou vyvijena prai@&a, kterd jsou konjugovana
s monoklonalnimi protilatkami. Nedostatkem je, Zetithtky mohou vyvolat imunitni
odpowd organismu. Povrchové b&tné cile jsou rozliSeny do dvou kategorii -
neinternalizované, u kterych dochazi k&pséni konjugatu proléva a protilatky ve
buiky a internalizované, kde dochazi k aktivaci ptml@ uvnitt buiky po endocytoze.
Nekteré mozné cile jsou vyjmenovany nize:
- antigeny: karcinoembryonalni antigen, sacharidykieh skupin, glykoproteiny
mucinového typu (MUC1, CanAG), Lewis Y, X Lewis,tgeny rakoviny varlat
(CT7, MAGE-A3), specificky membranovy antigen pide
- cévni receptory: integrinypy¢p3, avp5), nukleolin, aminopeptidasa N, endoglin,
cévni endotelialniustovy faktor (VEGF1-4)
- receptory plazmatickych proteinnizkohustotni lipoproteiny, transferin
- peptidové receptory: receptory somastatinu, recgpbmmbesinu, receptory
neuropeptidu Y
- receptory #istovych faktoé a vitamini: receptory kyseliny listové (FR; FR{,
FR-y), epidermalni receptoryistového faktoru (EGF1, EGF2, Her2), receptory

transformujicihottstového faktoru, receptoryistového faktoru fibroblast
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- sacharidové receptory: receptor asiaglykoproteigalektiny (galektin 1,
galektin 2), selektiny (E-selektin, P-selektin)ceptory kyseliny hyaluronove,
(CD44, RHAMM, HARLEC) [29].

Cileného dodani &va konjugovaného s monoklonalni protilatkou je Ziyo
nagiklad u Metotrexatu inhibitoru metabolismu kyselirstové (Schéma 22). Je spojen
pies polyamidoamin dendrimer s protilatkou Hercefttiastuzumab), ktera je cilena na
HER 2. Herceptin je &&n¢ pouzivan f Iécbé rakoviny prsu. Spojeniips polymerni
nosk je vyhodné z tohot/odu, Ze na & Ize navazat vyssi davkuciga, aniz by byla
ohroZena spectf'nost a vazebnacinnost protilétky. A in vitro studiich bylo zjiéino
zadrzovanim konjugatu v lysozomech a pomalejSininow@anim l€iva. Fredpoklada

se, ze tyto vlastnosti budou lepSi pro in vivo poukteré je dale testovano [30].

s e Qm

(ACHN)8O
HN Fl
HO OMTX

Schéma 22: Konjugat Metotrexatu s polymernim desi a monoklonalni protilatkou
[30].

1.4.5 Metody ADEPT a GDEPT
Protiladtkou Fizend enzymatickd terapie proléivy - Antibody directed enzyme
prodrug therapy
GenoW Fizend enzymaticka terapie proléivy - Gene directed enzyme prodrug
therapy

Tyto dw metody jsou zaloZzeny na dvoustopém mechanismu cileni.fiP
metod ADEPT je v prvnim kroku zaveden enzym konjugovaymonoklonélni
protilatkou, ktera se vaze na antigen exprimovamonovymi biikami (Schéma 23). V
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druhém typu dvoustujové terapie — GDEPT je v prvnim kroku do nadoroviaek
vnesen gen, ktery kdduje biosyntézu enzymu (ScHé&halémito dwma zmisoby jsou
zavadny do organismu enzymy, které se &mpiirozert nevyskytuji. Tyto enzymy

pak aktivuji proléivo podané ve druhém kroku [5, 29].

Lédivo
i

Enzymatickd
aktivace proléciva

[ b ; "> Bunéénd smrt

Schéma 23: Znazoéni metody ADEPT — konjugat enzym-protilatka se vaize
specifické antigeny exprimované na povrchuikyu Enzym aktivuje prok&vo podané
ve druhém kroku [29].
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Transfekowvana nadorova bufika
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Schéma 24: Znazokni metody GDEPT — nejprve je zaveden vektor kodujeny
enzym. Poté je podano proéig¢o, které se po aktivaci dostava i do netransfakgeh
burgk [29].

Do klinické faze testovani se dostala sknina ozné&ovand jako ZD2767P ((N-
{4-[N,N-bis(2-iodoethyl)-amino]phenyloxycarbonyl}-glutamovéa kyselina). Préiato
latka je vhodna pro aplikaci metodou ADEPT. PouZbeapi lécbé kolorektalniho
karcinomu. K jeji aktivaci dochazi prostinictvim karboxypeptidasy G2 (CPG2), coz
je enzym bakteridlnihotwodu. Tento enzym &bi vazbu mezi kyselinou glutamovou a
aromatickou skupinou (Schéma 25) [31]. Karboxymlsa byla konjugovéna s
protilatkou ASCP, ktera je cilena na karcinoembgiohantigen (CEA) [32].
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Schéma 25: Aktivace ZD2767P prastnictvim karboxypeptidasy G2 za vzniku 4-
[N,N-bis(2-jodoethyl)amino]fenolu [31].

1.4.6 Nové metody cileni

Vidime, Ze moznosti cileného podavani pfiMédo mista nadoru je opravdu
hodre a to jsou zde uvedeny pouzgkteré z nich. Cilena éba nadoit udlala od svych
prvopaiatki velky pokrok. V sotiasné dob je pozornost odborné kegnosti vyznama
zantiena na proléiva vazana na polymernich néisi.

Na principu navazovani na polymerni r@sbyla vyvinuta metod&olymer-
directed enzyme prodrug therapy (PDEPT) — Polymeremkizend enzymaticka
terapie prolécivy (Schéma 26). Stejnjako u metod ADEPT a GDEPT jde o dvou-
stupiovy proces. PDEPT se ovSem liSi v tom, Ze v prvkiioku je podavano proté/o
vazané na polymer. Nasledje podavan konjugéat polymeru a enzymu, ktery @groté
metabolizuje. Toto padi je vyhod#gjSi, protoZe nerize dochazet k aktivaci prai®a

uz v systémovém &hu [29].

’v Proletivo vazané ?Pul‘ymer-enzym
‘na olymer
=) ? ?f .
H‘ o] o ?‘[P =)
Piadar ? @ scivo

Uvolnéni légiva

Schéma 26: Znazokni metody PDEPT — nejive je do mista nadoru zavedeno
prol&ivo vazané na polymer a naslédmolymer konjugovany s enzymem aktivujicim
prol&ivo [29].
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Polymerni ¢astice pronikaji fednosti do nadorové tk&nv disledku EPR efektu
(enhanced permeability and retentjorxi¢cinou snadného pniku makromolekul a
jejich zadrzovani v nadorové tkani jsou rozdilynamii a fyziologii mezi normalni a
nadorovou tkani (Schéma 27) [33].

Lymfaticky systém

Zdrava tkan
pH -7

makromolekuly -—

o 9 Pl
a8 e Krevni reciste

c*- €<p €od -3

co @ @®S _

reoPe @@ ° “ﬂ

ﬂﬂﬂﬂ ﬂﬂﬂ &% pH ~6
@ e ®e ﬂ"ﬂ

Schéma 27: V nadoroveé tkani jsou kapilarni po¢sivnez v normalni, takze do ni
makromolekuly snadno proniknou. Zardvena nadorova tkénedostaténé vyvinuty
lymfaticky systém, coz vede k zadrzovani makromall§&3].

Jeden z modél strategie PDEPT vyuziva HPMA-kopolymer-methakr{doy
glycinglycin-cefalosporin-doxorubicin (HPMA-co-MA-G-C-Dox) jako
makromolekularni prolévo a kopolymer HPMA konjugovany s nesaf-laktamasou
(HPMA-co-MAGG+-L) jako aktivujicim enzymem (Schéma 28 a 29). Tkaimbinace
byla testovana na modelu mysSiho melanomu (B16F@0Yziti této latky vykazovalo
vyborné zacileni na nador a vyznamny pokigsur tumoru [34].
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Schéma 28: Struktura prélea HPMA-co-MA-GG-C-Dox (A), struktura HPMA-co-
MAGG-B-L (B) [34].
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Schéma 29: Mechanismus uvéhin doxorubicinu z polymeru [34].

Alternativou k PDEPT je metod@olymer-directed enzyme liposome therapy

(PELT) — Polymerem Fizend enzymaticka liposomalni terapie K dopraveni

prol&iva do nadorové tkanvyuziva liposom, které snadno prostoupi do nadorové

tkarg opst v disledku EPR efektu. Pral#&o je metabolizovano enzymem, ktery je

konjugovany s polymerriastici [29].
Modifikovana metoda PDEPT byla vyuZita pro selekiiv podavani

Doxorubicinu (Schéma 30). K zapoutedi Doxorubicinu byly pouzity liposomy citlivé
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na teplotu (liposomy citlivé na nizkou teplotu - &I a liposomy citlivé na trathi
teplotu - TTSL). Je Z&douci, aby s€iN® z liposomu uvolnilo fi mirné hypertermii
(39° - 42°). Zarovee by nen¢lo unikat @i bézné Elesné teplat (37°). Do liposom byla
uzawena i MRI kontrastni latka [Gd(HPDO3A){B)], kterd umoi#uje fidit a
kontrolovat teplotu leze, ale také vizualizovatqa® podani [éku. Systém LTSL ukéazal
vétSi anik Doxorubicinu p 37° a jeho rychlejSi uvolmi pii 42° v porovnéani s TTSL
[35].

Doxorubicin [Gd(HPDO3A)(H,0)]

Schéma 30: Uvokni doxorubicinu a [Gd(HPDO3A)@#D)] — zvySenim teploty se

rozpada lipidova membrana lipozomu &\é se uvolni [35].

Je zejmé, Ze dalSi vyvoj protés bude zamten na hledani dalSich mozZnosti
cileného podavani a zdokonalovani &$gfch postup. V sowasné dob se do pojedi
dostavaji metody, které vyuZzivaji polymery/biopogmn konjugované s prai&y nebo
enzymy. Design protév je znan¢ flexibilni jak v technikach, tak i komponentach,

které Ize pouzit [29]. Neustéaléighazeji nové poznatky z tého multioborové disaipli

1.5 Triterpeny

Triterpeny fadime mezi terpeny — latky, které s@rqeert vyskytuji v rac
rostlin (nag. smetanka lékaka, HWiza bila a dalSi). Struktura tergene tvarena
isoprenovymi jednotkami. Spolu se steroly davajnika latkam ozn&ovanym jako
isoprenoidy. Pro své biologickéciky je predevsSim zajimava skupina cyklickych
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triterpeni, na které je sousdna velka pozornost. Tuto rodinu latekiieme dale
roz&lit podle struktur na oleanové, ursanové, lupan¢8éhéma 31), dammaran-
eufanové a dalSi derivaty. VSechny tyto latky jstudované z wvoda potencialni
biologické  aktivity, protizéaétlivych,  hepatoprotektivnich,  analgetickych,
antimikrobialnich a jinych &inka. OvSem v pofedi zajmu stoji jejich cytotoxické
acinky. Vzhledem k terapeutickému vyuZziti trtitergiejsou vyvijeny metody jejich
izolace, ale také metody syntézy modifikovanych ivdglt s vyhodrjSimi

farmakologickymi vlastnostmi [36].

Schéma 31: Kyselina betulinova - zastupce lupanowterpers [36]. Zakrouzkovana

jsou mista, kterda byla cilem derivatizace kyselipgtulinové nami zkoumanych

slowenin.

Za poslednich 20 let byla prokazéna cytotoxicitgsev uvedené kyseliny
betulinové w¢i riznym nadorovym liniim. Bohuzel mezi vlastnosti Kysg betulinové
pafti jeji velmi Spatna rozpustnost. Proto byly hledamgty jak ji zlepSit, ficemz
pievedenim na estery doslo ke zlepSeni této nezadtasthosti. Pro esterifikaci byly
pouzity pivaloyloxymethyl a acetoxymethyl skupiny,kterych je znamé, Ze zlepSuji
prichodnost pes bugénou membranou, coz Ize povazovat za dalSi vyhodak&yalo
se, Ze esterova vazba bude réadha nespecifickymi intracelularnimi esterasami a
nebude fitom ovlivnéna cytotoxicita kyseliny betulinové. Ale protigdpokladu u
vétsSiny esterovych derivatdoSlo k poklesu cytotoxickégiinnosti [37]. Z uvedeného
piikladu plyne, Ze je nutné hledat vhodné modifikpatencionalnich k&v, které budou

jejich farmakologické vlastnosti zlepSovat aniz Ogchazelo k poklesu ¢innosti.
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Esterifikace kyseliny betulinové, ale i jiné jeprivatizace umaiuji pohliZzet na l&vo,
jako na jeho prodrug formu.

Na zaklad jiz prokadzané &innosti prol€iv Paklitaxelu se zavedenou
karbonatovou skupinou [20], byla i kyselina betalia modifikovana timto Zisobem.
Byly piipraveny karbonatové derivaty, kde ja@iznymi zmsoby modifikovana
hydroxylova skupina na uhlikd. 3, karboxylova skupina na uhliki 17 a také
pentanovy cyklus (Schéma 32)¢Které z &chto slodenin se staly f@dmétem naSi
studie, kdy jsme testovali moznosti metabolickéivakie prodrug formy kv a

nasledného stanoveni jejich cytotoxicity.
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JS 3.952 R= Ac R, = Solk
JS 3.1053 R= Gly R, = Gly

JS 3.954 R= Solk R, = Me
JS 3.957 R=Gly R, = Me

JS 3.948 R= Solk R = Et JS 3.1040 R= Ac R, = Gly
JS 3.1044 R=Gly R, = Ac

@)

JS3.1050 R, = Gly

Schéma 32: Derivaty kyseliny betulinové, které hybwZzity v této studii.
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2.Experimentalnéast



2.1 Chemikalie, pristroje, spotrebni material, roztoky

Chemikalie:

DMSO (Sigma), deionizovana voda, kultivéa médium RPMI — 1640 (Sigma), fetalni
teleci sérum (Biocom,CR), streptomycin (Sigma), penicilin (Biotika, Sk.),
dodecylsulfat sodny (Sigma), trypanova m¢digma), MTT (Sigma), NaCl, KCI, HCI,
NaHPQ, . 12 HO, KH,PO,, Endoxan — cyclofosfamid (Baxter), Triterpeny J&98.

JS 3.678, JS 3.695, JS 3.952, JS 3.948, JS 3.853,9%7, JS 3.1040, JS 3.1044, JS
3.1050, JS 3.1053, (poskytnuto Dr.Sarkem, katedrgra@ické chemie, i UP

v Olomouci),

Pristroje:

vortex Genie 2 (P-LAB a.s.), laboratorni vahy (8al, centrifuga (IEC Centra C13),
pH metr (Metler Toledo), biohazard box (Forma Stfe), Birknerova konirka
(Meopta, CR), swtelny mikroskop (MeoptaCR), CQ inkubator (Jouan), ELISA
reader (Labsystem iEMS MF, Anglie) software BIOLABIEMOREZIST, GENESIS,
MS Excel

Spotebni material:
kultivaéni lahve, ,falkony“ (50ml zkumavky), 96-jamkové py, filtry, Spicky na
pipety a dal3i tkifovy plast (v3e TPP, Svycarsko)

Roztoky:

10x koncentrovany PBS

80 g NaCl, 2g KCI, 32,1 g NHPO, . 12 HO, 2 g KHPO, se rozpusti v 700 ml
deionizované vody, pH se upravi na hodnotu 7,4 moriatCl a doplni se do 1 litru

deionizovanou vodou, pH se zkontrolujefgppdré znovu upravi

1x PBS

Pripravi se ngectnim 1x PBS deionizovanou vodou

Roztok MTT
MTT se rozpusti ve sterilnim fyziologickém roztoka vyslednou koncentraci 5 mg/ml,

roztok se pefiltruje
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Roztok trypanové mad
trypanova motise néedi na 0,5% v PBS

Roztok 10% SDS
5 g SDS (dodecylsulfatu sodného) se dopini do 50@estilovanou vodou, pH se
upravi na hodnotu 5

Centrifug&ni roztok pro izolaci hepatodyt
NaCl (161 mmol/l), NgHPO, (0,7 mmol/l), CaCG (6,75 mmol/l), KCI (3,09 mmaol/l),
HEPES (32,7 mmol/l)

Hanksiv roztok |

NaCl (137 mmol/l), KCI (5,37 mmol/l), MgSL0,81 mmol/l), NaHPQ, (0,34 mmol/l),
KoHPO, (0,34 mmol/l), NaHC® (25 mmol/l), HEPES (12,6 mmol/l), EGTA (0,6
mmol/l), pH 7,4

Hanksiv roztok I

NaCl (137 mmol/l), KCI (5,37 mmol/l), MgSL0,81 mmol/l), NaHPQ, (0,34 mmol/l),
KoHPO, (0,34 mmol/l), NaHC® (25 mmol/l), HEPES (12,6 mmol/l), CaCl(5,4
mmol/l), kolagenasa (530 a 930 PZS/qg), pH 7,4

Kultiva¢ni médium pro hepatocyty
Williamsovo E médium, dexametason ({fnol/l), penicilin (100 U/ml), streptomycin
(50 mg/l), L-glutamin (2 mmol/l), insulin (0,35mol/l), fetalni teleci serum (10% V/V)

Kultiva¢ni médium pro CEM
RPMI 1640, 5 ml/l zasobniho roztoku streptomycifys ml/l zasobniho roztoku
penicilinu, 200 ml/l FCSI

2.2 Metody
2.2.1 Pasazovani suspenznich béin
Pro experimenty jsem pouzila bignou linii CEM, coz je bu&na kultura

odvozena od lidské lymfoblastické leukemie. Pasa@bvburtk (vyména média,
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redukce poétu burek) se provado pravidelrg 3x tydrg, aby je bylo mozné pouZzit pro

dalSi experimenty.

Postup:

1.

Bunky prohlédneme pod mikroskopem a ujistime se, Zgsone
kontaminované.

Kultiva¢ni lahev pratepeme.

Potebnou ¢ast bukk pouzijeme k experimentu, 1/3 celkového
objemu bugéné suspense v lahvi dale inokulujeme, doplnime
odpovidajici mnozstvi kultiv@iho média (25 ml [ahev — 5 ml média;
75 ml lahev — 15 ml média; 150 ml lahev — 35 ml ragd

Uzawr lahve vydesinfikujeme a vratime do inkubatoru.

2.2.2 1zolace hepatocyt

Izolované potkani heptacyty nam byly poskytnuty stavu Iékéské chemie a

biochemie Lékeské fakulty v Olomouci. Izolace byla provedena nfikdvanou

dvoustumovou kolagenasovou perfuzi popsanou Moldeusem [B8patocyty byly

kultivované v 96-jamkovych panelech potazenych getem ve Williamsoy E-médiu.

Kolagen byl ziskan izolaci z potkanich od&§39].

Postup izolace:

1.

Po intraperitonealnim podani anestetik 32 mg xglaza 125 mg
ketamin hydrochloridu na 1 kg hmotnosti zavedemayka do
portalni Zily.

Jatra vyjmeme zifBni dutiny a promyvame Hanksovym roztokem |

po dobu 4 minut.

3. Jatra promyvame Hanksovym roztokem Il po dobu Guinin

Takto promyta jatra igmeseme do sterilni kadinky se 100 ml
centrifug&niho roztoku, opat/hvytiepeme uvoléné hepatocyty.
Bunéénou suspenzi fefiltrujeme @ges gazu a opakovan 3x
centrifugujeme H 200 rpm, 4°C, 1 minutu. Po posledni centrifugaci
buiky resuspendujeme v kultitiaim médiu.

Buiiky napipetujeme do 96-jamkového panelu v koncenttab®
bunsk/cn? a kultivujeme v C@inkubatoru i 37 °C v atmosfée 5%
CO..
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7. Po 4 hodinové stabilizaci, kdy se jaterniiby piichyti na dno panelu

vyménime médium za bezsérové a je moZziidgh testované latky.

V naSem pipak jsme ke kultie hepatocyi pridavali roztoky derivat
triterpeni, kde nejvy3Si koncentrace odpovidala 200, ptitom fedéni koncentrani
fady bylo 4x. Po inkubmi dok® 2 hodiny jsme odebrali 5@l supernatantu od
hepatocyt a napipetovali jej do panelu s CEMy, kde probMalT test. Redpokladana
nejvyssi koncetrace aktivovanych metaliolitnejvyssi jamce s CEMy byla 1@@nol/l.
V kazdé dalSi jamce byla koncentrace 4x nizSi. Jasativni kontrolu aktivace pro-
drug forem jsme pouzili cyclofosfamid (Endoxan),emt k aktivaci cytotoxické

acinnosti vyZzaduje metabolizaci.

2.2.3 Cytotoxicky MTT test

Cytotoxicky MTT test slouZzi k @eni citlivosti nddorovych buwgnych linii vici
protinadorovym léivim. Jako prvni popsal tuto metodiku Mosmann v rd@@31[40].
Test probihd po dobuech dri. Provadi se v 96-jamkovych panelech, ve kterych se
testuje koncenttmi Skala 6-ti koncentraci latky v sestupnémdini 4x (1:3)
(Schéma 33). Kazda koncentrace je testovana v uldk® uplynuti kultivace se do
vSech jamek fidava Zzluty roztok MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2]y2,5-difenyl
tetrazolium bromid). Zivé hiky redukuji MTT na tma¥ modré krystalky formazanu.
K rozpustni krystah se pouZziva silny detergent SDS. Intenzita zbanesifovida
procentu pezivajicich bugk. Méti se absorbanceipb40 nm. Vyhodnoceni se provadi
pomoci pe@itacoveého programu Chemorezist. Jako vysledek se Ziskiiota 1G -
koncentrace, ip které zahyne 50% bgh.

My jsme pomoci tohoto testu hodnotili hodnotusd@lerivati triterperi, u
kterych jsme pedpokladali metabolickou aktivaci prodrug formy paltivaci s
izolovanymi hepatocyty. Také jsme hodnotilinek nemetabolizovanych deriviat

Postup:

1. Buiky promyjeme kultivénim médiem a zcentrifugujeme 5 mirdi p
1500 rpm.

2. Po centrifugaci supernatant slejemdiddme 1 ml média.

3. Bunky spaitame v Burknero¥ komirce.

4. Bunky naredime na koncentraci 200 000 blaiiml média.
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5. Bunéénou suspenzi napipetujeme do 96-jamkovych panalbjemu
50 pl na jamku.

6. Do kazdé jamky pdame 50ul supernatantu z panelu hepatdgyt
popipadt roztok JS derivatu o vhodné koncentraci a vhodném
objemu, aby jeho nejvysSi koncentrace byla (18I0

7. Nechame prakhnout kultivaci bugk v panelu po dobuiit dni v
inkubatoru pi 37°C v atmosf&e 5% CQ.

8. Po ukorteni kultivace napipetujeme do kazdé jamkydQoztoku
MTT, bunky inkubujeme po dobu 3 hodin, sledujeme tvorbu
modrych krystal formazanu.

9. Nasled® do kazdé jamky napipetujeme 100 10% SDS a
inkubujeme pes noc.

10.Zmerime absorbanci degkiovym spektrofotometrem.

1| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A JSA ISB Isc JSD ISE

B 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM

C ~ | 25um 25 uM 25 uM 25 uM 25 uM

D| £ | 3 |625uM 6,25 uM 6,25 UM 6,25 uM 6,25 uM

E| ® g 1,563 uM 1,563 pM 1,563 uM 1,563 uM 1,563 puM

F 0,391 uM 0,391 uM 0,391 uM 0,391 uM 0,391 uM

G 0,098 uM 0,098 uM 0,098 uM 0,098 uM 0,098 uM

H

Schéma 33: 96 jamkovy panel s koncetrtféadou JS derivat

2.2.4 Statistické vyhodnoceni

Data byla analyzovana v programu Statistica 8. Rbérivann - Whitney testu
byly urceny hladiny statistické vyznamnosti (p-hodnoty)rkt popisuji rozdily mezi
jednotlivymi variantami teét (A - H). Graficky jsou data prezentovana pomoci
krabicovych grai, hladina vyznamonsti byla vynesena do grafu pnoytéani C a H
typu testu. Statistické zpracovani dat bylo prowedge spolupraci s Mgr. Lenkou
Radovou, Ph.D. Timto ji za jeji spolupraekdii.
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2.3 Vysledky

Testovani metabolické aktivace a nasledné stanowsmdtoxicity bylo
provadno za @elem porovnani a odhalenitipadnych interakci latek ve vice
variantach.

Ve variantdch A — D jsme zjidvali, jaké jsou optimélni podminky kultivace
hepatocyi, aby metabolicky aktivovaly pralé&a.

V ostatnich variantach E — H jsme testova#imé varianty cytotoxického MTT
testu u derivdt bez metabolické aktivace. ZkousSeli jsme, zda &iandst latek nema
vliv sloZeni kultiv&nich médii nebo zda se latky nevazi na kolagen. jizakylo
zminéno vyse, ve vSech variantach teggme jako pozitivni kontrolu pouZili v praxi
pouzivané cytostatikum Endoxan, které k ativachsvéytotoxického &inku potebuje
metabolickou aktivaci. Rozdily mezi jednotlivymi oely test jsou podrobsji
popsany nize, (Tabulka 2):

A) Hepatocyty byly vysety na panely potaZzené kolagerrenmSly 4 hodinovou
stabilizaci po izolaci a nasletirbyly pfidany roztoky testovanych latek.
Hepatocyty byly kultivované ve Williamséwmeédiu se vSemi aditivy kro¥n
fetalniho teleciho séra.

B) Hepatocyty byly vysety na panely bez kolagenu¢tQuosly 4 hodinovou
stabiliza&ni dobou, po které jsmefigali testované latky. Hepatocyty byly
taktéz v bezsérovém Williamsédwmediu.

C) Hepatocyty byly vysety na panely potazené kolageriastované latky byly
piidany k hepatocyim ihned po izolaci a vyseti na panely do Williamsov
meédia se vSemi aditivyetns séra.

D) Hepatocyty byly vysety na panely potazené kolagerfastované latky byly
pridany k hepatocyim ihned po izolaci a vyseti na panely do Williamsov

média bez jakychkoliv aditiv.

Tabulka 2: Porovnani variant kultivace hepatdcyro metabolizaci a ffpadnou

aktivaci pouzitych prokdv (W.M. = Williamsovo meédium).

Varianta A B C D
Stabilizace ano ano ne ne
Kolagen ano ne ano ano
Aditiva W.M. ano ano ano ne
Sérum ne ne ano ne
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Po dvouhodinové inkultai dok#, kdy probihala metabolizace, jsme odebrali 50
ul supernatantu od hepatotytNapipetovali jsme jej k buiné suspenzi CEM v
RPMI médiu, ktera bylaipdem rozpipetovana do 96-jamkového panelu, kdeilpabb
samotny MTT test. Véchto gipadech jsme aekavali metabolickou aktivaci prodrug

formy a jeji vysSi cytotoxickoudinnost.

Dale byly provedeny MTT testy cytotoxicity deriudbez gedchozi inkubace s
hepatocyty. Ve variadtE jsme o¥iovali zda, se derivaty triterpgémevazi na kolagen,
tim se nesniZuje jejich koncentrace a¢émy k tomu i &innost. Roztoky testovanych
latek byly nejprve inkubovany 2 hodiny ve Williamgamédiu v 96-jamkovém panelu,
ktery byl potazeny kolagenem. F a G variantytidsyly odliSné v tom, zda bylo
Williamsovo médium obohaceno o aditiva, kterd sendloo pidavaji pro kultivaci
hepatocyt. Varianta H probhla standardnim Zigobem pouze v RPMI (10% FCSI)
médiu. Strdné mizeme jednotlivé varianty MTT tdstbez gedchozi metabolizace
testovanych latek popsat takto:

E) 50 ul supernatantu z panelu potazeného kolagenem, WdeViilliamsovo
medium s testovanymi latkami a vSemi aditivy, byo dvou hodinach
piepipetovano do testovaciho panelu k dimé suspenzi nadorové linie
CEM v kompletnim RPMI (10% FCSI).

F) Testované latky byly fiidany k buikdm CEM, které byly kultivovany ve
smesi Williamsova média bez aditiv s kompletnim RPK0% FCSI)
médiem v pordru 1:1.

G) Testované latky byly idany k buikam CEM, které byly kultivovany ve
smesi Williamsova média s aditivy s kompletnim RPMI drem (10%
FCSI) v pongru 1:1.

H) Testované latky bylyipdany k buikdam CEM, které byly kultivovany pouze
v kompletnim RPMI médiu (10% FCSI).

51



Tabulka 3: Hodnoty gimérnych 1G;o [umol/l] (= smérodatnd odchylkapro jednotlivé

varianty tesi.
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Schéma 34: Grafy porovnavajici hodnotysd@ednotlivych variant teét pro kazdy
derivat. Pro standardni MTT test bez metabolickivake a pro MTT test, kdy byly
triterpeny metabolizovany/aktivovany inkubaci s dtepyty bez fedchozi stabilizace,

bylo provedeno vyhodnoceni statistické vyznamnosti.

2.4 Diskuse

Porovname-li navzgjem ziskané vysledky jednotlvyariant test (Tabulka 3)
nabizi se &kolik vyswtleni, pr@ jsou odliSné. B variantach A a B byly hepatocyty
vysety jako primérni kultury v monovrstvProSly stabilizéni periodou. Obecnje
znamo, Ze u takto kultivovanych hepatdcytiochazi k rychlé ztrét aktivity
biotransforma&nich enzymi [41]. MaZeme tedy uvaZovat, Ze Kekavané aktivaci
prodrugs nedosSlo nebo naopak mohly byt nami stug®vao-drug formy triterpen
metabolizovamy jinym zjsobem na neaktivni formu. Tim padem nebyla&gtzadna
cytotoxicka @innost.

P¥i variang testu C jsme ziskali oproti ostatnim testvyznams nizsti hodnoty
ICs0 U WtSiny derivall. Pravapodobré tedy doSlo k aktivaci prodrug formy. Tuto
hypotézu podporuje i zvySenéianosti u Endoxanu, ktery byl jinak ve vSech odtin
testech zcela neaktivni. Hlavni roli vtomtéigact sehrala skutmost, Ze testované
latky byly k hepatocyim pridany ihned po izolaci. Kultura hepatogge je&t podobala
buné¢cné suspenzi. Je prokadzano, Ze aktivita erizyjm v brzké dob po izolaci
v burg¢né suspenzi nejvyssi @&asem klesa [41].

Ve varian¢ D byly sice testované latkyridany podob#a ihned po izolaci, ale
ICs0 jsou mnohem vysSi nez ve vari@nC. Hepatocyty byly kultivovany ve
Williamsow médiu bez jakychkoliv aditiv. Netty tedy diky tomu optimalni
podminky, cozZz nejspiS ovlivnilo jejich metabolickoaktivitu. Prol€ivo zustalo
v neaktivni forng.

Pro vyloweni mozZnosti, Ze dochéziiipptiprak aktivnich metabolit k
vyvazovani proléiv na kolagen a do vlastniho MTT testu se diky totastavaji ve
vyznamm nizSi koncentraci a jsou proto r@iné, jsme provedli variantu testu E.
Vzhledem k podobnym hodnotamsiJjako @i variant testu H (standardni MTT test
v 10% RPMI) mizeme konstatovat, Ze se triterpeny na kolagen vypthaevazi.

Podobnym zfisobem niZzeme vylodit i interakci testovanych latek se
suplementy Williamsova média. HodnotysiCtesti F a G jsou podobne jako 4€

ziskané standardnim MTT testem (H). Je mozné, Beymdzdil 1Go F a G variant je
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zpisoben iznym obsahem FCSI ve $si kultivatniho média. V médiu pro variantu G
byl vysSi podil FCSI. Testované latky se mohou vazasérové proteiny a timeémit
svou @innost.

Posledni alternativa testu byla provedena stand@rdzpisobem. Testované
latky jsme pidali k buré¢né suspenzi CEM v RPMI gigavkem 10% FCSI.

V grafech (Schéma 34) nazémidime rozdily hodnot I€; jednotlivych variant
testi pro kazdy derivat. Pro nas je nejvyznasnrozdil hodnot 1G, mezi variantou C
(ocekavanad metabolizace) a variantou H (standardni MESE). Zjistili jsme, Ze u
derivati JS 3.954 a JS 3.695 je hodnotggl@o metabolizaci vysSi nez-licgd ni a
k metabolizaci derivéatna aktivni metabolity nedochazi. U derivds 3.678, JS 3.948,
JS 3.952, JS 3.1040, JS 3.1053 jsme po metabolZestili naopak velmi nizké
hodnoty 1G,, které se pohybuji az do 0,29nol/l v piipadt latky JS 3.1053 a velmi
pravdEpodobré dochazi k aktivaci protéva, V piipac nej&inngjSiho derivatu JS 3.948
upresréni 1Cso bude nezbytné testy zopakovat v nizSich testovakgocentracich.

Terapeuticka &innost protinadorovych &v, ale vlastg i vSech ostanich je
ovlivnéna mnoha faktory, které jsou popsany v litefatiNagiklad farmakokinetika i
farmakodynamika kv muze byt ovliviena vazbou na plasmatické bilkoviny — hlavn
lidsky sérovy albumin (HSA),a-kyselé glykoproteiny (AAG). Vazba nac¢nje
charakteristickd zejména pro slozité organické kdie kterymi jsou ®&ktera
cytostatika (nap doxorubicin, paklitaxel, vincristin).fPurceni &inné davky léiva je
nutné vzit tento jev v GvahuiiPstudiich vazby na proteiny akridinovych derivah
vitro bylo zjiS€no, Ze fist hodnot 1G je linearni funkci fidaného proteinu. Ted§im
vySSi je obsah proteinu, tim viceiléa se na § navaze. Tim pademd&o nevykazuje
takovou terapeutickou ¢innost a vzroste hodnota 4£[42]. Krom¢ toho secasto
setkAvame s jinoucéinnou davkou l&va nagiklad na mySim modelu a jinou pak u
cloveka.

Vysledky tesi ukazuji, Ze k metabolické aktivaci triterpenoidniderivati je
nejvhodrjsi C varianta testu. Do budoucnastava vyzvou zdokonaleni této varianty.
Pro ugesréni nami nansienych dat bude nezbytné supernatant po inkubaci s
hepatocyty podrobit analyze, abychom zjistili, ktenetabolity obsahuje. Dale by bylo
dobré stanovit obsah metabali zavislosti na dabinkubace prodrug formy é&&va s

hepatocyty. Pro korektni stanoveni cytotoxicity haktanych proléiv by mel byt
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supernatant odebiran v okamziku, kdy jeho mnoz$pgihne maximalni koncentrace

nenenici se gasem.

3. Zawr:

V této praci jsme se émovali problematice protdv a jejich metabolické
aktivaci. NaSim cilem bylo optimalizovat metodikuetabolické aktivace sl@enin
triterperi, konkrét karbonatovych derivatkyseliny betulinové. Pro metabolizaci a
moznou aktivaci d&hto latek jsme vyzkouSeli ¢kolik experimentalnich modil
metabolizace s izolovanymi potkanimi hepatocytyriday experimerit jsou popsany
vySe. Jeden zthto testovanych modeke zda byt pro metabolizacti¢ G¢inny a jeho
zdokonaleni buderpdmétem dalSiho vyzkumu.

Druhym cilem naSi prace bylo stanoveni cytotoxicityetabolizovanych
prol&iv. Ktomuto &elu jsme vyuzili MTT test. Cytotoxicitu jsme stamwali na
senzitivni nddorové bgtné linii CEM. Zjistili jsme, Ze #které z metabolizovanych
léciv jsou vysoce &nné @i koncentracich nizSich nez @rhol/l. Fi dalSich
experimentech by bylo vhodné stanovit cytotoxicitia dalSich nadorovych bé&mych

liniich.

Cile bakaléské prace byly spémy.
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