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1. Elipticiny a jejich protinadorové ucinky

Elipticin (5,11-dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol, obr. 1)
a nékteré jeho derivaty jsou alkaloidy rostlin ¢eledi Apocya-
naceae vykazujici vyznamnou protinadorovou aktivitu' . Eli-
pticin samotny a jeho derivity 9-hydroxyelipticin a 9-hydro-
xy-2-methylelipticin (ve formé acetdtu) jsou uzivany zejména
k 1éceni pokrocilého karcinomu prsu s kostnimi metastdzami,
akutni myeloblastické leukémie, sarkomt ledvin a karcinomu
§titné 71azy’ "% Divody zdjmu o klinické vyuziti elipticinu
jsou dva: 7) vysokd tcinnost proti nddorovym onemocnénim
(elipticin je cytotoxicky viiéi nddorovym buiikdm jiz v kon-
centracich fadové rovnych 0,1-1 um) a 2) jeho relativné nizké
vedlejsi toxické ucinky. Limitujici toxicitou je xerostomie
(asialie), kterd mlize vyvoldvat dal$i nezddouci dcinky (mo-
nildzy, anorexie)’. AZ na nefrotoxicitu podobnou svym me-
chanismem vzniku nefrotoxicité cisplatiny, jsou dalsi vedlejsi
toxické ucinky elipticinu minimdlni. Hematologicka toxicita
je dokonce prakticky nulova”!".

V organismu potkana je elipticin metabolizovdn oxidac-
nimi reakcemi za tvorby 9-hydroxyelipticinu a 7-hydroxyelip-
ticinu jakoZto majoritnich metaboliti'? (obr. 1). C-Hydroxy-
lace elipticinu v poloze C9 pfitom vede ke zvySeni farmako-
logického ucinku parentdlni molekuly, naopak v poloze C7
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k jeho sniZeni'’. Cytochromy P450 (CYP) jsou st&Zejnimi
enzymy, které elipticin ¢i jeho derivaty metabolizuji; CYP1A1
ev. CYPIA2 jsou pfitom povazovdny za enzymy oxidujici
elipticiny nejefektivnéji. Nelze vsak vyloucit, Ze se na meta-
bolismu elipticinu mohou podilet i dal$i, dosud nezji§téné'>~'¢
isoenzymy cytochromu P450. Zda jsou elipticiny oxidovany
uvedenymi enzymy i v lidském organismu, nebylo dosud
potvrzeno; k objasnéni této problematiky je tfeba dalSich,
detailnéjsich studii. Dilezitym poznatkem ve vztahu k cyto-
chromdm P450 je rovnéz skutecnost, Ze elipticin ptisobi jako
induktor jeho dvou isoenzymti, CYP1A1 a CYP1BI (cit.!"'8).

Elipticin a jeho 9-hydroxyderivat jsou silnymi mutageny
vykazujicimi mutagenni aktivitu vic¢i kmentm Salmonella
typhimurium, Neurospora crassa, Escherichia coli a jsou mu-
tagenni i vii¢i buitkdm savéim'®.

Elipticiny patif do skupiny protinddorovych 1éciv, jejichz
mechanismus dcinku nenf jesté presné rozlustén. Predpoklada
se, ze prevlddajicimi mechanismy protinddorového ucinku
jsou i) interkalace do dvojsroubovicové struktury DNA, kterd
vyplyva z velikosti a tvaru molekuly elipticinu a ii) jeho
plisobeni jako inhibitor topoisomerasy II (cit.'®). Interkalace
elipticinu je zplsobena slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi
interakcemi mezi sparovanymi bazemi molekuly DNA (cit.'?).
Interakce mezi methylovou skupinou elipticinu a thyminem
v interkala¢nim misté je urcujici pro orientaci této slouceniny
v DNA (cit.?%). Vzhledem ke svym fluorescenc¢nim vlastno-
stem slouZi elipticin i v fad€ studii feSicich obecné principy
interkalace jako modelova slou¢enina®**!. Poznani mechani-
smu pusobeni elipticinu jako inhibitoru topoisomerasy II je
rovnéZ pfedmétem intenzivniho szkumuzz' ‘ Elipticin, opro-
ti jinym inhibitortim topoisomerasy II, interaguje bud s mole-
kulou DNA nebo s proteinem topoisomerasy II za tvorby
ternarniho komplexu. Vznikly terndrni komplex, ktery je kata-
lyticky inaktivni, pak vysledné vede ke stimulaci tvorby fe-
tézovych zlomii v DNA (cit.?).

Obr. 1. Schéma metabolické oxidace elipticinu
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Zajimavym zjisténim, které mtize k vysvétleni mechanis-
mu protinddorového plisobeni elipticinu také piispét, je pozna-
tek, Ze elipticin a 9-hydroxyelipticin zptusobuji selektivn{ in-
hibici fosforylace produktu tumorového supresorového ge-
nu, proteinu p353 (cit.”®). Inhibice fosforylace proteinu p53 je
pravdépodobné zlz)ﬁsobena inhibici specifické cyklin-depen-
dentni kinasy (cit.?’). Nahromadéni defosforylovaného protei-
nu p53 pak mize vyustit vindukci apoptozy. Vedle uvedenych
mechanismi miZze elipticin fungovat i mechanismem dalsim.
Inhibuje oxidac¢ni fosforylaci, kterd vede ke drastickému sni-
7eni obsahu ATP v buiikich, coZ rezultuje v jejich zanik®.
Piisobi také jako inhibitor telomerasy'?.

Vsechna uvedend vysvétleni mechanismu protinddorové
aktivity elipticind jsou zaloZena na nespecifickém pisobeni.
Tato skutecnost vSak ostfe kontrastuje s pomérné tizkou spe-
cifitou jejich i¢inu viici nddorovym onemocnénim. Jsou spe-
cifické pouze k ur¢itym typlim neoplasie. Velmi dilezitym
aspektem pozorovanym pfi terapii uzivajici elipticiny je navic
individudlni variabilita v odpovédi pacientli na podané 1é¢ivo.
Utinek elipticinti je tedy specificky i pro individudlni osoby
(pacienty). Je tudiz nanejvys pravdépodobné, Ze specifické
pusobeni elipticinu musi vychdzet (byt odvozeno) jesté z prin-
cipt jinych, dosud neodhalenych. Jednim z vysvétleni speci-
fity chemoterapeutického tucinku i selektivni odpovédi na
podané 1é¢ivo muize byt rozdilnd enzymova vybava lidského
organismu takovymi enzymy, které jsou dilezité pro biotrans-
formaci elipticinu. Pfislu$né enzymy mohou aktivovat lécivo
na terapeuticky ucinnéjsi derivat, ktery pak buiiky novotvaru
poskozuje efektivnéji, popf. zptisobi aZ jejich likvidaci.

Souvislosti mezi metabolickou aktivaci elipticinu a jeho
plsobenim jako protinddorového 1é¢iva se dosud nikdo de-
tailné nezabyval. Interkalovdny jsou totiz samotny elipticin ¢i
jeho majoritni metabolit 9-hydroxyelipticin (nebo dalsi tera-
peuticky uzivané derivaty), a to bez jejich aktivace. Také
vazba téchto sloucenin na DNA a topoisomerasu II vedouci
k tvorbé fetézovych zloml v DNA nevyzaduje jejich metabo-
lické zmény. Zda protinddorovd chemoterapeutika na bazi
elipticind plsobi také prostfednictvim mechanismu, ktery je
podminén jejich metabolickou aktivaci, feSime v grantovém
projektu podporovaném GA CR (grant 203/01/0996).

V predklddaném clanku shrnujeme poznatky o novych
trendech vyuziti elipticinovych derivdti jako kancerostatik.
V tomto pifpadé se jednd o poznatky informujici o vyvoji
ucinnéjsich elipticinovych protinadorovych 1éciv, kterd jsou
cilen¢ specifickd vici nadorovym burikdm.

2. Derivatizace molekuly elipticinu

V fadé laboratoii byla pfipravena Sirokd $kdla derivatd
zdkladniho skeletu elipticinu. Uéelem takovych tiprav mole-
kuly elipticinu bylo ptfedevsim: i) zvySeni protinddorového
ucinku, ii) modulace hydrofobicity molekuly ve smyslu zvy-
Sené rozpustnosti, ale i tic¢inngjsi absorpce 1é¢iva nadorovymi
bunikami a iii) zvySen{ selektivity 1é¢iva pro nddorové buiky,
tedy priprava cilené¢ smérovaného protinddorového léciva na
bazi elipticinu.

Vyznamnym mistem pro derivatizaci elipticinového ske-
letu je atom uhliku v poloze 9 molekuly léciva. ZvySeny
protinddorovy ucinek vykazuji derivaty elipticinu substituo-
vané v této poloze, a to hydroxylovany derivat, ktery je rovnéz
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majoritnim metabolitem elipticinu v lidském organismu, ddle
pak 9-methoxyelipticin a 9-chlorelipticin. Dal8i misto dtilezité
pro derivatizaci molekuly elipticinu je atom dusiku v poloze 2.
9-Hydroxy-2-methylelipticinium (ve formé acetdtu) je proti
nadordm prsu s kostnimi metastdzami i jako 1é¢ivo protileu-
kemické nejuicinnéjSim derivdtem elipticinu. Dalsi derivit,
9-methoxy-2-methylelipticinium-acetdt, je cytotoxicky vaci
bunécnym liniim nddort mozku, experimenty in vivo vSak
neprokazaly jeho tcinnost vii¢i pevnym nadorim®’. Naproti
tomu 9-chlor-2-methylelipticinium-acetét je vici pevnym nd-
dorim mozku vysoce efektivni.

Vyse uvedené derivatizace molekuly elipticinu vedou ne-
jenke zvySeni protinddorové icinnosti, ale derivatizaci je silné
pozménén i hydrofobni charakter 1éCiva. U léCiva musi byt
zachovdn optimdlni pomér mezi jeho hydrofobnimi a hydro-
filnimi vlastnostmi. Nizkd rozpustnost sniZuje moznost jeho
distribuce v organismu, a ovliviiuje se tak i jeho farmakoki-
netika a farmakodynamika. Vysokd polarita pak naopak sni-
Zuje transport l1éCiva pres bunécnou membrdnu do bunék.
Elipticin je efektivné transportovan pies bunécnou membranu,
a to prostou, pasivni difuzi. Derivatizace na dusiku v poloze 2
vytvari z molekuly elektricky nabitou ¢astici, uvedené deriva-
ty elipticinu jsou proto pouzivany ve formé soli, nejcastéji ve
formé acetdtu. Zminénou derivatizaci dochdzi sice k lepsi
distribuci l1é¢iva v organismu, naopak vsak k vyraznému zhor-
Seni transportnich vlastnosti 1é¢iva pfes bunéénou membranu.
Takto velkd nabitd a hydrofilni molekula je pfes bunéénou
membrdnu transportovdna mnohem hife nez elipticin samot-
ny. Pro odstranéni tohoto jevu byly pfipraveny konjugéty
9-hydroxy-2-methylelipticinia s hydrofobnimi aminokyseli-
nami glycinem, alaninem, kyselinou a-aminomadselnou, vali-
nem, leucinem a isoleucinem navdzanymi na uhlik 10 mole-
kuly 1éciva®®?. Struktura takovych derivétl je uvedena na
obr. 2. VSechny konjugity s aminokyselinami byly do nd-
dorovych bunék transportovdany efektivnéji (podobné jako
elipticin pasivni difuzi), vétSina konjugatti (vyjma konjugatu

s isoleucinem) vSak vykazovala nizsi protirakovinnou dc¢in-
nost**%,

Ke zvyseni rozpustnosti elipticinu byly rovnéz vyuzity
komplexy elipticinu (a jeho 9-hydroxyderivétu) s y- a B-cy-
klodextriny. Elipticiny nekovaletné vdzané do cyklodextrind
vSak nebyly testovany z hlediska jejich transportnich vlast-
nosti (distribuce) v organismu ani z hlediska jejich kancero-
statickych &ink®.

Optimdlnim feSenim dpravy molekuly protirakovinného
Iéciva ve smyslu zmény jeho vlastnosti nejen fyzikdlné-che-
mickych, ale i biologickych a terapeutickych, je pfiprava
cilené smérovanych derivatd 1é¢iv. Takové tpravy 1éCiva ve-
dou ke zlepSeni jeho distribuce v lidském organismu, op-

HO R
\C\ C/
Oé \ CHs
N CH, =%’
HO /=N
(S~
N CcH,

Obr. 2. Struktura Kkonjugiti 9-hydroxy-2-methylelipticinia
(NMHE) s aminokyselinami: Gly-NMHE, R = H; Ala-NMHE, R =
CH,; Val-NMHE, R = CH-(CH,),; Lue-NMHE, R = CH,CH(CH,),
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timdlné bez vlivu na zdravé bunky a k selektivnimu pi{jmu
1é¢iva pouze nadorovymi buitkami.

3. Charakterizace cilené smérovanych derivatu
elipticint

VétSina kancerostatik jsou nizkomolekuldrni latky, které
neplsobi mistné specificky a relativné rychle se vylucuji
z organismu. ProtoZe je tieba zajistit piisobeni 1é¢iva ve vhod-
né terapeuticky uc¢inné koncentraci po delsi dobu, je nezbytné
podavat vhodnou davku léciva opakované, v urcitych caso-
vych intervalech. I v takovém piipadé vsak 1é¢ivo nepisobi
pouze v misté pozadovaného terapeutického efektu, tedy pou-
ze nanadorové buiiky. S tim je spojeno riziko vedlejsich, ¢asto
toxickych ucinkt 1écCiva, které jsou prdavé u kancerostatik
velmi zavaznym problémem. To vSe plati i pro elipticin a jeho
derivaty. I kdyz jsou vedlejsi toxické ucinky elipticinu nizsi
nez u jinych protirakovinnych 1éc¢iv, je jejich sniZeni pro
zdravé bunky organismu stdle vysoce Zddouci a aktudlni.

Jeden ze sméri pripravy cilené smérovanych kancerostatik
vyuziva jejich navazani na nosi¢ obsahujici tzv. determinantu
cileného transportu (cileného dcinku)*!*% Vysledkem je kon-
jugdt Iéciva s determinantou. Determinantou cileného ucinku
je molekula, kterd je schopnd rozpoznat povrchové receptory
nadorovych bunék, a k témto receptorim celou molekulu
(konjugdt) specificky zavést. Kancerostatikum je v tomto pii-
padé dopravovdno organismem ve své, v idedlnim piipadé
biologicky neaktivni formé, a k jeho vlastni aktivaci dochdz{
az po praniku konjugdtu do cilovych nddorovych bunék.

Uspé&sné cilené smérované 1é¢ivo musi splitovat nasledu-
jict kriteria:

1) Lécivo musi byt cilené smérované k receptoru, ktery je
v nddorovych bunkdch pfitomny v signifikantné vy$$im
mnozstvi nez v buiikdch zdravych tkani. Determinanta
cileného ucinku musi mit navic k receptoriim, které jsou
pritomné na povrchu nadorovych bunék, vysokou afinitu.
Receptor se po rozstépeni konjugdtu v nddorové buiice
uvolni a mél by byt zpétné recyklovan do bunécného
povrchu, aby mohl byt opét léCivem rozpozndn. Je tieba,
aby ptisobil jako ,,pumpa®, kterd transportuje vétsi mnoz-
stviléciva do bunék. Tento pozadavek je obzvlast dilezity,
nebof pocet molekul receptori v cilové buice ziidka pre-
sahuje hodnotu 10° (cit.®).

Konjugét musi byt v pribéhu cirkulace (transportu) 1é¢iva
v organismu stabilni; naproti tomu musi byt snadno hydro-
lyzovén lysosomdlnimi hydrolytickymi enzymy.

Ucinnd slozka konjugdtu (vlastni nemodifikované kan-
cerostatikum) mus{ vykazovat extrémné vysokou toxicitu
uvniti nddorovych bunék s hodnotami ICy, v rozmezi
NM—UM.

Konjugdt nesmi vykazovat imunogenni aktivitu (musi byt
neimunogenni).

Ndvrh a syntéza nadé&jnych ptipravki s cilenym kancero-
statickym tcinkem vychdzi z vyuziti receptort pro i) rdstové
faktory®*S, ii) cytokiny®’*, iii) steroidni i peptidové hormo-
ny***’ nebo iv) monoklonalni protilatky*! ¢ vyuziti lektint —
tedy ve vSech pfipadech domén pfitomnych na povrchu ur-
¢itych typ nddorovych bunék. Jinou mozZnosti je vyuZiti
skutecnosti, Ze nékteré typy nddorovych bunék vyZaduji pro
svij rast a vyvoj ¢i proliferaci urcité slouceniny (nizko- i vy-

2)

3)

9

5)
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sokomolekuldrn{) v daleko vys$sich koncentracich nez builky
zdravych tkdni. Takové slouceniny pak mohou byt vyuzity
jako nosice protinddorové ucinné latky.

Elipticin a n¢které jeho derivaty se jevi jako kancerostatika
vhodnd pro pfipravu cilené smérovanych protinddorovych
léc¢iv. Jak jiz bylo uvedeno, jednd se o silné hydrofobni slou-
¢eninu s vyraznou cytotoxicitou pro nadorové buiky a po-
mérné nizkymi vedlej§imi dcinky.

Do soucasnosti byla popsdna pfiprava nékolika konjugati
elipticinu, které byly testovdny jako potencidlni cilené¢ smé-
rovand protirakovinnd lé¢iva.

3.1. Konjugdt derivdtu elipticinu
s heptagastrinem

V roce 1998 bylo Michejdou a jeho spolupracovniky**
popsdno, Ze gastrointestinalni (GI) hormon, gastrin, stimuluje
rust nékterych gastroinstestindlnich nadort. Receptor typu B
pro uvedeny hormon (gastrin) a eventudlné rovnéz pro cho-
lecystokinin je exprimovdn v mnoha druzich uvedenych na-
dorti. Tento receptor patii do rodiny receptor spojenych
s G proteinem, pro néz je charakteristickd pritomnost sed-
mi transmembrdnovych domén. Gastrin cirkulujici v organi-
smu je peptid, u néhoz je pro vazbu na jeho specificky recep-
tor absolutné nezbytny C-termindlni tetrapetid. Na bdzi vy-
Se uvedenych poznatkti byl Michejdovou pracovni skupinou
pripraven konjugét C-termindlniho heptapeptidu gastrinu (he-
ptagastrin Ala-Tyr-Gly-Trp-Nile-Asp-Phe-NH,), ktery byl pfi-
pojen k derivétu elipticinu, 1[3-[N-(3-aminopropyl)-N-me-
thylamino]propylJamino-(9-methoxy-5,11-dimethyl-6 H-pyri-
do[4,3-b]karbazolu, prostiednictvim sukcinylovaného penta-
petidu Ala-Leu-Ala-Leu-Ala (obr. 3). Elipticin je vdzan k ter-
mindlnimu alaninu pfes atom dusiku v poloze 2 elipticinového
skeletu.

Sytetizovany konjugdt se specificky vdze na receptor pro
gastrin/cholecystokinin pfitomny v NHI/3T3 buiikdch, zatim-
co s povrchem divokého typu téchto bunék (neobsahujicich
receptor) neinteraguje. Endocytosou (pinocytosou) je kom-
plex konjugdtu s receptorem transportovan do bunék a uklddan
do endosomil. Receptor je s velkou efektivitou recyklovan do
bunécného povrchu, zatimco peptidovy ligand (konjugat) do-
sahuje lysosomy. Pravdépodobné prave v lysosomech je pak
konjugdt degradovdn, a volny elipticin pak mtZe v nddorové
buiice plisobit jako cytotoxické agens*.

3.2. Konjugdty elipticinu
a 9-hydroxyelipticinu s enkefaliny

Enkefaliny (Leu-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, a Met-
-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) patii spolu s B-endorfinem
mezi peptidové hormony, které ptisobi na centrdlni nervovou
soustavu podobné jako opidty. Jsou proto nékdy oznacovany
jako opiodni (opidtové) peptidy. VaZou se na opidtové recep-
tory mozkovych bunék, jsou jejich fyziologickymi agonisty.
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N
(
2
O

Obr. 3. Konjugat elipticinu s heptagastrinem

C-Ala-Tyr—Gly—Trp—Nle—Asp—Phe—-NH,

C-Ala—Leu-Ala—Leu-Ala—Ell
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Tyr-DAla—-Gly—Phe—DLeu—NH
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R=H TAG-NME
R=0H TAG-NMHE

Obr. 4. Chemicka struktura konjugati elipticini s enkefalinem
(DADLE, p-Ala*p-Leu’-enkefalin, Tyr-D Ala-Gly-Phe-D Leu-NH-
-(CH,),-elipticin, NME, N*-methylelipticin, NMHE, 9-hydroxy-N"-
-methylelipticin)
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Obr. 5. Struktura (E)-clonifenu a estradiolu
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Zajimavé je zjiSténi, Ze lidské kolo-rektdlni karcinomy“’44

a malobuné&ené plicni karcinomy™’, které jsou silné chemo-re-
zistentni, obsahuji vysoké koncentrace enkefalini a jejich
receptord. Téchto poznatkl bylo vyuzito Rigaudem se spolu-
pracovniky*'*® kteif pfipravili konjugdty uvedenych peptidt
s elipticinem a jeho 9-hydroxyderivatem. Struktura synteti-
zovanych konjugdtd je uvedena na obrdzku 4.

Pripravené konjugity, kterym zistala zachovana schop-
nost tvofit interkaldty s DNA, interaguji s enkefalinovymi
receptory in vitro a jsou transportovany do nddorovych bunék
obsahujicich uvedené receptory. Interakce s receptory je vSak
velmi slabd a konjugdty vstupuji i do bunék, které enkefali-
nové receptory neobsahuji. Pro uspéSné cilené smérované
1écivo, které je pfipraveno na bazi smérovani pro urcity recep-
tor, je dilezité, aby ta ¢dst molekuly konjugdtu (kovaletniho
komplexu), kterd je vlastni aktivni slozkou 1éCiva (elipticin)
nehrdla dominantni dlohu v transportu konjugdtu. V pripadé
konjugétti elipticind s enkefaliny je pravdépodobné, Ze ztratily
vlastnosti nezbytné pro rozpozndni receptorem. Elipticinovd
¢ast molekuly pfevazuje z hlediska vyznamu pro transport
konjugétu do bunék, ktery je pravé touto slozkou zprostied-
kovdn pasivni difuzi (hydrofobni povaha molekuly 1é&iva)*' ¢
Uvedené konjugdty tedy nemohou byt vyuzity jako cilené
smérovand kancerostatika.

3.3. Konjugdty elipticinu s estradiolem

Riist endometria a téméf 30 % nddort prsu je stimulovan
estrogeny. Z klinickych studii vyplyva, Ze antagonisté estroge-
nd, antiestrogeny, mohou byt uzity k 1éceni nadort zavislych
na estrogenech. Bunky nékterych nddori prsu (napf. karci-
nomu prsu) obsahuji receptory pro estrogeny (jsou estrogen-
-receptor pozitivni) a vyznamné koncentruji estrogeny v bu-
nééném jadie*”*® Mechanismus piisobeni estrogenti a ev. také
antiestrogent je vysvétlovdn predevsim jejich interakef s ce-
luldrnimi receptory, které jsou pravdépodobné lokalizované
v cytoplazmé i jadfe bunék. Jak vyplyva z vyse uvedeného,
estrogeny a jejich antagonisté, antiestrogeny, by mohly byt
rovnéz potencidlné dobrymi pienaseci kancerostatik do bun¢k
a ddle do jader bohatych na receptory. Konkrétné kancerosta-
tik, jejichz cilem jsou molekuly DNA.

K syntéze konjugdtd elipticini s estrogeny a antiestrogeny
bylo pouzito antiestrogenu (E)-clomifenu [1-[4-[2-(diethyl-
amino)ethoxy]-phenyl]-1,2-diphenyl-2-chloroethylenu, obr. 5]
a estrogenniho hormonu estradiolu**® (obr. 5). Z mnoha syn-
tetizovanych konjugdtd pouze jediny (obr. 6) vykazoval stej-
nou cytotoxickou aktivitu jako elipticin48. Jeho vyuziti jako
cilené smérovaného 1é¢iva na bazi elipticinu je v§ak omezené.
Transport uvedeného aktivniho derivatu do nzidorovgych bunék
totiz neni zprostfedkovan receptory pro estrogeny4 .

Dalsimi konjugéty elipticint s estrogeny jsou tfi slouceni-
ny, které byly syntetizovany z elipticinu a estradiolu Devrajem

O +
CH,—C-N—(CH,),-N
o000
N
OC 20s
HO

Obr. 6. Konjugat elipticinu s estradiolem
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Obr. 7. Struktura konjugaiti elipticinu s estradiolem

se spolupracovnﬂ(y47 (obr. 7). Ani v tomto piipadé nebyly
pripravené konjugdty uspésnymi cilené¢ smérovanymi kan-
cerostatiky. I kdyz jeden z konjugétti (sloucenina / na obraz-
ku 7) je dobrym inhibitorem topoisomerasy II a jeho cytoto-
xicita vac¢i nddorovym bunkdm je vysokd, tento konjugdt
nevykazuje selektivitu k estrogen-pozitivnim bunéénym li-
nifm. Uvedend skutecnost pravdépodobné vyplyva ze slabé
afinity konjugdtu k estrogennim receptoriim, kterd je zpd-

sobena modifikaci molekuly estradiolu derivatem elipticinu®’.

3.4. Konjugdty elipticinu se sacharidy

Podrobna studie konjugati velké skupiny monosacharidd
s elipticiny (elipticin, 9-hydroxyelipticin, 9-methoxyelipticin)
(49 konjugdtt) provedenda Hondou se spolupracovnﬂ<y49 pro-
kazala, Ze cukernd slozka zvysila terapeutickou tcinnost 1é-
¢iva. VsSechny studované konjugdty maji cukernou slozku
vdzanou na atom dusiku v poloze 2 elipticinového skeletu, jde
tedy o kvarterni glykosidy. Dva ze studovanych glykosida
(L-arabinopyranosid a D-xylofuranosid 9-hydroxyelipticinu)
jsou velmi slibnymi kancerostatiky, jejichz ic¢innost vici né-
kterym modelovym buné¢nym nadorovych liniim (L1210 leu-
kemické linie, P388 leukemické linie, buriky B16 melanomu)
je nékolikandsobné vyssi, nez je ucinnost elipticini samot-
nych*. Mechanismus zvy$ené tcinnosti syntetizovanych gly-
kosidd ani selektivita sorpce téchto latek nadorovymi butikami
(cilové receptory) nebyly dosud studovany. O dalSich prekli-
nickych studiich s uvedenymi glykosidy, které byly autory v ci-
tované literatuie® slibovany, viak dodnes nejsou informace.
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3.5. Komplexy esteru elipticind
s lipoproteiny

Piiprava dalSich cilové smérovanych 1é¢iv na bazi elipti-
cinu vychdzi ze zcela jiného principu, nez jsou principy vyse
popsané. Nddorové buiiky, které se rychle replikuji a nekon-
trolované proliferuji, vyzaduji pro syntézu bunécné membrany
zna¢nd mnozstvi cholesterolu. Cholesterol musi byt bud syn-
tetizovdn z dvouhlikatych jednotek de novo nebo mize byt
dodén z degradovanych plazmatickych lipoproteini (low-den-
sity lipoprotein, LDL), jejichz je souc¢dsti. Nddorové burniky
pfitom obsahuji receptory pro LDL a metabolizuji tyto lipo-
proteiny daleko rychleji, neZ jsou lipoproteiny metabolizo-
vény buitkami zdravymi’®>2 LDL tedy mohou byt vyuZity
jako nosi¢ protirakovinnych 1é¢iv. Céstice LDL s 1é¢ivy jsou
komplexy, do kterych jsou 1é¢iva inkorporovdna nekovalent-
nimi (hydrofobnimi) interakcemi. Hydrofobicita lé¢iva mus{
tedy byt vyraznd. Samotné komplexy LDL s lé¢ivem jsou
znacné stabilni pii transportu organismem, a dosahuji tak
cilové buiiky v nezménéné podobé.

Derivit elipticinu (9-hydroxy-2-methylelipticinium-ace-
tdt) byl pouzit jako kancerostatickd souc¢dst komplext s LDL.
Jeho polarita v§ak neumozniovala inkorporaci do LDL. Proto
byly z této slouceniny syntetizovdny estery s kyselinou stearo-
vou, palmitovou a oleovou (estery kyselin s hydroxylovou
skupinou v poloze 9 elipticinového skeletu). Jejich hydrofo-
bicita pak jiz byla pro inkorporaci do LDL dostatecnd. Z pri-
pravenych esterti se do LDL nelépe inkorporoval oledt. Jeho
komplex s LDL byl efektivné transportovan po interakci s re-
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ceptorem do nddorovych bunék endocytosou, jeho cytoto-
xicita byla vy&§i, nez byla cytotoxicita volného lé¢iva®'. Rov-
néZ experimenty in vivo na myS$ich melanomech B16 byly
tspEsné™.

3.6. Konjugdt elipticinu
s lidskym sérovym albuminem

Strategickym postupem ve zvySeni protirakovinné selek-
tivity kancerostatik je vyuziti transportnich proteind. Vhod-
nym proteinem pro cilené smérovand kancerostatika se jevi
sérovy albumin. Lidsky sérovy albumin je vysokomolekularn{
latka o molekulové hmotnosti 66500. JiZ sama skutecnost, Ze
jde o slouceninu o vysoké molekulové hmotnosti, ma urcity
vyznam pro jeji vyuZiti jako nosice kancerostatik. U konjugatd
samotnd vysokd molekulovd hmotnost proteinového nosice
pozitivni vliv na distribuci 1é¢iva v organismu. Vede k az
nékolikandsobnému zvyseni koncentrace konjugovaného 1é-
¢iva v pevnych ndadorech ve srovnani s volnym lé¢ivem. Jde
o tzv. pasivni smérovdni (passive tumor targeting) v disledku
EPR efektu (enhanced permeability and retention effect)>.
Vedle toho je lidsky sérovy albumin (HSA) vhodny jako
proteinovy pienasec jesté z dalsich divoda.

1) Je pohlcovan (absorbovan) nddorovymi buiikami speci-
ficky, zatimco k buitkdm zdravych tkdni ma tento protein
afinitu mnohondsobné niz&i>*>

2) Je snadno dostupny protein, v organismu optimdlné bi-
ologicky stabilni.

3) V ndadorovych buiikdch je snadno degradovan

4) Pro lidsky organismus je netoxicky a neimunogenni>>,
Konjugit lidského sérového albuminu s elipticinem (HSA-

-elipticin) byl pfipraven teprve nedavno®. Nédorovymi buii-

kami (linie leukemickych bun¢k Nalm6) je selektivné a efek-

tivné pfijiman a v buiikdch pak hydrolyzovan na volné 1écivo

a proteinovy nosic™. Vykazuje vysokou cytotoxicitu vici

testovanym nadorovym buitkdm, obdobnou jako volny elip-

ticin (ICy, = 2 um). Ackoliv jeho ti¢innost v experimentech in
vivo nebyla prozatim studovdna, z testovdni na bunécnych

liniich in vitro se jevi jako nadéjné cilen& smérované 1é¢ivo™.
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4. Zavér

Predkladany ¢ldnek ukazuje nové sméry vyvoje a pfipravy
cilené smérovanych 1éCiv na bézi elipticinu a zobecnuje po-
znatky o vlastnostech, které takovd léCiva musi spliiovat.
Zhodnoceni kvality cilené smérovanych derivati elipticinu
jako kancerostatik s cilenym ucinkem je vSak v soucasnosti
jesté ponékud obtizné. Z vyse uvedenych poznatkl vyplyvd,
ze nov¢ syntetizovanych derivatil, které vykazuji zvySeny
protinddorovy efekt a selektivitu, je doposud maly pocet.
Navic, fada téchto derivatli nebyla jesté dostatecné testovdna
ani v klinickych studiich, ba ani v experimentech in vivo, na
zivocisnych modelech. Nicméné terapeuticky slibné se zdaji
byt predevsim konjugdty elipticinu s heptagastrinem a elip-
ticinu s lidskym sérovym albuminem. Proto ;e prl’prava obou
typii 1é¢iv také piedmétem patentnich fizeni***®. Vedle poten-
cidlniho terapeutickému vyuziti, predpoklddame jejich pouZiti
i k osvétleni mechanismu protinddorového ucinku elipticint,
jehoZz podstatu v nasich labotarorich detailné studujeme.
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Drugs on Tumor Cells

Ellipticines are potent antitumor agents whose mechanism
of action is considered to be based mainly on DNA intercala-
tion and/or inhibition of topoisomerase II. Targeting of the
ellipticine drugs specifically on tumor cells has been the goal
of many studies. A survey of such targeting of ellipticines on
tumor cells and definition of the structural requirements for
receptor-targeted drugs are given in the present article. Targe-
ted cytotoxic drugs consisting of heptagastrin, modified enke-
phalin, estradiol, saccharides, lipoproteins and human serum
albumin linked to ellipticines, designed and prepared by many
authors, are shown and their efficiencies in tumors are dis-
cussed.



