
DERIV¡TY  ELIPTICINU  S  CÕLEN›M  PROTIN¡DOROV›M  ⁄»INKEM

MARIE STIBOROV¡a a EVA FREIb

aKatedra biochemie, P¯ÌrodovÏdeck· fakulta, Univerzita Kar-
lova, Albertov 2030, 128 40 Praha 2, bInstitut f¸r Molekulare
Toxikologie, Deutsches Krebsforschungszentrum, Im Neunen-
heimer Feld 280, 69120 Heidelberg
e-mail: stiborov@prfdec.natur. cuni.cz

Doölo dne 6.II.2001

KlÌËov· slova: elipticin, mechanismus p˘sobenÌ, cÌlenÏ smÏ-
rovan· protin·dorov· lÈËiva

Obsah

1. Elipticiny a jejich protin·dorovÈ ˙Ëinky
2. Derivatizace molekuly elipticinu
3. Charakterizace cÌlenÏ smÏrovan˝ch deriv·t˘ elipticin˘

3.1. Konjug·t deriv·t˘ elipticinu s heptagastrinem
3.2. Konjug·ty elipticinu a 9-hydroxyelipticinu

s enkefaliny
3.3. Konjug·ty elipticinu s estradiolem
3.4. Konjug·ty elipticinu se sacharidy
3.5. Komplexy ester˘ elipticin˘ s lipoproteiny
3.6. Konjug·t elipticinu s lidsk˝m sÈrov˝m albuminem

4. Z·vÏr

1. Elipticiny a jejich protin·dorovÈ ˙Ëinky

Elipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol, obr. 1)
a nÏkterÈ jeho deriv·ty jsou alkaloidy rostlin Ëeledi Apocya-
naceae vykazujÌcÌ v˝znamnou protin·dorovou aktivitu1ñ4. Eli-
pticin samotn˝ a jeho deriv·ty 9-hydroxyelipticin a 9-hydro-
xy-2-methylelipticin (ve formÏ acet·tu) jsou uûÌv·ny zejmÈna
k lÈËenÌ pokroËilÈho karcinomu prsu s kostnÌmi metast·zami,
akutnÌ myeloblastickÈ leukÈmie, sarkom˘ ledvin a karcinomu
ötÌtnÈ ûl·zy5ñ10. D˘vody z·jmu o klinickÈ vyuûitÌ elipticinu
jsou dva: 1) vysok· ˙Ëinnost proti n·dorov˝m onemocnÏnÌm
(elipticin je cytotoxick˝ v˘Ëi n·dorov˝m buÚk·m jiû v kon-
centracÌch ¯·dovÏ rovn˝ch 0,1ñ1 µM) a 2) jeho relativnÏ nÌzkÈ
vedlejöÌ toxickÈ ˙Ëinky. LimitujÌcÌ toxicitou je xerostomie
(asialie), kter· m˘ûe vyvol·vat dalöÌ neû·doucÌ ˙Ëinky (mo-
nil·zy, anorexie)9. Aû na nefrotoxicitu podobnou sv˝m me-
chanismem vzniku nefrotoxicitÏ cisplatiny, jsou dalöÌ vedlejöÌ
toxickÈ ˙Ëinky elipticinu minim·lnÌ. Hematologick· toxicita
je dokonce prakticky nulov·9,11.

V organismu potkana je elipticin metabolizov·n oxidaË-
nÌmi reakcemi za tvorby 9-hydroxyelipticinu a 7-hydroxyelip-
ticinu jakoûto majoritnÌch metabolit˘12 (obr. 1). C-Hydroxy-
lace elipticinu v poloze C9 p¯itom vede ke zv˝öenÌ farmako-
logickÈho ˙Ëinku parent·lnÌ molekuly, naopak v poloze C7

k jeho snÌûenÌ13. Cytochromy P450 (CYP) jsou stÏûejnÌmi
enzymy, kterÈ elipticin Ëi jeho deriv·ty metabolizujÌ; CYP1A1
ev. CYP1A2 jsou p¯itom povaûov·ny za enzymy oxidujÌcÌ
elipticiny nejefektivnÏji. Nelze vöak vylouËit, ûe se na meta-
bolismu elipticinu mohou podÌlet i dalöÌ, dosud nezjiötÏnÈ12ñ16

isoenzymy cytochromu P450. Zda jsou elipticiny oxidov·ny
uveden˝mi enzymy i v lidskÈm organismu, nebylo dosud
potvrzeno; k objasnÏnÌ tÈto problematiky je t¯eba dalöÌch,
detailnÏjöÌch studiÌ. D˘leûit˝m poznatkem ve vztahu k cyto-
chrom˘m P450 je rovnÏû skuteËnost, ûe elipticin p˘sobÌ jako
induktor jeho dvou isoenzym˘, CYP1A1 a CYP1B1 (cit.17,18).

Elipticin a jeho 9-hydroxyderiv·t jsou siln˝mi mutageny
vykazujÌcÌmi mutagennÌ aktivitu v˘Ëi kmen˘m Salmonella
typhimurium, Neurospora crassa, Escherichia coli a jsou mu-
tagennÌ i v˘Ëi buÚk·m savËÌm19.

Elipticiny pat¯Ì do skupiny protin·dorov˝ch lÈËiv, jejichû
mechanismus ˙Ëinku nenÌ jeötÏ p¯esnÏ rozluötÏn. P¯edpokl·d·
se, ûe p¯evl·dajÌcÌmi mechanismy protin·dorovÈho ˙Ëinku
jsou i) interkalace do dvojöroubovicovÈ struktury DNA, kter·
vypl˝v· z velikosti a tvaru molekuly elipticinu a ii) jeho
p˘sobenÌ jako inhibitor topoisomerasy II (cit.13). Interkalace
elipticinu je zp˘sobena slab˝mi reverzibilnÌmi hydrofobnÌmi
interakcemi mezi sp·rovan˝mi b·zemi molekuly DNA (cit.13).
Interakce mezi methylovou skupinou elipticinu a thyminem
v interkalaËnÌm mÌstÏ je urËujÌcÌ pro orientaci tÈto slouËeniny
v DNA (cit.20). Vzhledem ke sv˝m fluorescenËnÌm vlastno-
stem slouûÌ elipticin i v ¯adÏ studiÌ ¯eöÌcÌch obecnÈ principy
interkalace jako modelov· slouËenina20,21. Pozn·nÌ mechani-
smu p˘sobenÌ elipticinu jako inhibitoru topoisomerasy II je
rovnÏû p¯edmÏtem intenzivnÌho v˝zkumu22ñ24. Elipticin, opro-
ti jin˝m inhibitor˘m topoisomerasy II, interaguje buÔ s mole-
kulou DNA nebo s proteinem topoisomerasy II za tvorby
tern·rnÌho komplexu. Vznikl˝ tern·rnÌ komplex, kter˝ je kata-
lyticky inaktivnÌ, pak v˝slednÏ vede ke stimulaci tvorby ¯e-
tÏzov˝ch zlom˘ v DNA (cit.24).

Obr. 1. SchÈma metabolickÈ oxidace elipticinu
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ZajÌmav˝m zjiötÏnÌm, kterÈ m˘ûe k vysvÏtlenÌ mechanis-
mu protin·dorovÈho p˘sobenÌ elipticinu takÈ p¯ispÏt, je pozna-
tek, ûe elipticin a 9-hydroxyelipticin zp˘sobujÌ selektivnÌ in-
hibici fosforylace produktu tumorovÈho supresorovÈho ge-
nu, proteinu p53 (cit.25). Inhibice fosforylace proteinu p53 je
pravdÏpodobnÏ zp˘sobena inhibicÌ specifickÈ cyklin-depen-
dentnÌ kinasy (cit.25). NahromadÏnÌ defosforylovanÈho protei-
nu p53 pak m˘ûe vy˙stit v indukci apoptÛzy. Vedle uveden˝ch
mechanism˘ m˘ûe elipticin fungovat i mechanismem dalöÌm.
Inhibuje oxidaËnÌ fosforylaci, kter· vede ke drastickÈmu snÌ-
ûenÌ obsahu ATP v buÚk·ch, coû rezultuje v jejich z·nik26.
P˘sobÌ takÈ jako inhibitor telomerasy13.

Vöechna uveden· vysvÏtlenÌ mechanismu protin·dorovÈ
aktivity elipticin˘ jsou zaloûena na nespecifickÈm p˘sobenÌ.
Tato skuteËnost vöak ost¯e kontrastuje s pomÏrnÏ ˙zkou spe-
cifitou jejich ˙Ëinu v˘Ëi n·dorov˝m onemocnÏnÌm. Jsou spe-
cifickÈ pouze k urËit˝m typ˘m neoplasie. Velmi d˘leûit˝m
aspektem pozorovan˝m p¯i terapii uûÌvajÌcÌ elipticiny je navÌc
individu·lnÌ variabilita v odpovÏdi pacient˘ na podanÈ lÈËivo.
⁄Ëinek elipticin˘ je tedy specifick˝ i pro individu·lnÌ osoby
(pacienty). Je tudÌû nanejv˝ö pravdÏpodobnÈ, ûe specifickÈ
p˘sobenÌ elipticinu musÌ vych·zet (b˝t odvozeno) jeötÏ z prin-
cip˘ jin˝ch, dosud neodhalen˝ch. JednÌm z vysvÏtlenÌ speci-
fity chemoterapeutickÈho  ˙Ëinku i selektivnÌ odpovÏdi na
podanÈ lÈËivo m˘ûe b˝t rozdÌln· enzymov· v˝bava lidskÈho
organismu takov˝mi enzymy, kterÈ jsou d˘leûitÈ pro biotrans-
formaci elipticinu. P¯ÌsluönÈ enzymy mohou aktivovat lÈËivo
na terapeuticky ˙ËinnÏjöÌ deriv·t, kter˝ pak buÚky novotvaru
poökozuje efektivnÏji, pop¯. zp˘sobÌ aû jejich likvidaci.

SouvislostÌ mezi metabolickou aktivacÌ elipticinu a jeho
p˘sobenÌm jako protin·dorovÈho lÈËiva se dosud nikdo de-
tailnÏ nezab˝val. Interkalov·ny jsou totiû samotn˝ elipticin Ëi
jeho majoritnÌ metabolit 9-hydroxyelipticin (nebo dalöÌ tera-
peuticky uûÌvanÈ deriv·ty), a to bez jejich aktivace. TakÈ
vazba tÏchto slouËenin na DNA a topoisomerasu II vedoucÌ
k tvorbÏ ¯etÏzov˝ch zlom˘ v DNA nevyûaduje jejich metabo-
lickÈ zmÏny. Zda protin·dorov· chemoterapeutika na b·zi
elipticin˘ p˘sobÌ takÈ prost¯ednictvÌm mechanismu, kter˝ je
podmÌnÏn jejich metabolickou aktivacÌ, ¯eöÌme v grantovÈm
projektu podporovanÈm GA »R (grant 203/01/0996).

V p¯edkl·danÈm Ël·nku shrnujeme poznatky o nov˝ch
trendech vyuûitÌ elipticinov˝ch deriv·t˘ jako kancerostatik.
V tomto p¯ÌpadÏ se jedn· o poznatky informujÌcÌ o v˝voji
˙ËinnÏjöÌch elipticinov˝ch protin·dorov˝ch lÈËiv, kter· jsou
cÌlenÏ specifick· v˘Ëi n·dorov˝m buÚk·m.

2. Derivatizace molekuly elipticinu

V ¯adÏ laborato¯Ì byla p¯ipravena öirok· ök·la deriv·t˘
z·kladnÌho skeletu elipticinu. ⁄Ëelem takov˝ch ˙prav mole-
kuly elipticinu bylo p¯edevöÌm: i) zv˝öenÌ protin·dorovÈho
˙Ëinku, ii) modulace hydrofobicity molekuly ve smyslu zv˝-
öenÈ rozpustnosti, ale i ˙ËinnÏjöÌ absorpce lÈËiva n·dorov˝mi
buÚkami a iii) zv˝öenÌ selektivity lÈËiva pro n·dorovÈ buÚky,
tedy p¯Ìprava cÌlenÏ smÏrovanÈho protin·dorovÈho lÈËiva na
b·zi elipticinu.

V˝znamn˝m mÌstem pro derivatizaci elipticinovÈho ske-
letu je atom uhlÌku v poloze 9 molekuly lÈËiva. Zv˝öen˝
protin·dorov˝ ˙Ëinek vykazujÌ deriv·ty elipticinu substituo-
vanÈ v tÈto poloze, a to hydroxylovan˝ deriv·t, kter˝ je rovnÏû

majoritnÌm metabolitem elipticinu v lidskÈm organismu, d·le
pak 9-methoxyelipticin a 9-chlorelipticin. DalöÌ mÌsto d˘leûitÈ
pro derivatizaci molekuly elipticinu je atom dusÌku v poloze 2.
9-Hydroxy-2-methylelipticinium (ve formÏ acet·tu) je proti
n·dor˘m prsu s kostnÌmi metast·zami i jako lÈËivo protileu-
kemickÈ nej˙ËinnÏjöÌm deriv·tem elipticinu. DalöÌ deriv·t,
9-methoxy-2-methylelipticinium-acet·t, je cytotoxick˝ v˘Ëi
bunÏËn˝m liniÌm n·dor˘ mozku, experimenty in vivo vöak
neprok·zaly jeho ˙Ëinnost v˘Ëi pevn˝m n·dor˘m27. Naproti
tomu 9-chlor-2-methylelipticinium-acet·t je v˘Ëi pevn˝m n·-
dor˘m mozku vysoce efektivnÌ.

V˝öe uvedenÈ derivatizace molekuly elipticinu vedou ne-
jen ke zv˝öenÌ protin·dorovÈ ˙Ëinnosti, ale derivatizacÌ je silnÏ
pozmÏnÏn i hydrofobnÌ charakter lÈËiva. U lÈËiva musÌ b˝t
zachov·n optim·lnÌ pomÏr mezi jeho hydrofobnÌmi a hydro-
filnÌmi vlastnostmi. NÌzk· rozpustnost sniûuje moûnost jeho
distribuce v organismu, a ovlivÚuje se tak i jeho farmakoki-
netika a farmakodynamika. Vysok· polarita pak naopak sni-
ûuje transport lÈËiva p¯es bunÏËnou membr·nu do bunÏk.
Elipticin je efektivnÏ transportov·n p¯es bunÏËnou membr·nu,
a to prostou, pasivnÌ difuzÌ. Derivatizace na dusÌku v poloze 2
vytv·¯Ì z molekuly elektricky nabitou Ë·stici, uvedenÈ deriv·-
ty elipticinu jsou proto pouûÌv·ny ve formÏ solÌ, nejËastÏji ve
formÏ acet·tu. ZmÌnÏnou derivatizacÌ doch·zÌ sice k lepöÌ
distribuci lÈËiva v organismu, naopak vöak k v˝raznÈmu zhor-
öenÌ transportnÌch vlastnostÌ lÈËiva p¯es bunÏËnou membr·nu.
Takto velk· nabit· a hydrofilnÌ molekula je p¯es bunÏËnou
membr·nu transportov·na mnohem h˘¯e neû elipticin samot-
n˝. Pro odstranÏnÌ tohoto jevu byly p¯ipraveny konjug·ty
9-hydroxy-2-methylelipticinia s hydrofobnÌmi aminokyseli-
nami glycinem, alaninem, kyselinou α-aminom·selnou, vali-
nem, leucinem a isoleucinem nav·zan˝mi na uhlÌk 10 mole-
kuly lÈËiva28,29. Struktura takov˝ch deriv·t˘ je uvedena na
obr. 2. Vöechny konjug·ty s aminokyselinami byly do n·-
dorov˝ch bunÏk transportov·ny efektivnÏji (podobnÏ jako
elipticin pasivnÌ difuzÌ), vÏtöina konjug·t˘ (vyjma konjug·tu
s isoleucinem) vöak vykazovala niûöÌ protirakovinnou ˙Ëin-
nost28,29.

Ke zv˝öenÌ rozpustnosti elipticinu byly rovnÏû vyuûity
komplexy elipticinu (a jeho 9-hydroxyderiv·tu) s γ- a β-cy-
klodextriny. Elipticiny nekovaletnÏ v·zanÈ do cyklodextrin˘
vöak nebyly testov·ny z hlediska jejich transportnÌch vlast-
nostÌ (distribuce) v organismu ani z hlediska jejich kancero-
statick˝ch ˙Ëink˘30.

Optim·lnÌm ¯eöenÌm ˙pravy molekuly protirakovinnÈho
lÈËiva ve smyslu zmÏny jeho vlastnostÌ nejen fyzik·lnÏ-che-
mick˝ch, ale  i biologick˝ch  a terapeutick˝ch, je p¯Ìprava
cÌlenÏ smÏrovan˝ch deriv·t˘ lÈËiv. TakovÈ ˙pravy lÈËiva ve-
dou ke zlepöenÌ jeho distribuce v lidskÈm organismu, op-

Obr. 2. Struktura konjug·t˘ 9-hydroxy-2-methylelipticinia
(NMHE) s aminokyselinami: Gly-NMHE, R = H; Ala-NMHE, R =
CH3; Val-NMHE, R = CH-(CH3)2; Lue-NMHE, R = CH2CH(CH3)2

CH
3

CH
3

C

HO N

N
H

C

CH
3N

HO

O

R

Chem. Listy 95, 549 ñ 555 (2001) Refer·ty

550



tim·lnÏ bez vlivu na zdravÈ buÚky a k selektivnÌmu p¯Ìjmu
lÈËiva pouze n·dorov˝mi buÚkami.

3. Charakterizace cÌlenÏ smÏrovan˝ch deriv·t˘
elipticin˘

VÏtöina kancerostatik jsou nÌzkomolekul·rnÌ l·tky, kterÈ
nep˘sobÌ  mÌstnÏ specificky a relativnÏ rychle  se vyluËujÌ
z organismu. Protoûe je t¯eba zajistit p˘sobenÌ lÈËiva ve vhod-
nÈ terapeuticky ˙ËinnÈ koncentraci po delöÌ dobu, je nezbytnÈ
pod·vat vhodnou d·vku lÈËiva opakovanÏ, v urËit˝ch Ëaso-
v˝ch intervalech. I v takovÈm p¯ÌpadÏ vöak lÈËivo nep˘sobÌ
pouze v mÌstÏ poûadovanÈho terapeutickÈho efektu, tedy pou-
ze na n·dorovÈ buÚky. S tÌm je spojeno riziko vedlejöÌch, Ëasto
toxick˝ch  ˙Ëink˘  lÈËiva, kterÈ jsou  pr·vÏ u kancerostatik
velmi z·vaûn˝m problÈmem. To vöe platÌ i pro elipticin a jeho
deriv·ty. I kdyû jsou vedlejöÌ toxickÈ ˙Ëinky elipticinu niûöÌ
neû u jin˝ch protirakovinn˝ch lÈËiv, je jejich snÌûenÌ pro
zdravÈ buÚky organismu st·le vysoce û·doucÌ a aktu·lnÌ.

Jeden ze smÏr˘ p¯Ìpravy cÌlenÏ smÏrovan˝ch kancerostatik
vyuûÌv· jejich nav·z·nÌ na nosiË obsahujÌcÌ tzv. determinantu
cÌlenÈho transportu (cÌlenÈho ˙Ëinku)31,32. V˝sledkem je kon-
jug·t lÈËiva s determinantou. Determinantou cÌlenÈho ˙Ëinku
je molekula, kter· je schopn· rozpoznat povrchovÈ receptory
n·dorov˝ch bunÏk, a k tÏmto receptor˘m celou molekulu
(konjug·t) specificky zavÈst. Kancerostatikum je v tomto p¯Ì-
padÏ dopravov·no organismem ve svÈ, v ide·lnÌm p¯ÌpadÏ
biologicky neaktivnÌ formÏ, a k jeho vlastnÌ aktivaci doch·zÌ
aû po pr˘niku konjug·tu do cÌlov˝ch n·dorov˝ch bunÏk.

⁄spÏönÈ cÌlenÏ smÏrovanÈ lÈËivo musÌ splÚovat n·sledu-
jÌcÌ kriteria:
1) LÈËivo musÌ b˝t cÌlenÏ smÏrovanÈ k receptoru, kter˝ je

v n·dorov˝ch buÚk·ch p¯Ìtomn˝ v signifikantnÏ vyööÌm
mnoûstvÌ neû v buÚk·ch zdrav˝ch tk·nÌ. Determinanta
cÌlenÈho ˙Ëinku musÌ mÌt navÌc k receptor˘m, kterÈ jsou
p¯ÌtomnÈ na povrchu n·dorov˝ch bunÏk, vysokou afinitu.

2) Receptor se po rozötÏpenÌ konjug·tu v n·dorovÈ buÚce
uvolnÌ a mÏl by b˝t zpÏtnÏ recyklov·n do bunÏËnÈho
povrchu, aby mohl b˝t opÏt lÈËivem rozpozn·n. Je t¯eba,
aby p˘sobil jako Ñpumpaì, kter· transportuje vÏtöÌ mnoû-
stvÌ lÈËiva do bunÏk. Tento poûadavek je obzvl·öù d˘leûit˝,
neboù poËet molekul receptor˘ v cÌlovÈ buÚce z¯Ìdka p¯e-
sahuje hodnotu 106 (cit.33).

3) Konjug·t musÌ b˝t v pr˘bÏhu cirkulace (transportu) lÈËiva
v organismu stabilnÌ; naproti tomu musÌ b˝t snadno hydro-
lyzov·n lysosom·lnÌmi hydrolytick˝mi enzymy.

4) ⁄Ëinn· sloûka konjug·tu (vlastnÌ nemodifikovanÈ kan-
cerostatikum) musÌ vykazovat extrÈmnÏ vysokou toxicitu
uvnit¯ n·dorov˝ch bunÏk s hodnotami IC50 v rozmezÌ
nMñµM.

5) Konjug·t nesmÌ vykazovat imunogennÌ aktivitu (musÌ b˝t
neimunogennÌ).
N·vrh a syntÈza nadÏjn˝ch p¯Ìpravk˘ s cÌlen˝m kancero-

statick˝m ˙Ëinkem vych·zÌ z vyuûitÌ receptor˘ pro i) r˘stovÈ
faktory34ñ36, ii) cytokiny37,38, iii) steroidnÌ i peptidovÈ hormo-
ny39,40 nebo iv) monoklon·lnÌ protil·tky41 Ëi vyuûitÌ lektin˘ ñ
tedy ve vöech p¯Ìpadech domÈn p¯Ìtomn˝ch na povrchu ur-
Ëit˝ch  typ˘  n·dorov˝ch  bunÏk. Jinou moûnostÌ je vyuûitÌ
skuteËnosti, ûe nÏkterÈ typy n·dorov˝ch bunÏk vyûadujÌ pro
sv˘j r˘st a v˝voj Ëi proliferaci urËitÈ slouËeniny (nÌzko- i vy-

sokomolekul·rnÌ) v daleko vyööÌch koncentracÌch neû buÚky
zdrav˝ch tk·nÌ. TakovÈ slouËeniny pak mohou b˝t vyuûity
jako nosiËe protin·dorovÏ ˙ËinnÈ l·tky.

Elipticin a nÏkterÈ jeho deriv·ty se jevÌ jako kancerostatika
vhodn· pro p¯Ìpravu cÌlenÏ smÏrovan˝ch protin·dorov˝ch
lÈËiv. Jak jiû bylo uvedeno, jedn· se o silnÏ hydrofobnÌ slou-
Ëeninu s v˝raznou cytotoxicitou pro n·dorovÈ buÚky a po-
mÏrnÏ nÌzk˝mi vedlejöÌmi ˙Ëinky.

Do souËasnosti byla pops·na p¯Ìprava nÏkolika konjug·t˘
elipticinu, kterÈ byly testov·ny jako potenci·lnÌ cÌlenÏ smÏ-
rovan· protirakovinn· lÈËiva.

3 . 1 . K o n j u g · t d e r i v · t u e l i p t i c i n u
s h e p t a g a s t r i n e m

V roce 1998 bylo Michejdou a jeho spolupracovnÌky42

pops·no, ûe gastrointestinalnÌ (GI) hormon, gastrin, stimuluje
r˘st nÏkter˝ch gastroinstestin·lnÌch n·dor˘. Receptor typu B
pro uveden˝ hormon (gastrin) a eventu·lnÏ rovnÏû pro cho-
lecystokinin je exprimov·n v mnoha druzÌch uveden˝ch n·-
dor˘. Tento receptor pat¯Ì do rodiny  receptor˘  spojen˝ch
s G proteinem, pro nÏû je charakteristick· p¯Ìtomnost sed-
mi transmembr·nov˝ch domÈn. Gastrin cirkulujÌcÌ v organi-
smu je peptid, u nÏhoû je pro vazbu na jeho specifick˝ recep-
tor absolutnÏ nezbytn˝ C-termin·lnÌ tetrapetid. Na b·zi v˝-
öe uveden˝ch poznatk˘ byl Michejdovou pracovnÌ skupinou
p¯ipraven konjug·t C-termin·lnÌho heptapeptidu gastrinu (he-
ptagastrin Ala-Tyr-Gly-Trp-Nile-Asp-Phe-NH2), kter˝ byl p¯i-
pojen k deriv·tu elipticinu, 1[3-[N-(3-aminopropyl)-N-me-
thylamino]propyl]amino-(9-methoxy-5,11-dimethyl-6H-pyri-
do[4,3-b]karbazolu, prost¯ednictvÌm sukcinylovanÈho penta-
petidu Ala-Leu-Ala-Leu-Ala (obr. 3). Elipticin je v·z·n k ter-
min·lnÌmu alaninu p¯es atom dusÌku v poloze 2 elipticinovÈho
skeletu.

Sytetizovan˝ konjug·t se specificky v·ûe na receptor pro
gastrin/cholecystokinin p¯Ìtomn˝ v NHI/3T3 buÚk·ch, zatÌm-
co s povrchem divokÈho typu tÏchto bunÏk (neobsahujÌcÌch
receptor) neinteraguje. Endocytosou (pinocytosou) je kom-
plex konjug·tu s receptorem transportov·n do bunÏk a ukl·d·n
do endosom˘. Receptor je s velkou efektivitou recyklov·n do
bunÏËnÈho povrchu, zatÌmco peptidov˝ ligand (konjug·t) do-
sahuje lysosomy. PravdÏpodobnÏ pr·vÏ v lysosomech je pak
konjug·t degradov·n, a voln˝ elipticin pak m˘ûe v n·dorovÈ
buÚce p˘sobit jako cytotoxickÈ agens42.

3 . 2 . K o n j u g · t y e l i p t i c i n u
a 9 - h y d r o x y e l i p t i c i n u s e n k e f a l i n y

Enkefaliny (Leu-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, a Met-
-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) pat¯Ì spolu s β-endorfinem
mezi peptidovÈ hormony, kterÈ p˘sobÌ na centr·lnÌ nervovou
soustavu podobnÏ jako opi·ty. Jsou proto nÏkdy oznaËov·ny
jako opiodnÌ (opi·tovÈ) peptidy. V·ûou se na opi·tovÈ recep-
tory mozkov˝ch bunÏk, jsou jejich fyziologick˝mi agonisty.

Obr. 3. Konjug·t elipticinu s heptagastrinem

C–Ala–Tyr–Gly–Trp–Nle–Asp–Phe–NH
2

O

C–Ala–Leu–Ala–Leu–Ala–Ell

O

=

=
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ZajÌmavÈ je zjiötÏnÌ, ûe lidskÈ kolo-rekt·lnÌ karcinomy43,44

a malobunÏËnÈ plicnÌ karcinomy45, kterÈ jsou silnÏ chemo-re-
zistentnÌ, obsahujÌ vysokÈ koncentrace enkefalin˘ a jejich
receptor˘. TÏchto poznatk˘ bylo vyuûito Rigaudem se spolu-
pracovnÌky41,46, kte¯Ì p¯ipravili konjug·ty uveden˝ch peptid˘
s elipticinem a jeho 9-hydroxyderiv·tem. Struktura synteti-
zovan˝ch konjug·t˘ je uvedena na obr·zku 4.

P¯ipravenÈ konjug·ty, kter˝m z˘stala zachov·na schop-
nost tvo¯it interkal·ty s DNA, interagujÌ s enkefalinov˝mi
receptory in vitro a jsou transportov·ny do n·dorov˝ch bunÏk
obsahujÌcÌch uvedenÈ receptory. Interakce s receptory je vöak
velmi slab· a konjug·ty vstupujÌ i do bunÏk, kterÈ enkefali-
novÈ receptory neobsahujÌ. Pro ˙spÏönÈ cÌlenÏ smÏrovanÈ
lÈËivo, kterÈ je p¯ipraveno na b·zi smÏrov·nÌ pro urËit˝ recep-
tor, je d˘leûitÈ, aby ta Ë·st molekuly konjug·tu (kovaletnÌho
komplexu), kter· je vlastnÌ aktivnÌ sloûkou lÈËiva (elipticin)
nehr·la dominantnÌ ˙lohu v transportu konjug·tu. V p¯ÌpadÏ
konjug·t˘ elipticin˘ s enkefaliny je pravdÏpodobnÈ, ûe ztratily
vlastnosti nezbytnÈ pro rozpozn·nÌ receptorem. Elipticinov·
Ë·st molekuly p¯evaûuje z hlediska v˝znamu pro transport
konjug·tu do bunÏk, kter˝ je pr·vÏ touto sloûkou zprost¯ed-
kov·n pasivnÌ difuzÌ (hydrofobnÌ povaha molekuly lÈËiva)41,46.
UvedenÈ konjug·ty tedy nemohou b˝t vyuûity jako cÌlenÏ
smÏrovan· kancerostatika.

3 . 3 . K o n j u g · t y e l i p t i c i n u s e s t r a d i o l e m

R˘st endometria a tÈmÏ¯ 30 % n·dor˘ prsu je stimulov·n
estrogeny. Z klinick˝ch studiÌ vypl˝v·, ûe antagonistÈ estroge-
n˘, antiestrogeny, mohou b˝t uûity k lÈËenÌ n·dor˘ z·visl˝ch
na estrogenech. BuÚky nÏkter˝ch n·dor˘ prsu (nap¯. karci-
nomu prsu) obsahujÌ receptory pro estrogeny (jsou estrogen-
-receptor pozitivnÌ) a v˝znamnÏ koncentrujÌ estrogeny v bu-
nÏËnÈm j·d¯e47,48. Mechanismus p˘sobenÌ estrogen˘ a ev. takÈ
antiestrogen˘ je vysvÏtlov·n p¯edevöÌm jejich interakcÌ s ce-
lul·rnÌmi receptory, kterÈ jsou pravdÏpodobnÏ lokalizovanÈ
v cytoplazmÏ i j·d¯e bunÏk. Jak vypl˝v· z v˝öe uvedenÈho,
estrogeny a jejich antagonistÈ, antiestrogeny, by mohly b˝t
rovnÏû potenci·lnÏ dobr˝mi p¯enaöeËi kancerostatik do bunÏk
a d·le do jader bohat˝ch na receptory. KonkrÈtnÏ kancerosta-
tik, jejichû cÌlem jsou molekuly DNA.

K syntÈze konjug·t˘ elipticin˘ s estrogeny a antiestrogeny
bylo pouûito antiestrogenu (E)-clomifenu [1-[4-[2-(diethyl-
amino)ethoxy]-phenyl]-1,2-diphenyl-2-chloroethylenu, obr. 5]
a estrogennÌho hormonu estradiolu47,48 (obr. 5). Z mnoha syn-
tetizovan˝ch konjug·t˘ pouze jedin˝ (obr. 6) vykazoval stej-
nou cytotoxickou aktivitu jako elipticin48. Jeho vyuûitÌ jako
cÌlenÏ smÏrovanÈho lÈËiva na b·zi elipticinu je vöak omezenÈ.
Transport uvedenÈho aktivnÌho deriv·tu do n·dorov˝ch bunÏk
totiû nenÌ zprost¯edkov·n receptory pro estrogeny48.

DalöÌmi konjug·ty elipticin˘ s estrogeny jsou t¯i slouËeni-
ny, kterÈ byly syntetizov·ny z elipticinu a estradiolu Devrajem

Obr. 4. Chemick· struktura konjug·t˘ elipticin˘ s enkefalinem
(DADLE, D-Ala2-D-Leu5-enkefalin, Tyr-D Ala-Gly-Phe-D Leu-NH-
-(CH2)3-elipticin, NME, N2-methylelipticin, NMHE, 9-hydroxy-N2-
-methylelipticin)
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Obr. 5. Struktura (E)-clonifenu a estradiolu
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se spolupracovnÌky47 (obr. 7). Ani v tomto p¯ÌpadÏ nebyly
p¯ipravenÈ konjug·ty ˙spÏön˝mi cÌlenÏ smÏrovan˝mi kan-
cerostatiky. I kdyû jeden z konjug·t˘ (slouËenina I na obr·z-
ku 7) je dobr˝m inhibitorem topoisomerasy II a jeho cytoto-
xicita v˘Ëi n·dorov˝m buÚk·m je vysok·, tento konjug·t
nevykazuje selektivitu k estrogen-pozitivnÌm bunÏËn˝m li-
niÌm. Uveden· skuteËnost pravdÏpodobnÏ vypl˝v· ze slabÈ
afinity konjug·tu k estrogennÌm receptor˘m, kter· je zp˘-
sobena modifikacÌ molekuly estradiolu deriv·tem elipticinu47.

3 . 4 . K o n j u g · t y e l i p t i c i n u s e s a c h a r i d y

Podrobn· studie konjug·t˘ velkÈ skupiny monosacharid˘
s elipticiny (elipticin, 9-hydroxyelipticin, 9-methoxyelipticin)
(49 konjug·t˘) proveden· Hondou se spolupracovnÌky49 pro-
k·zala, ûe cukern· sloûka zv˝öila terapeutickou ˙Ëinnost lÈ-
Ëiva. Vöechny studovanÈ konjug·ty majÌ cukernou sloûku
v·zanou na atom dusÌku v poloze 2 elipticinovÈho skeletu, jde
tedy o kvarternÌ glykosidy. Dva ze studovan˝ch glykosid˘
(L-arabinopyranosid a D-xylofuranosid 9-hydroxyelipticinu)
jsou velmi slibn˝mi kancerostatiky, jejichû ˙Ëinnost v˘Ëi nÏ-
kter˝m modelov˝m bunÏËn˝m n·dorov˝ch liniÌm (L1210 leu-
kemickÈ linie, P388 leukemickÈ linie, buÚky B16 melanomu)
je nÏkolikan·sobnÏ vyööÌ, neû je ˙Ëinnost elipticin˘ samot-
n˝ch49. Mechanismus zv˝öenÈ ˙Ëinnosti syntetizovan˝ch gly-
kosid˘ ani selektivita sorpce tÏchto l·tek n·dorov˝mi buÚkami
(cÌlovÈ receptory) nebyly dosud studov·ny. O dalöÌch prekli-
nick˝ch studiÌch s uveden˝mi glykosidy, kterÈ byly autory v ci-
tovanÈ literatu¯e49 slibov·ny, vöak dodnes nejsou informace.

3 . 5 . K o m p l e x y e s t e r ˘ e l i p t i c i n ˘
s l i p o p r o t e i n y

P¯Ìprava dalöÌch cÌlovÏ smÏrovan˝ch lÈËiv na b·zi elipti-
cinu vych·zÌ ze zcela jinÈho principu, neû jsou principy v˝öe
popsanÈ. N·dorovÈ buÚky, kterÈ se rychle replikujÌ a nekon-
trolovanÏ proliferujÌ, vyûadujÌ pro syntÈzu bunÏËnÈ membr·ny
znaËn· mnoûstvÌ cholesterolu. Cholesterol musÌ b˝t buÔ syn-
tetizov·n z dvouhlÌkat˝ch jednotek de novo nebo m˘ûe b˝t
dod·n z degradovan˝ch plazmatick˝ch lipoprotein˘ (low-den-
sity lipoprotein, LDL), jejichû je souË·stÌ. N·dorovÈ buÚky
p¯itom obsahujÌ receptory pro LDL a metabolizujÌ tyto lipo-
proteiny daleko rychleji, neû jsou lipoproteiny metabolizo-
v·ny buÚkami zdrav˝mi50ñ52. LDL tedy mohou b˝t vyuûity
jako nosiË protirakovinn˝ch lÈËiv. »·stice LDL s lÈËivy jsou
komplexy, do kter˝ch jsou lÈËiva inkorporov·na nekovalent-
nÌmi (hydrofobnÌmi) interakcemi. Hydrofobicita lÈËiva musÌ
tedy b˝t v˝razn·. SamotnÈ komplexy LDL s lÈËivem jsou
znaËnÏ stabilnÌ p¯i transportu organismem, a dosahujÌ tak
cÌlovÈ buÚky v nezmÏnÏnÈ podobÏ.

Deriv·t elipticinu (9-hydroxy-2-methylelipticinium-ace-
t·t) byl pouûit jako kancerostatick· souË·st komplex˘ s LDL.
Jeho polarita vöak neumoûÚovala inkorporaci do LDL. Proto
byly z tÈto slouËeniny syntetizov·ny estery s kyselinou stearo-
vou, palmitovou a oleovou (estery kyselin s hydroxylovou
skupinou v poloze 9 elipticinovÈho skeletu). Jejich hydrofo-
bicita pak jiû byla pro inkorporaci do LDL dostateËn·. Z p¯i-
praven˝ch ester˘ se do LDL nelÈpe inkorporoval ole·t. Jeho
komplex s LDL byl efektivnÏ transportov·n po interakci s re-

Obr. 7. Struktura konjug·t˘ elipticinu s estradiolem
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ceptorem do n·dorov˝ch bunÏk endocytosou, jeho cytoto-
xicita byla vyööÌ, neû byla cytotoxicita volnÈho lÈËiva51. Rov-
nÏû experimenty in vivo na myöÌch melanomech B16 byly
˙spÏönÈ52.

3 . 6 . K o n j u g · t e l i p t i c i n u
s l i d s k ˝ m s È r o v ˝ m a l b u m i n e m

Strategick˝m postupem ve zv˝öenÌ protirakovinnÈ selek-
tivity kancerostatik je vyuûitÌ transportnÌch protein˘. Vhod-
n˝m proteinem pro cÌlenÏ smÏrovan· kancerostatika se jevÌ
sÈrov˝ albumin. Lidsk˝ sÈrov˝ albumin je vysokomolekul·rnÌ
l·tka o molekulovÈ hmotnosti 66500. Jiû sama skuteËnost, ûe
jde o slouËeninu o vysokÈ molekulovÈ hmotnosti, m· urËit˝
v˝znam pro jejÌ vyuûitÌ jako nosiËe kancerostatik. U konjug·t˘
kancerostatik s vysokomolekul·rnÌm nosiËem m· totiû jiû
samotn· vysok· molekulov· hmotnost proteinovÈho nosiËe
pozitivnÌ vliv na distribuci lÈËiva v organismu. Vede k aû
nÏkolikan·sobnÈmu zv˝öenÌ koncentrace konjugovanÈho lÈ-
Ëiva v pevn˝ch n·dorech ve srovn·nÌ s voln˝m lÈËivem. Jde
o tzv. pasivnÌ smÏrov·nÌ (passive tumor targeting) v d˘sledku
EPR efektu (enhanced permeability and retention effect)53.
Vedle toho je lidsk˝ sÈrov˝ albumin (HSA) vhodn˝ jako
proteinov˝ p¯enaöeË jeötÏ z dalöÌch d˘vod˘.
1) Je pohlcov·n (absorbov·n) n·dorov˝mi buÚkami speci-

ficky, zatÌmco k buÚk·m zdrav˝ch tk·nÌ m· tento protein
afinitu mnohon·sobnÏ niûöÌ53,54.

2) Je snadno dostupn˝ protein, v organismu optim·lnÏ bi-
ologicky stabilnÌ.

3) V n·dorov˝ch buÚk·ch je snadno degradov·n53.
4) Pro lidsk˝ organismus je netoxick˝ a neimunogennÌ53.

Konjug·t lidskÈho sÈrovÈho albuminu s elipticinem (HSA-
-elipticin) byl p¯ipraven teprve ned·vno55. N·dorov˝mi buÚ-
kami (linie leukemick˝ch bunÏk Nalm6) je selektivnÏ a efek-
tivnÏ p¯ijÌm·n a v buÚk·ch pak hydrolyzov·n na volnÈ lÈËivo
a proteinov˝  nosiË55. Vykazuje vysokou cytotoxicitu v˘Ëi
testovan˝m n·dorov˝m buÚk·m, obdobnou jako voln˝ elip-
ticin (IC50 = 2 µM). AËkoliv jeho ˙Ëinnost v experimentech in
vivo nebyla prozatÌm studov·na, z testov·nÌ na bunÏËn˝ch
liniÌch in vitro se jevÌ jako nadÏjnÈ cÌlenÏ smÏrovanÈ lÈËivo56.

4. Z·vÏr

P¯edkl·dan˝ Ël·nek ukazuje novÈ smÏry v˝voje a p¯Ìpravy
cÌlenÏ smÏrovan˝ch lÈËiv na b·zi elipticinu a zobecÚuje po-
znatky  o vlastnostech, kterÈ takov·  lÈËiva musÌ splÚovat.
ZhodnocenÌ kvality cÌlenÏ smÏrovan˝ch deriv·t˘ elipticinu
jako kancerostatik s cÌlen˝m ˙Ëinkem je vöak v souËasnosti
jeötÏ ponÏkud obtÌûnÈ. Z v˝öe uveden˝ch poznatk˘ vypl˝v·,
ûe novÏ syntetizovan˝ch deriv·t˘, kterÈ vykazujÌ zv˝öen˝
protin·dorov˝ efekt a selektivitu, je doposud mal˝ poËet.
NavÌc, ¯ada tÏchto deriv·t˘ nebyla jeötÏ dostateËnÏ testov·na
ani v klinick˝ch studiÌch, ba ani v experimentech in vivo, na
ûivoËiön˝ch modelech. NicmÈnÏ terapeuticky slibnÈ se zdajÌ
b˝t p¯edevöÌm konjug·ty elipticinu s heptagastrinem a elip-
ticinu s lidsk˝m sÈrov˝m albuminem. Proto je p¯Ìprava obou
typ˘ lÈËiv takÈ p¯edmÏtem patentnÌch ¯ÌzenÌ42,56. Vedle poten-
ci·lnÌho terapeutickÈmu vyuûitÌ, p¯edpokl·d·me jejich pouûitÌ
i k osvÏtlenÌ mechanismu protin·dorovÈho ˙Ëinku elipticin˘,
jehoû podstatu v naöich labotaro¯Ìch detailnÏ studujeme.

Autorky dÏkujÌ za podporu NÏmeckÈmu centru v˝zkumu
rakoviny a grant˘m GA »R (203/01/0996) a MäMT »R (MSM
1131 00001 ).
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M. Stiborov·a and E. Freib (aDepartment of Bioche-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague, bDe-
partment of Molecular Toxicology, German Cancer Research
Center, Heidelberg, Germany): Targeting of Ellipticine
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.
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