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1. UvoD

Medicindlni chemie se zabyvd ndvrhem, pfipravou, charakterizaci a formulaci
molekul/sloucenin, které mohou vykazovat specifickou biologickou aktivitu. [1] Moderni
medicindini chemie je komplexni, vicerozmérnd disciplina, kterd pUsobi na rozhrani
chemickych (organickd chemie, analytickd chemie, farmacie, biochemie) a biologickych
disciplin (molekularni, bunécnd a strukturni biologie a medicina) [2] a je zcela
nepostradatelnou soucasti preklinickych i klinickych fazi vyzkumu a vyvoje léciv.

Z pohledu klinického vyvoje |éCiv je v rané fazi vyzkumu a vyvoje cilem identifikovat
chemické slou¢eniny schopné ovlivnit stav onemocnéni, a to bud utlumenim, zesilenim nebo
alternativni modifikaci zvolené biologické drahy ¢i biologického cile. [2] Nicméné, tyto
slou¢eniny musi nejprve podstoupit naroc¢nou optimalizaci, nez budou moci byt postoupeny
do preklinického vyvoje a klinickych studii pro vyhodnoceni jejich terapeutické ucinnosti.
Tento proces objevovani (obrazek 1), je slozity, ¢asové ndrocny, multi-parametrovy proces,
ktery zahrnuje cetné sekvencni optimalizaéni kroky. [3, 4] V pfipadé malych molekul
syntetického plvod( (cca do 1000 g/mol) dochazi ¢asto k vyrazné a naroc¢né strukturni
optimalizaci pfed samotnym zahajenim preklinické a klinické faze vyvoje |éCiv.

Z pohledu soucasného vyzkumu a vyvoje jsou nové terapeutické strategie a léciva
zamérena zejména na lé¢bu onkologickych a infekénich onemocnéni. Medicindlni chemie
v této oblasti nabizi dvé zdakladni strategie: a) reformulaci jiz pouzivanych latek (angl.
repurposing) a b) navrh novych farmakofort. Vedle toho medicinalni chemie mlze na zékladé

chemické struktury pouzitych latek predikovat jejich mozné vedlejsi ucinky.

Vramci této predloiené prace byly pfipraveny zejména nové formulace klinicky
aplikovatelnych latek na bazi strukturniho motivu kurkuminoid(i a bazedoxifenu s radoveé vyssi
rozpustnosti, bioaktivitou a velmi slibnym klinickym potencidlem. Ddle byly syntetizovany
nové farmakofory na bazi strukturniho motivu chelatort iontl prechodnych kovt pro cileni do
nadorovych bunék, nebo s vysokou inhibiéni aktivitou pro TET1 protein, ktery je zasadni v
oxidaci methylové skupiny cytosinovych bazi v DNA a tim v regulaci genové exprese. V zavéru
prace je popsan synteticky protokol pro ptipravu statinQ a jejich modifikace jakozto latek

s vysokym biologickym ucinkem. Vramci této pridce byla rovnéZz popsana chelatace



(komplexace) iontl prechodnych kovu s derivaty prazolovych IéCiv a diskutovan mozny vztah

ziskanych vysledku k jejich vedlejsim acinktm.

Farmakofory:
Chelatory iont

Formulace:
Kurkuminoidd

Formulace:
Bazedoxifenu

Farmakofory:
Chelatory
iontd/TET1

Statiny a
prazolové derivaty

Obrazek 1 Situacni prehled jednotlivych témat prace a jejich aktualni stav z pohledu vyzkumu a vyvoje
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2. KURKUMINOIDY

2.1 CHEMICKY POPIS

Kurkuminoid je ndzev pro linearni, diarylheptanoidni molekuly, které zahrnuji
kurkumin a pfibuzné slouceniny. [5] Pfirozené se kurkuminoidy vyskytuji v rostliné Curcuma
longa, napf. dva hlavni derivaty kurkuminu, a to demethoxykurkumin (DMC) a

bisdemethoxykurkumin (BDMC) (Obrazek 2).
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Curcumin (Cur) Demethoxycurcumin (DMC) bis-Demethoxycurcumin (BDMC)

Obrazek 2. Struktura kurkuminu a jeho dimethoxy derivatu

V soucasné dobé se kurkuminoidy bézné pouZivaji jako potravinové doplnky i jako
pfisady do potravin. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) uvedla pfijatelny denni pfijem
kurkuminoid( jako potravinarské pridatné latky v rozmezi 0-3 mg/kg. Jednoznacné nevyssi
konzumaci kurkumy vykazuje Indie, kde pramérny prijem kurkumy ve stravé je pfiblizné 2—2,5
g pro 60 kg jedince, coZz odpovida pfiblizné 60—100 mg kurkuminu za den. [6]

Kurkumin je zlatoZlutd pevnd latka hydrofobni povahy, plnym chemickym nazvem
(1E,4Z,6E)-5-hydroxy-1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-hepta-1,4,6-trien-3-on  (keto-enol
tautomer) nebo (1E,6E)-1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion (beta-
diketo tautomer); jeho obecny nazev je diferuloylmethan s molekulovym vzorcem C1H2006 a
molekulovou hmotnost ma 368,38 g/mol. [7, 8] Molekula kurkuminu je prakticky nerozpustna
ve vodé (7,8 ug/ml) [9], ale je rozpustna v organickych rozpoustédlech, jako je metanol, etanol,
aceton, DMSO, DMF a CH3CN. Ma vysoky bod tani 183°C a maximum jeho absorpce UV-Vis
zareni leZi ve fialové oblasti napf. v etanolu pfi 423 nm. [10] Prvni krystalova struktura z
kurkuminu byla publikovdna v roce 1982 a nasledné potvrzena dalSimi pracemi. [11-13]
Strukturdini analyza ukazuje Ze kurkumin existuje prevazné jako keto-enol tautomer.
Kurkumin mlze v pevné stavu existovat také ve formé beta-diketo tautomeru (Obrazek 3).

V roztoku vyskyt beta-diketo nebo beta-keto-enol tautomeru zavisi na pH.
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Obrazek 3 Diketo a keto-enol formy kurkuminu

2.2 BIOAKTIVITA

Mnoho publikovanych studii uvadi terapeuticky potencidl kurkuminoid( v téchto
zakladnich oblastech: protizanétlivé [14, 15], snizeni hladiny volnych radikalt [16, 17],
protinddorové [18, 19], antihyperglykemické [20], antimalarické [21, 22], antibakterialni [23,
24], antivirové [25, 26], antifungdlni [19, 27], parazitarnich [28] a v problematice
neurodegenerativnich onemocnéni [29, 30].

Kurkuminoidy rozpozndvaji celou fadu molekularnich cild podilejicich se na nadorové
transformaci [31], v€etné DNA polymerdz, kindzy fokdlni adheze, thioredoxin reduktazy,
mikroRNA, DNA methyltransferazy, histon deacetylazy, cyklooxygenazy, lipoxygenazy, iontl
kovl a tubulinu. Kurkuminoidy navic mohou inhibovat rist a proliferaci nadorovych bunék
prostfednictvim modulace fady faktor(, které kontroluji bunécény cyklus (cyklin D1, c-Myc),
apoptotickych a anti-apoptickych faktort (Bcl-2, Bcl-xL, cFLIP, XIAP, c-IAP1), kaspaz (kaspaza-
8, 3, 9), tumor supresorovych genl (p53, p21) ¢i kindz (napf. INK, Akt a AMPK) (Obrazek 4).



Obrazek 4 Pfiklady hlavnich mechanismi plisobeni/molekulérni cile kurkuminu jako protinddorového lééiva.

Obrazek sestaven na zakladé literatury [31]

Vysledky nékterych odbornych studii také naznacuji, Ze aplikace kurkuminu mize mit

.

protektivni ucinek v oblasti onkologickych onemocnéni. Pfikladem muze byt nemalobunécny
karcinom plic (Non Small Cell Lung Carcinoma, NSCLC). Bylo pozorovano, Zze denni aplikace
kurkuminu zmirfuje poskozeni, zplisobené chronickou expozici arsenem (sniZeni poskozeni
DNA, hladiny ROS, peroxidace lipidG a stimulaci antioxidacni aktivity) [32]. Blize je tato
problematika popsana v pfilohdch habilitacni prace (Kejik 2021-CTC). Vyhodou jeho ucinku je,
Ze nepusobi pouze na nddorové burky ale i na tumor-asociované fibroblasty, stimulujici rozvoj

onemocnéni (napf. angiogeneze, imunosupresi, metastaze). Schéma ucinku kurkuminu je

znazornéno na obrazku 5.
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Obrazek 5 Zjednoduseny model Gcinkt kurkuminu na nemalobunécny karcinom plic (NSCLC). [81-95], Zelena
sipka = indukce/aktivace faktoru/fenoménu/buriky, pferusovana; cervena Sipka = represe/inhibice
faktoru/fenoménu/buriky; zeleny faktor = protinadorovy faktor; ¢erveny faktor = onkogenni factor; > =

kurkuminova aktivace/indukce; | = kurkuminova represe/inhibice. Obrazek pfevzat z literatury [33].

NSCLC je spojen s dysregulaci mnoha signalnich a regulacnich drah. Nékteré signalni
molekuly (napf. interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8), epidermalni ristovy faktor (EGF),
transformujici rdstovy faktor beta (TGF- a Wnt) produkované nadorovymi bufikami nebo
tumor asociovanymi burikami mohou indukovat fenotypy migrace a invaze bunék NSCLC a tim
podporovat Sifeni cirkulujicich nddorovych bunék (CTC). Tyto drdhy jsou vzajemné propojeny
a dysregulace jedné muze vyvolat dysregulaci jiné a modulovat tak terapeutické cileni.
Kurkumin muze ovliviiovat vice signalnich cest a regulacnich faktord. Kromé toho kurkumin
indukuje stres endoplasmatického retikula inhibici thioredoxin reduktazy 1 (TrxR1) a
mitochondridlné zavislych a mitochondridlné nezavislych apoptotickych drah a potlaéenim

Ve Ve

rezistence vUici léCivim. Snizené hladiny signalnich faktortd produkovanych burnkami NSCLC,
jako je IL-6, 8, vaskularni endotelovy rlstovy faktor (VEGF) a prostaglandin E2 (PGE2), vedou
ke sniZzené aktivité bunék asociovanych s nddorem/nador infiltrujicich, a tim ke snizenému
vyskytu metastdz, proliferace a preZiti bunék NSCLC v nadorovém mikroprostiedi. Ucinky
kurkuminu na nddorové mikroprostredi také zahrnuji aktivaci imunitniho systému a potlaéeni

angiogeneze, chemorezistence a imunitni rezistence.



2.3 ADMET
Vlastnosti kurkuminu z pohledu ADMET (absorpce, distribuce, metabolismus,

vylucovani a toxikologie) jsou shrnuty v tabulce 1. V zavislosti ADMET studiich a pozorované
vysoké tolerance u lidi a potkan( Ize pouzit nékolik strategii pfipravy finalni Ilékové formy pro
optimalizaci biologické dostupnosti (amorfni pevna disperze, nanoformace a nanoemulze
/suspenze) [34]. Obecné lze fici, ze krystalické formy jsou stabilnéjsi a bio-dostupnéjsi ve

srovnani s nanoformulacemi, a proto je velmi dllezité pokracovat ve vyzkumu v této oblasti.

Tabulka 1 Pfehled zakladnich ADMET parametr(i kurkuminu

ADMET ADMET parametry Ref.
Krysa (50mg/kg) oralné Clovék (30mg/kg) oralné
AUC (ng.h/ml) 51,1 + 25 (0-24h) 4,1+ 7 (0-6h) (35
Adsorpce Cmax (mg/ml) 13,0+5,8 1,8+2,8 38]
Tmax (h) 2 6
Permeabilita (Caco-2) je 3,18x10° + 1,08x10°®
Krysa Clovék
N aT— — - (35,
Distribuce Krev, mog, Zlug, streva, jatra, ledvina, srdce a o .
Krev, moc a stfeva 38]
tuky
Alkohol dehydrogenaza (faze 1) a glucuronidaza a sulfotranferaza (faze 2) - redukce
dvojnych vazeb a zpracovani konjugovanych/redukovanych metabolitQ -
Metabolismus Iny P — J vg ™ : / - Y (8
Krysa: Krev, mog¢, ZIug, streva, jatra a ledviny 40]
Clovék: Krev, mog, Zlu¢ stieva, jatra
. , Majorita kurkuminu a jeho metabolitd je vyloucena ve stolici, v pfipadé krys malé [35,
Vylucovani .\ ..
mnozstvi bylo stanoveno v moci 38]
.. Inhibice fady enzym, hlavné cytochrom P450, glutathion S-transferaza, hERG K(+)
Toxicita MU . " . [35]
prenasec, mozné vedlejsi efekty i chelatace Zeleza.

Z pohledu fyzikadlné chemickych vlastnosti a zejména nizké rozpustnosti kurkuminu ve
vodnych roztocich je jeho biologickd dostupnost z vodnych systému znaéné omezena. Jednim
z moznych molekularnich feSeni ovlivnéni biologické dostupnosti je vyuZiti molekularniho

motivu kurkuminoidd [41, 42] ¢i tvorba komplext nebo vyvoj Iékové formulace. [43, 44].

2.4 MODIFIKACE MOLEKULARN( STRUKTURY
Ze syntetického pohledu je kurkumin jednoduchy symetricky B-diketon, ktery obsahuje

nékolik funkénich skupin. [44] Dva aromatické kruhy obsahuijici fenolické skupiny jsou spojeny
dvéma a,B-nenasycenymi karbonylovymi skupinami. Tyto karbonylové skupiny tvofi
diketonovou skupinu, ktera existuje v keto-enolovych tautomernich formach, kde energeticky
stabilnéjsi enol-forma existuje v pevné fazi a v kyselych roztocich. MiZe byt snadno
deprotonovdan za mirné alkalickych podminek za vzniku enoldtové skupiny. [45] Pfredpoklada

se, Ze takové snadné tautomerni premény prispivaji k rychlému metabolismu kurkuminu. Ve



své nemodifikované formé reaktivni skupiny v kurkuminu hraji roli Michaelova akceptoru a
mohou podléhat nukleofilni adici za biologickych podminek, které mohou zvysit jeho
biologickou dostupnost. [44] Vzhledem k tomu se nékolik vyzkumnych skupin pokusilo
modifikovat strukturni motiv kurkuminu za ucelem zpomaleni jeho metabolismu a zlepSeni
jeho potence a ucinnosti protinddorové aktivity. Na Obrazku 6 jsou na struktufe kurkuminu

znazornény mista, ktera jsou vhodna pro syntetickou modifikaci.
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Obrazek 6 Znazornéni mist pro syntetickou modifikaci kurkuminu, A, B — 2-methoxy-2-hydroxyfenylovy zbytek:
substituce na hydroxyskupiné, jiné substituenty na fenylovém jadi¥e/heterocyklu; C — ethylenova skupina:
redukovana forma (CH2CH:), vynechani nebo prodlouZeni o ethylenovou jednotku; D — substituce na C-4:
substituce alkylem, arylem nebo arylidenem; E —diketo, resp. keto-enolova skupina: keto-enol tautomerismus,

heterocyklus (zejména pyrazolové a isoxazolové derivaty), Schiffovy baze a oximy, zaména za ketoskupinu
(derivaty acetonu nebo cyklickych ketonti)
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2.5 KOMPLEXY S IONTY PRECHODNYCH KOvU

Prikladem zlepseni rozpustnosti kurkuminu je jeho komplexace s ionty kovl. Zebib a
kol. publikovali, 7e komplexace sdvojmocnymi kationty kovd (napf. Zn?*, Cu?*, Mg?)
kurkuminem vyznamné zlepsuje jeho rozpustnost ve vodnych systémech [46] za fyziologickych
podminek (0,1 mol/l fosfatovy pufr; pH 7,0 pfi 37°C). ProtoZe stabilita kurkuminu je do znacné
miry zpUsobena nestabilitou B-diketonu [47], interakce s ionty kov( muzZe snizZit jeho
molekularni nestabilitu.

Alternativni, a jeSté Castéji pouzivanou technikou je vyvoj derivat( kurkuminl bez
typické B-diketonové skupiny, tedy pfiprava tzv. kurkuminoidu. Pfiklady studovanych derivatu

jsou ukazany na obrazku 7. Jejich efekt je shrnut v tabulce 2.
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Obrazek 7 Priklady syntetickych kurkuminoidl studovanych pro Iéébu onkologickych chorob
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Tabulka 2. Priklady terapeutickych efektd syntetickych kurkuminoidi v in vitro modelech karcinomu Zaludku
dle Jakubek a kol. [48]

Derivat Pouzity model Terapeuticky Efekt Ref.
K19-Wnt1/C2mE Gan mys s . L
GO-Y031 HED32-indukovanou J,B-catenln: J:STAT3, 1 CD44 exprese, s],lnfllotrace [49]
. makrofagu, { ¢etnost a hmotnost tumor(
rakovinou
J thioredoxin reductase 1, 1*p53, MDM-2, J,Cdc2, 1 p-
SGC-7901, BGC-823 elF2a, TNATF4, 1N CHOP, 1~ H202, T NO, 1 citlivost vici 5-
EF24 a KATO I floururacilu, P*zména morfologie endoplasmatického [50]
reticula a 1*G2/M cell cycle arrest
My s SGC-7901 tumorem ’I‘malondlaldehyq (.producntv.peromdace Ilgldu), 4 Trxl and
M citlivost vaci 5-fluorouracilu
MROS, 1MG2/M cell cycle arrest, L MDM-2, { cyklin B1,
SGC.7901, BGC-823 JCdc2, 'I‘kasE)ase-Q and ka?spase-3, ’[‘p-e|.F2('X and ATF4,
a KATO Il MCHOP 1 zména morfologie endoplasmatického reticula,
B19 J mitochondridlni membranovy potenciél a J,bunécna [51]
proliferace
| fici —— -
munodeficientni mys$ s SGC ACHOP and /kaspase-3
790 tumory
JIkB-a, 1p53, L TNF-a-indukovanou p65 nuklearni
Da0324 SGC-7901, BGC-823, a MGC- translokaci, J cyklin B1, ' mdm-2, { cdc-2, 1+ kaspase-3, [52]
803 J bunééna proliferace a invazivita a 1+G2/M cell cycle
arrest
J NF-kB activace, 4 IKK, { IkB-a fosforylace, 1 1kB-a,
-7901, BGC-82
W346 SGC-7901, BGC-823, Jmdm-2, Jcdc-2, L cyclin B1, 4 Bcl-2, 1*p53, 1 Bax, [53]
MGC-803 a KATO Il v .
Mkaspase-3, L bunééna migrace a tvorba kolonii
S06 BGC-823, SGC-7901, a MFC M kaspase-3, ’T‘B.a).g J Bcl-2 ’I‘IK!BTa. a Psenzitivita vadi [54]
irinotecan sensitivity
J cyklin B1, L MDM-2, | Cdc2, 1 kaspase-3, 1 p-JNK,
SGC-7901, B§0C3'823 a MGC- 1 pERK, 1 pERK2, 1*p38, 1 CHOP, 1 ATF4 a ATF6, 1N CHOP,
Wz35 1*Bax and { Bcl-2 [55]
nu/nu mys s SGC-7901 MCHOP, 1 kaspase-3, J proliferace bunék a J hmota
tumory tumoru
SGC-7901, BGC- Jdeyklin B1, L MDM-2, |, Cdc2, 1M p53, 1T kaspase-3, 1 Bax,
WZ26 823, a MGC-803 1 PERK2, 1p38, 1p-INK, T CHOP, 1 ATF4 a ATF6 [56]

Imunodeficientni mys s SCG-
7901 tumorem

“Mcaspase-3 and J Ki-67 (marker proliferace bunék)

Poznamka: /1 = Zvyseni aktivity/koncetrace faktoru/jevu, | = Snizeni aktivity/koncetrace faktoru/jevu.

2.6 FORMULACE

Dalsi moznosti zvySeni rozpustnosti ¢i jinych chemicko-fyzikdlnich nebo biologickych

parametrd kurkuminu je jeho nanoformulace pomoci vhodnych excipientl(. [57-61] Bylo

pozorovano a prokazano, Ze tento pristup muze zlepsit rozpustnost IéCiva a vyznamné zlepsit

terapeutické vlastnosti, ucinnost a protinadorovou selektivitu. [48] Terapeuticky pouzitelné

systémy pro dodavani IéCiv (angl. Drug Delivery System) by mély byt netoxické, biologicky

dostupné, biologicky rozlozitelné a specifické pro nadorovou tkan a nadorové bunky.
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Odborna literatura popisuje nékolik ptistupl ve formulaci kurkuminu, jak pomoci
excipient(, tak pomoci technologickych pristupl, jako napfiklad nanoformulace. Nize jsou
popsany konkrétni priklady komeréné dostupnych formulaci, s pozitivnim efektem na

bioaktivitu kurkuminu.

a) Komplex s lecitinem
Komplex slecitinem pod obchodni znackou Meriva® je kurkumin-fosfatidylcholinovy
fytozomovy komplex séjového lecitinu, mikrokrystalické celuldézy a 18 —20 % kurkuminoidd.
[62] Kurkumin ma dva fenolické hydroxyly a jednu enolickou hydroxylovou skupinu, které
mohou tvofit vodikové vazby s komplementdrnimi polarnimi skupinami fosfolipidd. Jakmile je
kurkumin v komplexu s fosfatidylcholinem, hydrofobni jddro fytosomu jej chrani pred
degradaci a zaroven zvysSuje bunécnou absorpci prostfednictvim usnadnéné difuze pres
lipofilni buné¢né membrdany. [62, 63] Randomizovana, dvojité zaslepend, zkfizena studie u
zdravych dobrovolnikd zjistila, Ze absorpce kurkuminu byla po poziti Merivy® asi 29-krat vyssi
ve srovnani s neformulovanou smési kurkuminoid(. [62] Je zajimavé, Ze nejvyssi koncentrace
v plazmé byly nalezeny pro demethoxykurkumin, pfestoze obsah kurkuminu je ve formulaci
Ctyfikrat vysSi. To naznacuje, Ze lecitin podporuje vyssi biologickou dostupnost

demethoxykurkuminu z Meriva® a zaroven jeho metabolizaci.

b) Lipidové castice
Lipidové castice pod obchodnim nazvem LongVida® jsou na bdzi pevnych lipidovych ¢astic
kurkuminu (SLCP) se zlepSenou biologickou dostupnosti ve srovndni s neformulovanym
kurkuminem. [64] Obsah kurkuminu v LongVida® je mezi 20 % a 30 %. Komplex SLCP chrani
kurkumin pred rychlou degradaci a vyluéovanim, ¢imz se podstatné zvySuje maximalni a
souhrnna koncentrace kurkuminu. [64]

¢) Mikronizované castice
Jedna se o mikronizovanou formulaci s obsahem 25 % kurkuminoid( v patentované matrici s
postupnym uvolnovanim, kterd se sklada z polyglycerolesterd mastnych kyselin, triglyceridy
se stfedné dlouhym fetézcem, hydroxypropylmethylcelulézou, algindt sodny a

mikrokrystalicka celuléza. [65] Povrchové aktivni latky, olej a polymery ve formulaci byly
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navrzeny tak, aby se kurkuminoidy neuvolfiovaly v prostfedi o pH 2 typické pro Zaludek, ale

pfi prosttedi s vyrazné vyssSim pH, které odpovida streviim.

d) Micely
Tvorba micel je béZzna technika pro zlepSeni rozpustnosti hydrofobnich Iéciv. Byly vytvoreny
micely kurkuminu NovaSol s obsahem 7 % kurkuminového prasku (6 % kurkuminu) a 93 %
Tween-80. [66] Kurkumin zacélenény s neiontovou povrchové aktivni ldtkou Tween 80
(polysorbat 80) vede k tvorbé tekutych micel, které vyrazné zvysily rozpustnost r a koncentraci

kurkuminu v plasmé.

e) PVP modifikace
PVP modifikace na bdazi ve vodé rozpustné kurkuminové formulace obsahujici 20 —28 %
kurkumového prasku, 63 =75 % polyvinylpyrrolidinu (hydrofilni nosi¢), 10 —40 % derivatu
celuldzy a 1 -3 % prirodnich antioxidantl, dana formulace vykazala pfiblizné padesatkrat vyssi

maximalni koncentraci v plasmé neZz normalni standardizovany kurkumin. [67]

f) Formulace na bazi esencialnich oleju
Formulace pod obchodnim nazvem BiocurcumaxTM® (BCM-95), formulace prasku z kurkumy
a esencidlniho oleje z kurkumy (45 % ar-turmeronu) vykdzala zhruba sedmkrat vyssi celkovou

koncentraci v plasmé oproti normalnimu kurkuminu. [63]
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3. INHIBITORY SIGNALIZACE IL-6/IL-6R/GP130

IL-6 (interleukin 6) je prozanétlivy cytokin, ktery hraje vyznamnou roli v patogenezi
mnoha onemocnéni napf. onkologickych, neurodegenerativnich a infekénich a je produkovany
rdznymi typy bunék imunitniho systému i nékterymi dalSimi typy bunék, véetné fibroblasta.
[68, 69] Jeho zvySena hladina je spojena s chronickymi zanétlivymi procesy. Blize popsano
v pfiloze prace (Brabek 2020). IL-6 také predstavuje jeden z hlavnich signal(i v komunikaci mezi
nadorovymi bunkami a nadorové asociovanymi fibroblasty vrdamci nadorového
mikroprostiredi. IL-6 se také podili na vyvoji premetastatické niche a na deregulaci
metabolismu u pacientl v pokrocilém stadiu nddorovych onemocnéni.

IL-6 je rovnéz kliCovou molekulou v rozvoji cytokinové boufe u pacientll s tézkym
onemocnénim COVID-19, kde je zodpovédny za zavaziny pribéh tohoto onemocnéni. [70]
COVID 19 vykazuje tadu klinickych projevli od asymptomatickych priznakd v zavislosti na
genetické predispozici aZz po Zivot ohrozujici multiorganové selhani. Infekce SARS-CoV-2 se
zpocatku projevuje horeckou, kaslem a unavou, kromé jinych symptom, které mohou prejit
do zavazné pneumonie a hypoxemického respiraéniho selhani. [71] Tyto zavainé projevy silné
koreluji s vys$si hladinou prozanétlivych cytokin( (napt. IL-6, tumor nekrotizujici faktor alpha
(TNF-a), interleukin 17 (IL-17) a faktor stimulujici granulocytarni kolonie (G-CSF)). [72]

Zvysena aktivita prozanétlivych cytokinl/cytokinova boufe pti onemocnéni COVID - 19
muze vést k syndromu akutni respiracni tisné (ARDS), coz je zdnétlivy stav, kdy zvySena
vaskuldrni permeabilita vede k plicnimu edému a destrukci tkané. [72-74] Hlavni pfi¢inou
ARDS je sepse zpUsobend bakterialni infekci. ARDS se vyznacuje primarnim symptomem (napf.
infekce) vedouci k sekundarnim projeviim zanétu a poskozeni tkané. Makrofagy, endotelidlni
buriky, epitelidIni buriky a neutrofily uvolfiuji prozanétlivé cytokiny (napf. IL-6, IL- 8, TNF-a a
IL-1B) a dale zvysuji poskozeni tkané (obrazek 8). Vice zanétlivych bunék je rekrutovdno a

aktivovano, coz stimuluje a prohlubuje zanétlivou reakci.
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NEKONTROLOVANE
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Obrazek 8 Navrhovana cesta infekce SARS-CoV-2 spojena s nekontrolovanou imunitni odpovédi a cytokinovou
boufi generujici myeloperoxidazu (MPO) a ROS vedouci ke snizeni NO a vazokonstrikci, snizeni Oz a hypoxii a
nedostatku vitaminu B12. Obrazek sestaven na zakladé literatury [75].

Z téchto dlvodu jsou intenzivné studovany metody inhibice jeho signdlni drahy napf.
cileni jeho receptoru (monoklondlni protilatky a nizkomolekuldrni inhibitory). Alternativné Ize
inhibici IL-6 signalni drahy dosahnout také aplikaci dalSich terapeuticky dostupnych latek napf.
kurkuminu, nebo cheladtord iontl Zeleza, [76], popfipadé vyrazenim genu pro TET1 protein

[77].

3.1 PROTILATKY

Bylo prokazano, Ze cileni IL-6 receptoru (IL-6R) monoklonalnimi protilatkami je slibnou
terapii pro fadu onemocnéni spojenych s vyssi aktivitou zanétlivych onemocnéni. Avsak
monoklonalni protilatky maji urcité limity (vysoké naklady, invazivni zplsob podavani a vysoka
mira imunogenicity) pro jejich klinickou pouzitelnost. [78] Z téchto dlivodu je vyvoj inhibitord
s nizkou molekulovou hmotnosti velmi Zadany pro jejich vyhody spojené s mozZnosti oralni
aplikace, nizkou toxicitou a nizkou antigenicitou. | pfes velmi intenzivni vyzkum v této oblasti

je znamych sloucenin pouze nékolik. [79-89]
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3.2 MADINDOLINOVA ANALOGA

Madindoliny jsou nizkomolekuldrni slouceniny produkované Streptomyces sp., které
mohou silné inhibovat IL-6R. Napf. hodnoty ICso madindolinu A a B pro proliferaci bunék MH60
(bunécna linie zavisla na IL-6) v pfitomnosti IL-6 (0,1 U/ml) byly 8 a 30 umol/I. [82] Rychlost

rastu nezavislych linii na IL-6 nebyla ovlivnéna.
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N o \ ©H o
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MDL-A MDL-5 MDL-16 MDL-101

Obrazek 9 Priklady madindolind

Nasledné studie ukdazaly, Ze ucinek madindolinu je zaloZen pouze na jeho vazbé na
gp130 (podjednotka IL-6R typu 1) bez inhibice signalni kaskady JAK2/STAT3 (fosforylace,
transkripce). Jeho ucinek neovliviiuje ani tvorba trimerniho komplexu IL-6 IL-6R-gp130. [83]
Dalsim prikladem inhibi¢nich vlastnosti madindolinu A na mysim modelu C3H-Hel (necitlivém
na lypolysacharid (LPS)) byla sekrece sérového amyloidu indukovand IL-6 (1 ug na mys)
v zavislosti na davce. [83] Sekrece sérového amyloidu indukovand LPS (mysi C3H-HeN citlivé
na LPS) nebyla snizena madindolinem A. Tyto vysledky byly potvrzeny povrchovou
plazmonovou rezonanci, ktera nasla silnou afinitu mezi madindolinem A a doménou D1
(extraceluldrni casti gp130) (Kd = 288 uM). [87] Nicméné v pripadé tricyklické 3a-
hydroxytetrahydrofuro[2,3-blindolového strukturniho motivu nebo madindolinu B nebyla
pozorovana zadna interakce.

Tato fakta vedla také k vyvoji novych syntetickych analogl madindolinu. Napftiklad
Yamamoto a kol., pfipravili knihovnu potencionalnich inhibitor(i a testovali jejich ucéinek na
rast bunék 7TDI (bunécna linie B lymfocytl zavisla na IL-6). [89] Autofi zjistili, Ze hydrofobni
substituce acylovymi fetézci mize zlepsit inhibi¢ni aktivitu proti vychozimu madindolinu A.

Slibny terapeuticky potencidl aplikace analogd madindolinu pro [éc¢bu
neurodegenerativnich onemocnéni byla ukdzanad Agel a kol. [79] Pozorované vysledky

naznacily, Ze testovany strukturni motiv by mohl potlacit produkci IL-17 CD4 T lymfocyty a
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zvysit zastoupeni Treg fenotypu. Podle vysledk( na zvifecim modelu (mysi s autoimunitni

encefalomyelitidou) jejich aplikace vedla ke zmirnéni projevu onemocnéni (tabulka 3).

Tabulka 3 Priklady terapeutickych efektt inhibitord IL-6 v in vitro modelech

Inhibice IL-6 receptorti in vitro
Testovana latka Efekt na proliferaci bunék, indukované faktory-typ bunky
IL-6 and IL-6 zavisly IL-6 nezavisly
Madindolin A [82] ' MH60, 1Cs0=8 pmol/I IL-6-(B16, SC- 115 P388/ADM, CPAE,
Madindolin B JMH60, 1C50=30 pumol/I HUVEC a HL60)
MH 60, paralelni posun krivek
Madindolin A [83] /(10- v . p ) ) P
rastu v zavislosti na IL-6 (2-8 IL2-CTLL-2, IL-3-Baf3 a ¢<>TNF-L929
100umol/1)
ng/ml)
Testovana latka Efekt na bunécny fenotyp, faktor (cilovi protein a jev) typ buriky
Madindoline A [83] JIL6-(diferenciace) M1 fenotyp a IL6-(pSTAT3) Baf3-GCSFRgp130 buriky
MDL-101[79] JIL6 (exprese IL-17 a pSTAT-3 a Th17 vyvoj) myelin-specifické CD4+ T lymfocyty
Testovana latka Tvorba Osteoklastti (kocultura of osteoblastickych bunék a bunék kostni dfené)
Madindolin A [83] JIL-6, L IL-11, OLIF a 010,25(0OH)2D3
Testovana latka Mysi model
Madindolin A (60 mg/kg . J redukce kostni masy a 1~ koncentrace
) OVX Mysi i i
/den; oralni) [83] sérového Ca?
Madindolin A (10, nebo o . L
j LPS-necitlivé C3H-HeJ mysi s IL-6 J SAA sekrece, koncentracni zavislost
60mg/kg; oralni) [83]
naivni B10PL mysi s J myelin-specifické CD4+
MDL-101 (splenocyty) encefalitogennimi splenocyty T lymfocyty
[79] VA
rogres
SJL/) mysi s encefalitogenni prog
MDL-101 (50 mg/kg x7/
S splenocyty bez efektu
den; injekéni) [79]
Poznamka: <> =zadny ucinek, { =redukce aktivity/exprese kontrolovaného proteinu, nebo jevu, 1" =zvy3eni aktivity/exprese kontrolovaného

proteinu, nebo jevu

3.3 ESTROGENOVA ANALOGA

Vedle experimentalné vyvijenych latek byla inhibice IL-6R také pozorovana pro klinicky
pouzivana léciva na molekuldrnim motivu syntetickych analogl estrogenl — raloxifen a
bazedoxifen (obrazek 10). [90, 91] Tato terapeutika jsou také schopna interagovat s gp130 a
tim inhibovat ukotveni IL-6 k jeho receptoru. [92, 93] Kvdli jejich nizké cené a minimalnim
nezadoucim ucinkGm byly tyto latky testovany pro terapii nékterych malignich nadord, jako je

rhabdomyosarkom, [92] spinoceluldrni karcinomy hlavy a krku, [94] adenokarcinom
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pankreatu [95, 96], kolorektalni karcinom, [97] a hepatocelularni karcinom. [98] Byly také

navrzeny pro lécbu cytokinové boure u pacient( trpicich COVID-19. [99, 100].
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Bazedoxifen Raloxifen

Obrazek 10 Struktury SERM inhibitord Bazedoxifenu a Raloxifenu

Bazedoxifen je rfazen mezi treti generaci selektivnich moduldtor(i estrogenového
receptoru (SERM). [101] Bazedoxifen se v soucasnosti také pouziva k |é€bé stfedné tézkych az
tézkych vazomotorickych symptom( spojenych s menopauzou (navaly tepla, poceni). Velka
vyhoda bazedoxifenu tkvi v jeho tkarové selektivnim ucinkm; agonisticky ucinek na kosti a
kardiovaskularni systém, ale antagonisticky na tkan prsu a délohy. To umozZiuje dosahnout
pozitivnich ucinkd estrogenl na kosti, tj. snizovani kostni resorpce a obratu, a tim i prevenci
osteopordzy, bez estrogenové stimulace prsni a délozni tkané. Kromé toho se ukazuje, Ze
bazedoxifen je silny inhibitor GP130 proteinu a dokaze efektivné inhibovat IL-6 signalni drahu.
[94, 97, 102] Diky svym vlastnostem je bazedoxifen intenzivné studovan jako latka vyuzitelnd
pro lécbu celé tfady onkologickych onemocnéni napf. karcinomy prsu, tlustého strevu,
pankreatu, Zaludku, endometria, hlavy a krku. [94, 97, 102-105]. Vedle toho by bazedoxifen
diky svému efektu na cytokinovou boufi mohl mit pfiznivé Gcinky i pro pacienty s COVID 19.
[106] Mimo to by dalsi priznivy efekt SERM, véetné bazedoxifenu prilé¢bé COVID 19 mohl také
zahrnovat modulaci estrogenového receptoru. Nékteré studie naznacuji, Ze priznivéjsi pribéh
onemocnéni u Zen by mohl souviset s vyssim zastoupenim estrogenovych receptor(. [107]
Nékteré prace naznacuji, Ze modulatory estrogenovych receptori by mohly byt také silnymi
inhibitory protedz SARS-CoV-2, napt. flavonoidy a raloxifen. [108-111]. Virové proteazy, jako
je hlavni protedza (Mpro) a papain-podobna proteaza (PLpro), jsou kriticky dulezité pfi

replikaci viru SARS-CoV-2. [112, 113] Chiou a kol. uvedli, Ze raloxifen je silnym inhibitorem
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SARS-CoV-2 Mpro (ICso = 5,61 umol/I). [111] Detailnéji je potencidl modulator(i estrogenovych
receptor(l v terapii COVID-19 popsan v pfiloze této prace (Abramenko 2021-estrogen).
Bohuzel vsak existuje nékolik vaznych prekazek pro jeho pouZiti, jako napf. nizka
rozpustnost IéCiva ve vodnych systémech (0,000564 mg/mL; drugbank.ca) a tim padem i jeho
nizka bioaktivita. Pro dany ucel byly jiz testovany formulace bazedoxifenu pomoci vhodnych
excipientl napf. polymera. [114, 115] Ackoliv vykazaly podstatné zvySeni rozpustnosti, dané
studie byly provedeny pro 0,5 mmol acetdtovy pufr o pH 4.2, ktery je ale nevhodny pro klinické

aplikace.

3.4 DERIVATY BUFADIENOLIDU
Dalsi slouceniny se schopnosti cileni na IL-6R jsou derivaty bufadienolid( (pfirodni

protinddorové slouceniny z ¢inského léciva, extrahovaného z klize ropuchy Ch'an Su) [116],

napf. 20S,21-epoxy-resibufogenin-3-formiat (ERBF). [84]

Obrazek 11 Struktura derivatu ERBF

Aplikace ERBF (70 umol/l) v pfipadé linie zavislé na IL-6, vedla k potlaceni proliferace
v pfitomnosti IL-6. [84] Na rozdil od madindolinu A, efekt IL-11 nebyl potla¢en. Enomoto a kol.
ukazali, Zze mechanismus jeho Ucinku je zaloZzen na blokovani interakce IL-6 s jeho receptorem.
[80] Lze se tedy domnivat, Ze nékteré patologické stavy, jako je nadorova kachexie spojena s
hyperaktivitou IL-6, Ize |écit pomoci ERBF. V experimentalnim modelu kachexie spojené s
karcinomem tlustého strfeva, 20S,21-epoxy-resibufogenin-3-acetat (ERBA; 10-30 mg/kg
denné) vyrazné inhiboval Ubytek télesné hmotnosti, ale nikoli riist nadoru.

Vztah mezi strukturou bufadienolidovych derivatl a jejich inhibicni aktivitou byl
studovan pomoci linie MH-60 (zdavislé i nezavislé na IL-6). [81] ZjiSténé vysledky naznacuji, ze
jak epoxidy v polohach C-14, C-15, tak C-20, C-21 ve struktufe jsou nutné k inhibi¢ni aktivité.
Poloha C-16 musi byt nesubstituovana pro inhibiéni aktivitu. Zavedeni alifatické organické
kyseliny do polohy C-3 zvysuje inhibi¢ni aktivitu na burikach zavislych na IL-6. Tato aktivita se

snizila pti zvySeni délky uhlikového retézce mastné kyseliny v poloze C-3 (propiondt — butyrat
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nebo isobutyrat). Latky s karbonylovou skupinou v poloze C-3 vykazovaly cytotoxickou aktivitu
pro oba typy bunék MH-60.

Vyse uvedena fakta inspirovala Kino a kol. ke studii u¢inkd bufadienolidovych derivat(
(napf. 3-O-formyl-20R,21-epoxyresibufogenin) na signalizaci IL-6 v bunécnych liniich
hepatocytll. [86] Podle ocekavani autofi pozorovali snizenou expresi gent regulovanych IL-6
(napf. al-antichymotrypsin al-kysely glykoprotein, a2-makroglobulin a B-fibrinogen) a nizsi
sekreci C-reaktivniho proteinu. Skutecnost, Ze IL-11 indukovand exprese al-
antichymotrypsinu byla také potlatena, znamena, Ze ucinky testované slouceniny jsou

zaloZeny na inhibici gp130.

3.5 DERIVATY PEPTIDU
Dalsi inhibitor cileni gp130 LMT-28 byl navrZen Hong a kol. [85] a vyuZiva strukturni

motiv syntetického peptidu (Obrazek 12). Jeho interakce s gp130 byla potvrzena povrchovou
plasmonovou resonanci. V souladu s pfedpokladem, jeho aplikace vede ke snizeni
aktivace/fosforylace STAT3 indukované IL-6. Také v mysim modelu LMT-28 (0,8 mg/kg, oralné)
se snizila hladina TNF-a (indukovanou IL-6) na polovinu.

0O o (=)H

O N

-

Obrazek 12 Struktura derivatu LMT-28
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Slibné vysledky byly pozorovany i u modelu artritidy a akutni pankreatitidy. Napfiklad
aplikace LMT-28 (0,25 mg/kg) u mysi s artritidou vyznamné snizuje klinické projevy této
patologie oproti kontrolni skupiné. Pro srovnani je k dosazeni ekvivalentnich ucinku MTX
zapotrebi priblizné sedmindsobna molarni davka MTX oproti LMT-28. V pfipadé mysi s akutni
pankreatitidou sniZila LMT-28 tvorbu otokd, infiltraci zanétlivych bunék a nekrézu ve tkani
pankreatu (tabulka 4.). Na molekuldrni Urovni byl tento ucinek spojen s nizsi hladinou IL-1f3,

TNF-o a IL-6.

Tabulka 4 efekt inhibitord IL-6 v in vitro a in vivo modelech

Testovana latka Inhibice IL-6 receptori in vitro
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Efekt na proliferaci bunék, indukované faktory-typ buriky

IL-6 na IL-6 zavisly IL-6 nezavisly
ERBF (15umol) J MH-60, paralelni posun kfivek rdstu v
L. . IL-2-(CTLL-2 and MH-60%), <>IL-3-(Baf3
[84] zévislosti na IL-6 (0.03 to 10 ng/ml)
- a Baf3/GCSFR-gp130) a <> GCSF-
L MH-60, ICs0=5.3 umol/l, paralelni posun
ERBF [80] e e Baf3/GCSFR-gp130 <>TNF-0-L929
krivek rlGstu v zavislosti na IL-6
LMT-28 [85] JHEPG2, IC50=5.9 pumol/I LIF-HEPG2 a J/IL-11-HEPG
Testovana latka Efekt na bunécny fenotyp, faktor (cilovi protein a jev) typ buriky
[79] JIL6 (exprese IL-17 a pSTAT-3 a Th17 vyvoj) myelin-specifické CD4+ T lymfocity
IL-4-(exprese CD23) U937, <>IL-8-(chemotaxis) PMNLs a <> NGF-(neuralni
[84] ERBF . .
diferenciace) PC-12
JIL-6 (AACT mRNA a pSTAT3) HepG2, |/ IL-6 (AGP mRNA, a2-macro, and B-fibrinogen
ERBF [86] and CRP sekrece) primarni krysi hepatocyty, <>TNF-a-(MAT2A mRNA)HepG2, 4 1L-11
and 4, OSM-(AACT mRNA) HepG2
LMT-28[85] JIL-6(p STAT3, gp130, a JAK2 protein, TNF-a, proliferace) TF-1, a J/IL-6(pSTAT3) HepG2

Testovana latka

Tvorba Osteoklasti (kokultura osteoblastickych bunék a bunék kostni diené)

ERBF [80, 84]

JIL-6, <>1L-11,

LIF, a

1a01a,25(0H);Ds

Testovana latka

Mysi model

ERBA (10, nebo
30 mg/kg; orélni)
[80]

BALB/c mysi s rakovinou stfev

Jrredukce télesné vahy, v zavislosti na
davce

LMT-28 (0.4 nebo
0.8 mg/kg; orélni)
(85]

C57BL/6 mysi

JTNF-a, zavislosti na davce

LMT-28 0.25 [85]

DBA/1) mysi s CIA

J artritidové skére (50% COMP, 55% SAP,
62% anti-Cll 1gG)

LMT-28 (1 mg/kg;
oralni) [85]

Male BALB/c mysi s pankreatitidou
indukovanou ceruleinem

JIL-1B, Y TNF-a, 4 IL-6, L edém, |
infiltrace zanétlivych bunék
a Y nekroéza

=7adny ucinek, J,=redukce aktivity/exprese kontrolovaného proteinu, nebo jevu, 1*=zvyseni aktivity/exprese kontrolovaného proteinu,

nebo jevu
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4. CHELATORY PRECHODNYCH KOVU

Prechodné kovy, jako jsou selen, méd), zinek a Zelezo, jsou Zivotné dulezité pro spravné
bunécéné funkce. [117, 118] Jejich ionty se jako kofaktory ucastni riznych enzymatickych reakci
a ovliviiuji mnoho biologickych proces( interakci s receptory a transkripénimi faktory. Kromé
toho jsou nezbytné pro stabilizaci bunéénych struktur a pro udrzeni stability genomu.

Intracelularni hladiny biologicky aktivnich iont( jsou udrZovdny siti transportnich a
skladovacich protein(, které kontroluji jejich homeostazu. [118] Uvadi, se Ze u patologickych
stavl se nerovnovaha nemusi tykat pouze jednoho iontu, ale je ¢astéji spojena se zménou
koncentrace vice iontl kovl. Poruchy jejich homeostazy mohou souviset s genetickymi
mutacemi, poruchou nutri¢niho pfijmu, oxida¢nim stresem a deregulaci imunitniho systému.
[119-121]

Zelezo (Fe) je nezbytnym kovem pro katalytické aktivity mnoha enzymi nezbytnych
pro stabilizaci heterochromatinu, epigenetické modulace, mitochondriadlni dychani, citratovy
cyklus atd. [120] Nizké koncentrace volného Zeleza podporuji bunécnou proliferaci a rast. Ve
zvySenych koncentracich mizZe indukovat oxidacni poSkozeni DNA, proteind, lipidovych
membran produkci reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS) Fentonovou reakci. [121].

Méd' (Cu) hraje dulezitou roli v zakladnich metabolickych procesech, ale ve vyssich
koncentraci mizZe byt toxicka. [122] Jako katalyticky kofaktor mnoha enzym( se podili na
mitochondridlnim elektronovém transportnim fetézci (cytochrom c oxidaza), na detoxikaci
reaktivnich kyslikovych radikald (superoxiddismutaza 1 a 3), na preméné hydroperoxidd na
hydroxidy (glutathionperoxidaza), v tvorbé melaninu (tyrosinaza). lonty médi jsou nezbytné
pro, bunécnou diferenciaci, regulaci apoptdzy, a fungovani imunitniho systému. [122-124] Jeji
nedostatek koreluje se snizenym poctem myeloidnich prekurzord v kostni dreni a vyssi

nachylnosti k infekcim. [123, 124]

4.1. MEDICINALNI POTENCIAL
a) Dysregulace koncentrace prechodnych kovi v patogenezi neurodegenerativnich

onemocnéni
Neurodegenerativni onemocnéni predstavuji zavainé patologie charakterizované
ubytkem specifickych skupin neurond. Navzdory intenzivnimu védeckému badani neexistuje

na tyto nemoci zadny lék, proto se incidence a Umrtnost neustale zvysuji. Mezi nejéastéji se
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vyskytujici neurodegenerativni poruchy patfi Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba.
Obé tyto patologie vykazuji postupnou ztratu neuront ve specifickych ¢astech mozku a mezi
typické priznaky patfi progresivni motorickd a kognitivni porucha. [125]

Dysregulace  koncentrace prechodnych kovl byla prokdzana u fady
neurodegenerativnich onemocnéni, napf. Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby. [126].
Naptiklad pokles Zn?* iont a zvy$eni Cu?* iontd vede k vy$$im Urovnim oxidacniho stresu,
zanétlivym procesim v nervové tkani a progresi neurodegenerativniho onemocnéni. [127]
RovnéZ vyssi hladina Fe?*/Fe3* iontl jsou spojeny svyssi incidenci a progresi téchto
onemocnéni. Produkce ROS je Uzce spojena s prozanétlivymi procesy. Zinek mizZe snizovat
produkci zanétlivych cytokint (IL-1B, IL-2, IL-6, and TNF-a,) prostfednictvim signalizace
nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB). [128] Na druhou stranu vyssi hladina Zeleza a médi vede
k produkci zanétlivych cytokin( skrze aktivaci mikroglii a nasledné ztraté nervové tkané. [129]
Nicméné v daném procesu hraje vyznamnou roli fada dalSich vlivh napf. mitochondrialni
poruchy. Cetné studie prokazaly souvislost mezi poruchami mitochondridlnimi DNA (mtDNA)
napf. oxida¢nim poskozenim, mutacemi a posuny methylace a zahdjenim a progresi
neurodegenerativnich onemocnéni. [69] Blize je tato problematika popsana v priloze této
prace (Antonyova 2020).

b) Dysregulace pfechodnych kovl v karcinogenezi

Dysregulace metabolismu Zeleza hraje vyznamnou roli v karcinogenezi, podporuje
preziti a proliferaci nddorovych bunék a stimuluje metastatickou aktivitu napf. migraci a
invazivitu [120, 130]. ZvySena koncentrace Zeleza je tak spojena s horsi terapeutickou
progndzou. [120, 131] Naopak na mysim modelu karcinomu prsu bylo prokazano, Ze dieta s
nizkym obsahem Zeleza vede ke sniZeni rlistu nadoru a také zvysené délce preziti. [132]
Zhoubné nadory vykazuji zvySenou akumulaci Zeleza, coz vede k neadekvatni erytropoéze a
nakonec sekundarné k anémii. [133] ZvySena exprese receptoru pro transferin (TfR1), lehkého
fetézce feritinu (FTL) je spojena s horsi progndzou, pokrocilym stadiem tumoru a zvySenou
rezistenci vic¢i chemoterapii. [134, 135] Vzhledem k roli Zeleza v regulaci funkce imunitniho
systému a také vzniku nadorovych bunék, je nasnadé uvazovat o Zeleze jako potencidlnim cili
protinddorové terapie. [136] V souladu s timto konceptem predstavuje aplikace chelatort
Zeleza slibnou metodu v 1é¢bé onkologickych chorob.

Zvysena hladina médi mliZe vést k vysoké produkce ROS a tim iniciovat kancerogenezi

nebo tvorbu metastaz. [122, 137] Mnoho typd nadord (mozek, mnohocetny myelom, akutni
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lymfoblasticka leukémie, nadory plic, retikularni bunéény sarkom, rakovina délozniho cipku,
prsu a Zaludku) vykazuji zvysené intratumoralni hladiny a/nebo zménénou celkovou distribuci
médi. [138] Méd inhibuje stabilizaci HIF-1a skrze inhibici prolylhydroxyldzy, ¢imz zvysuje
transkripci riznych gen( (napf. VEGF) [139] a genU zapojenych do epitelidlné-mezenchymalni
tranzice (napf. LOX) [140]. Lysyl oxidaza (LOX; méd dependentni enzym) katalyzuje zesitovani
kolagenu a elastinu v extraceluldrnim matrixu (ECM) a interaguje s MEMO1 (medidtor
bunécné motility 1; méd dependentni enzym). [141] MEMO1 moduluje migraci bunék

prostfednictvim modulace cytoskeletu a adheze.

4.2. CHELATORY A IONOFORY
Funkce obou typl molekul je zaloZzena na tvorbé komplexi s danym kovem. U

chelatoru je snaha docilit tvorby stabilnich komplexu, které se za fyziologickych podminek v
zadném znatelném rozsahu nerozdéli. Vétsina ligand(i chelatujicich kovy uvazovanych vtomto
prehledu tvofi inertni komplexy se specifickou molekularni strukturou. Chelatace kovl muze
byt pouZita k odstranéni toxickych/karcinogenich kovovych kationtd, nebo k indukci stresu v
rakovinnych burikach, a nasledné bunécné smrti. Principy chelatace kovd jsou ilustrovany
vobrazku 13, na deferoxaminu (pro chelataci Fe3*; klinicky schvaleny chelator kova).
Deferoxamin se pouZivd pro lé¢bu nemoci z pfebytku/pfedavkovéni ionty Fe?*/Fe3*. V
klinickém vyzkumu je studovan diky tvorbé stabilnich komplexd 1: 1 s kationty prfechodnych

kovll jako protinadorové ¢inidlo.
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Obrazek 13 Koncept chelatace kovt a jejich aplikace. Koncept chelatace kovti: (a) ligandy se vazou na konkrétni
cilovy kov a u€inné jej odstranuji z biologického prostiedi. (b) Pfiklad chelatatoru kova: deferoxamin tvofi
stabilni komplex s Fe3* prostfednictvim vice donorovych mist zvyraznénych &ervené, coZ pomaha pfi
odstrafiovani Fe3* z téla. Obrazek sestaven na zakladé literatury [142].
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Naproti tomu ionofory jsou ligandy, které za fyziologickych podminek reverzibilné v
ionty kov(l (obrazek 14). Vznikly komplex je obvykle ndbojové neutralni a dostatecné lipofilni,
coz usnadnéni prichodu membranou. Uvolnéni iontu kovu, mliZe byt indukovdno nizkou

lokalni koncentraci kationtu kovu nebo konkrétnim stimulem.

DO000008%:
“‘"""""ﬁ' '
OOOCO0000
MAAAARAAN
sswswss.
wwwwww .

~-.~.~.~.~.~.~

N vy
SN
OOOOOOOv

({{{s’s’
.« &) ~~~~~.
.«¢06 AMAAN

Unbound Bound . AN . -
chelator  Metal ion chelator . Metal ion release
(ionophore) (ionophore) QY Ko

L|p|d membrane

Obrazek 14 llustracni schéma ionoforu a jeho vyznam pro transport iontd kovl. Obrazek sestaven na zakladé
literatury [142].

Koncept kovovych ionoforl: ligand se vaze na kovovy kationt reverzibilné. Ve vazaném stavu je kovovy komplex
dostatecné hydrofobni, aby umoznoval prichod pres lipidové membrany. Reverzibilita vazby na kov umozriuje
ionoforu opakované prenaset kationty kovd pfes membrany.

26



4.3. KOMPLEXACE A VLASTNOSTI BIOAKTIVNICH LATEK

Napriklad flavonoidy, ptirodni polyfenolické latky, které jsou studovany jako
potencialni terapeutika pro |é¢bu a prevenci celé fady vainych chorob napfr. onkologickych a
neurodegenerativnich onemocnéni, jsou silnymi chelataénimi ¢inidly. [143-145] Rada jejich
biologickych a medicinskych ucinkl, zejména potlaceni ROS, je spojena s komplexaci iontl
pfechodnych kovl, predevsim Zeleza. Nicméné chelatovany kov muze vyrazné ovlivnit
vlastnosti samotného flavonoidu: rozpustnost, prostupnost pres bunécnou membranu,
antioxidacni/oxidacéni ucinky, toxicitu a dalsi. [146-151] BliZe tato problematika popsana Kejik
a kol. [152]

V ptipadé klinicky pouzivanych léciv, ionty kovi mohou ovlivnit jejich klinicky efekt,
napt. snizeni biologické dostupnosti tetracyklinl prostfednictvim tvorby komplext [éciva
s ionty. [153] Bylo prokazano, ze velké mnozstvi dalsSich duleZitych a bézné pouzivanych léciv,
jako je tyroxin, kaptopril a kyselina listova, tvofi stabilni komplexy se Zelezem. Nékteré prace
naznacuji, Ze by se tento jev mohl také tykat ucinku inhibitor( protonovych pump.

Inhibitory protonovych pump (napf. omeprazol, pantoprazol a lansoprazol) se
pouzivaji k lécbé gastrointestindlnich poruch (napf. dyspepsie, peptické viedy, infekce
Helicobacter pylori, gastroezofagedlni refluxova choroba, gastrointestinalni komplikace a
Zollinger-Ellisonav syndrom). [154] Jejich fyziologicky ucinek je zaloZen na potlaceni sekrece
Zaludedni kyseliny inhibici H*/K*-adenosintrifosfatazy (ATPazy). Ackoliv jsou povaZovany za
bezpecné bez pfimé toxicity. Jejich dlouhodobé uzivani mize byt spojeno se zvySenym rizikem
vzniku karcinomu Zaludku (omeprazol a pantoprazol) [155], neurologickymi nezadoucimi
ucinky, jako je demence (omeprazol, pantoprazol a lansoprazol) [156], anémie z nedostatku
Zeleza (omeprazol) [157] a kardiovaskularni komplikace (pantoprazol, lansoprazol a zejména
omeprazol) [158]. Mimo to bylo pozorovdno, Ze inhibitory protonovych pump maji
protizanétlivé ucinky, napf. potlaceni produkce zanétlivych cytokinl jako jsou IL-6, IL-8 and
TNF-a. [159]

V souladu s chelataéni hypotézou bylo pozorovano, Ze vazebnd konstanta omeprazolu
v komplexu se sérovym albuminem je vyznamné vy3$i v pfitomnosti iontd Cu?* a Fe3* [160] V
pfipadé pantoprazolu ionty Fe3* zvy3uji jeho afinitu; nicméné ionty Cu?* ji snizuji. Navic

komplexovany kov mlZe znacné ovlivnit jeho Gcinnost. Napfiklad komplex omeprazolu s ionty
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Co?* ma vyssi cytotoxicitu proti H. pylori nez samotny lék. [161] Tato fakta naznaduji, ze
studium interakce inhibitorl protonové pumpy s ionty kovli mulzZe byt velmi dllezitym
tématem v medicinalni chemii. V soucasné dobé je popsdna tvorba komplex( omeprazolu s
ionty pfechodnych kovd, jako jsou Co?*, Cu?* a Fe3*, nebo lansoprazol s ionty Fe3* a Zn?*. [161-
163] Tyto komplexy byly pfipraveny v organickych rozpoustédlech, jako je methanol, nebo ve
smési ethanolu s vodou pfi vysoké teploté (60°C). To limituje ziskand data pro posouzeni vlivu

vySe uvedeného jevu vlastnosti téchto IéCiv.

28



5. INHIBITORY TET1 PROTEINU

Methylace DNA (pata pozice cytosinu) je prvnim popsanym a nejlépe prostudovanym
epigenetickym mechanismem. [164] V roce 2009 byl 5-hydroxymethylcytosin (5hmC) poprvé
identifikovan jako nova modifikace cytosinu. Ukazalo se, Ze 5-methylcytosin (5mC) je oxidovan
prostfednictvim TET proteind (tet methylcytosin dioxygendza; ten-eleven translocation
methylcytosine dioxygenase; struktura TET1-3) za vzniku 5-hmC na 5-formylcytosin (5fC) a 5-
karboxylcytosin (5caC) [165, 166]. 5fC a 5caC jsou poté prevedeny zpét na nemodifikovany
cytosin thymin-DNA glykosylazou a mechanismem opravy excize baze. [167, 168] Kromé
aktivity TET enzym( v aktivni demethylaci pUsobi TET1 jak jako transkripéni koaktivator, tak
jako korepresor, pticemz jeho transkripéni aktivita je bud zavislda nebo nezdvisla na jeji
demethyldzové aktivité. [169-171]

5-hmC, podobné jako 5mC, je dllezity pro regulaci genové exprese, ale na rozdil od
5mC je spojen s jeho aktivaci. [172] 5hmC hraje dulezZitou roli v kontrole apoptotickych,
antiapoptotickych signalnich drah a dalsich klicovych bunécnych procesu. Dysregulace téchto
procesli ma vazné zdravotni disledky a maze vést k zavaznym patologickym staviim. Néktefi
autofi ukazali, Ze nerovnovaha v hladiné 5hmC je spojena mimo jiné s patogenezi nékterych
zavaznych onemocnéni, jako je akutni myeloidni leukémie [173], Retllv syndrom [174] a
Parkinsonova a Alzheimerova choroba [175, 176]. RovnézZ i u nadorovych onemocnéni dochazi
ke zménam v methylaci DNA. [177] Nékteré studie naznaduji, Ze zvySena aktivita TET1 proteinu
by mohla souviset s progresi nékterych onkologickych onemocnéni. U pacientek s triple-
negativnim karcinomem prsu (TNBC) byla pozorovdna nadmérna exprese proteinu TET1
spojena s horsim prezitim. [178] Podobné Zhang et al. uvadi, Ze hypomethylace promotoru
aktivovala expresi onkogen( u pacientek s nadory vajec¢nikl. [179] Ve vzorcich proneuralnich
glioblastom( byly nalezeny vysoké hladiny proteinu 5-hmC a TET1. [180]

Je moiné, zZe zvysena aktivita TET1 proteinu by mohla souviset i se zanétlivymi procesy.
Napfiklad derivatizace monocytd na makrofagy liposacharidovou stimulaci je spojena s
poklesem hladiny methylcytosinu a hydroxymethylcytosinu v promotoru TNF-o.. [181] Knock

out genu TET1 proteinu ved| k poklesu mRNA a expresi TNF-a.
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6. STATINY

Cholesterol, sterolovy derivat nezbytny pro udrzeni normalni fyziologické homeostazy,
je prekurzor vitaminu D, ZluCovych kyselin a hormonu, véetné estrogent, androgend,
gestagen( a kortikosteroidu. [182] Cholesterol ma také zdsadni roli pfi vytvareni a stabilizaci
lipidovych mikrodomén spolu s fosfolipidy, sfingolipidy a glykosylfosfatidylinositolem
modifikovanymi proteiny. [183] Na druhou stranu, vysoké koncentrace cholesterolu jsou
spojeny s vysokym rizikem onkologickych chorob. [184]

Vyse uvedené naznacuje, Ze cileni na syntézu cholesterolu by mohla byt perspektivni
metoda v Iéc¢bé onkologickych chorob. [185] Klicovy enzym v syntéze cholesterolu je HMG-
CoA reduktaza (HMGCR). Jeji kompetitivni inhibitory statiny jsou klinicky pouZivané pro snizeni
cholesterolu a kardiovaskularniho rizika. Statiny snizuji hladinu cholesterolu v plazmé sniZzenim
de novo biosyntézy cholesterolu a indukci zmén v expresi receptoru pro lipoproteiny s nizkou
hustotou (LDL). V soucasnosti jsou statiny intenzivné studovany pro léc¢bu dalSich chorob,
napr. nadorovych onemocnéni. Napriklad Kodach a kol. zjistili, Ze statiny plsobi jako inhibitory
DNA metyltransferazy (DNMT), demethyluji promotor kostniho morfogenetického proteinu 2,
aktivuji jeho signalizaci, indukuji diferenciaci bunék kolorektalniho karcinomu a tim snizuji
fenotyp rakovinovych kmenovych bunék. [186]

Chemické struktury pouZivanych statinl jsou ukazany na Obrazku 15. Simvastatin,
lovastatin a pravastatin jsou slouceniny odvozené od plisnovych metabolitd [187], napf.
lovastatin je produkovany Monascus purpureus. Naproti tomu fluvastatin, pitavastatin,
cerivastatin, atorvastatin a rosuvastatin jsou syntetické derivaty s odliSnou strukturou od
pfirodnich statin(i. Statiny mohou mit rlznou ucinnost v zdavislosti na jejich chemické
strukture. Ve srovnani s hydrofilnimi statiny (jako je pravastatin a rosuvastatin) vykazuji
lipofilni statiny (jako je simvastatin) vétsi schopnost pronikat bunécnou membrdnou a
vstupovat do hepatocytl pasivni difuzi. [188, 189] Kromé toho maji lipofilni statiny vyssi
proapoptotickou aktivitu nez hydrofilni statiny. [190] Vzhledem k vy3$Simu cytotoxickému

potencialu mohou byt lipofilni statiny pfinosné v Ié¢bé nadorovych chorob. [191]
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Lovastatin Simvastatin Pravastatin

Rosuvastatin

Atorvastatin Fluvastatin

Obrazek 15 Struktura vybranych statint

Dalsi studium extraktu z Monascus purpureus naznacuje, Zze produkty této plisné,
zejména jeji pigmenty, by mohly mit velmi slibné terapeutické vlastnosti a vysoky potencial
pro adjuvantni terapii onkologickych chorob. [192] Nicméné, vzhledem k jejich velmi nizké

dostupnosti, ziskané poznatky jsou zatim velmi limitované.
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7. VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 FORMULACE KURKUMINU

Nasim cilem bylo pfipravit orodispergovatelné tablety obsahujici vysoce rozpustnou, a
tedy bioaktivni formu kurkuminu. Pro ptipravu byl pouzit kurkuminovy extrakt, ktery byl
nanoformulovan manitolem. V souladu s nasim ocekdvanim jsme pozorovali, Ze pfipravend
formulace vykazuje vysokou rozpustnost ve vodném prostiedi. Tohoto fyzikalniho parametru
bylo dosaZzeno pravé diky nanoformulaci kurkuminu; v zavislosti na parametrech formulace se
daji pfipravit nanocastice o velikosti 100-250 nm. [193-195]

Ve spolupréci s komerénim partnerem mcePharma se podafilo vyvinout metodu pro
pfipravu vyse uvedenych orodispergovatelnych tablet, které zachovaji unikatni vlastnosti dané
formulace. Dany produkt se v soucasnosti prodava pod komerénim ndzvem NeoCurcumin

(obrazek 16).
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Obrazek 16 Intenzita fluorescence uvolfiovani ODT formulace do vodného roztoku. Zlutd k¥ivka -
nanoformulace kurkuminu; modra kfivka - mikronizovany kurkumin; zelena kfivka - nativni kurkumin.

7.2 FORMULACE BAZEDOXIFENU

Pfipravena formulace je zaloZena na tvorbé inkluzniho cyklodextrinového komplexu
bazedoxifenu, ktera je rozpustnd ve vodnych systémech. Pozorovali jsme v zavislosti na
zvoleném typu a mnoiZstvi cyklodextrinu (alfa-, beta-, gama- a jejich derivat() vyrazné, az
radové, zvyseni rozpustnosti. Napr. v pfipadé destilované vody a y-cyclodextrinu (40 mg/ml)
je moziné rozpustit zhruba 10 mg/ml bazedoxifenu. Bez pfitomnosti cyklodextrinu je
rozpustnost bazedoxifenu zhruba 0,01 mg/ml. BliZ$i popis pfipravy a technologie izolace je

popsana v aktualni patentové prihlasce, ktera byla licencovana Univerzitou Karlovou.
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a) Instrumentalni charakterizace
Vznikly komplex byl potvrzen rentgenovou difrakci a diferencidlni skenovaci kalorimetrii a
pokrocilou NMR spektroskopii.

Prdskovd rentgenovd difrakéni analyza (PXRD)

Praskova rentgenova difrakéni (PXRD) analyza vychozich sloZek (bazedoxifen acetat a
v-cyclodextrin) a smési BAZ/GCD jsou zndzornény na obrdazku 17. Technika PXRD prokazala, Ze
vychozi slozky jsou krystalické latky. Dana analyza také ukazala, Ze jejich smés ma krystalicky
profil, a Ze se vyrazné lisi od profilu obou vychozich slozek, coz potvrzuje vznik komplexu.

Diferenéni skenovaci kalorimetrie (DSC)

Termogramy vychozich sloZek a vzniklého komplexu byly zaznamenany pomoci
diferencidlni skenovaci kalorimetrie (DSC; obrazek 17). Termalni analyza ukazala, Ze krystalicky
bazedoxifen ma pik entalpie tani pfi 180,4°C. y-CD nema ve studovaném teplotnim rozsahu
takovy charakteristicky fazovy prechod, je pozorovan pouze Siroky endotermicky efekt v
dUsledku ztraty vody kolem 100°C a tepelného rozkladu nad 250°C. DSC profil sloZzeni vzniklého
komplexu ukazuje, Ze bazedoxifen je v molekuldrné dispergovaném stavu. Krystalicky
bazedoxifen typicky pro Cisté IéCivo v termogramu komplexu nebyl pozorovan, coz poskytuje

instrumentalni dikaz o vzniku komplexu.
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Obrazek 17 PRXD a DSC analyza nativnich forem a komplexa

1D a 2D NMR spektrometrie
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Pro nativni formy latek a komplexy byla provedena 1D a 2D NMR analyza. 'H NMR
spektrum komplexu bazedoxifenu s y-CD je ukdzano na obrdazku 18. Signdly nativniho y-CD lezi
mezi & 'H = 3,5-4,0 ppm, kromé glukopyrandzového kruhu, jsou viechny protony anomerni.
Anomerni signdl se objevuje mezi 5,0-5,2 ppm, v oddélené oblasti spektra. Dalsi dobfe
oddélenou oblasti ve spektru je aromaticka oblast bazedoxifenu na vysokofrekvenénim okraji
'H NMR spektra. Pfifazeni dvou vy$e uvedenych oblasti je znazornéno nize na obréazku 18.

V oblasti kavity y-CD Ize jasné identifikovat rozsifeni 3', 5' a 6' signal(, zatimco signaly
2' a 4' jsou ostré, dobfe definované multiplety, naznacujici interakci s bazedoxifenem.
Vzhledem k 3D struktufe cyklodextrinu Ize ocekdvat vznik inkluzniho komplexu, protoze 3' a
5' protony smérfuji dovnitf kavity a 6' protony jsou umistény v tésné blizkosti, zatimco 2' a 4'
protony sméruji k vnéjSimu povrchu cyclodextrinu. Pokud jde o aromatické signdly
bazedoxifenu, je vidét, Ze v pfitomnosti y-CD signdly jsou vice rozsifené ve srovnani s *H NMR
spektrem samotného bazedoxifenu.

Ve spektru 2D ROESY spektrum komplexu bazedoxifenu s y-CD. Zapis pouZiva stejné
barevné kdédovani jako dfive. Mezimolekularni interakce bazedoxifenu a y-CD jsou zd(iraznény
prerusovanymi kruhy a intramolekuldarni korelace bazedoxifenu plnymi ¢tverci.

Intermolekularni interakce byly pozorovdny mezi aromatickou oblasti bazedoxifenu a
oblasti kavity y-CD (obrazek 18, riizovy krouzek) a mezi methylovymi protony bazedoxifenu
(signal 23) a protony y-CD kavity (obrazek 18, &erny kruh). Caste¢né 2D ROESY spektrum
bazedoxifenu zndzorfujici oblast intermolekuldrnich interakci mezi oblasti kavity y-CD (f1) a
anomerni oblasti bazedoxifenu (f2) je znazornény na obrazku XXX. Pozorované cross piky
potvrzuji predpoklad ziskany z H spektra vzorku: vnitfni protony y-CD (3', 5' a 6') jsou v
prostoru blizko skupinam bazedoxinu. T¥i sady cross pikd patficich k protonu y-CD lze snadno
rozlisit podél osy f1 (obrazek 18, modré prerusované cary).

Z hlediska bazedoxifenu jsou nejvice intenzivni signaly 13, 14 a 7 s 3' protonem vy-CD.
Existuje podobna, ale mnohem slabsi skupina cross pikl mezi stejnymi signaly bazedoxifenu a
druhym vnitfnim protonem, 5'y-CD, zatimco protony 20, 13, 14 a 18 jsou v prostorové blizkosti
6' protonu y-CD na okraji kavity. Rozsifeny usek intermolekularnich korelaci detekovanych

mezi methylovou skupinou bazedoxifenu (23) a 5' a 6' protony y-CD.
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Obrazek 18 1D a 2D NMR spektra komplexu bazedoxifenu s cyklodextrinem

Podle téchto zjiSténi je bazedoxifen schopen proniknout do kavity y-CD a vytvorit

inkluzni komplex s navrZenou strukturou znazornénou na obrazku 19. Souéasna pritomnost

pricnych pikd mezi 3' a 13/14, stejné jako 6' a 13/14 naznaduje, ze se mlze vytvofit dalsi

komplex s navrienou strukturou znazornénou na obrazku 14/B, kdyz kruh B pronikne do

kavity. Abychom ziskali realisti¢téjsi obrazek o strukture inkluznich komplex(, byl k zobrazeni

navrhovanych komplex(i pouzit 3D model

BAZ (pochazejici z databdze PubChe

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Bazedoxifene)

m
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Obrazek 19 Mozné strukturni pozice bazedoxifenu v kavité cyklodextrinu

Jako modelovy pfiklad pro testovani biologické aktivity byla vybrana infekce virem
SARS-CoV-2. In vitro bylo pozorovadno na tkanovych kulturach (Vero bunky), Zze vodny roztok
bazedoxifenu (10 uM) rozpusténého pomoci cyklodextrinu, pfipraveného ze zasobniho 10 mM
roztoku (5,3 mg/ml) ma stejny Ucinek jako roztok bazedoxifenu rozpusténého pomoci DMSO
o stejné koncentraci. Bylo tedy prokdzano, zZe pritomnost cyklodextrinu neovliviiuje Ucinek
bazedoxifenu. V pfitomnosti bazedoxifenu doslo k poklesu virové RNA pod jedno procento.
CoZz znamena, Ze nami pripravena formulace bazedoxifenu je vhodna pro klinickou aplikaci,
zejména v pripadech, kdy neni moiné pouzit organicka rozpoustédla, napf. pfi inhalacni
aplikaci.

b) Studium interakce bazedoxifenu se SARS-CoV-2 proteasami

Vzhledem k slibnému potencialu tekuté formy bazedoxifenu pro |é¢bu COVID-19,
zaméfili jsme se na mozny ucinek bazedoxifenu a dalSich modulatori estrogenovych
receptorll pro virové protedzy, nezbytné pro virovou replikaci. Hodnoty vypoctenych
interakénich energii naznacuji (tabulka 5), Ze jejich afinita a tim padem inhibicni aktivita, by
mohla byt plné srovnatelnd s raloxifenem (ICso = 5,61 umol/l). [111] Model interakce estronu
a bazedexifenu s SARS-CoV-2 proteasami je znazornén na obrazku 20. Detailnéji je tato

problematika popsdna v pfiloze této prace (Abramenko 2021).

Tabulka 5 Vypoétena interakéni energie mezi SARS—CoV—2 proteasami a estrogeny nebo modulatory
estrogenovych receptori (kcal/mol)

Latka Main Proteaza Papain-Like Proteaza (Monomer) |Papain-Like Proteaza (Trimer)
Estradiol -7.14 -6.86 -7.32
Estrane -7.59 -6.28 -7.51
Estriol -7.90 -6.43 -7.82
Estrone -8.96 -6.94 -7.61
Bazedoxifene -10.13 -5.54 -7.69
Genistine -7.70 -6.07 -6.25
Raloxifene -8.61 -6.14 -7.49
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SDRS

Obrazek 20 Strukturni pozice z dokovaci studie estronu (nahofe) a bazedoxifenu (dole) pro SARS-CoV-2 main
proteaza (Mpro) (A, C) and papain-like proteaza (PLpro) trimer (B, B1, D, D1). Obrazek prevzat z literatury
[107].

7.3 SYNTETICKE CHELATORY

a) Studium komplexace iontlu pfechodnych kovi pro cileni nadorovych bunék

Prvni ¢ast nasi prace byla zaloZena na pfipraveé téchto latek a studium jejich selektivity.
Znamé strukturni motivy zahrnuji heteroaromatické skupiny [196-199], aromatické
hydroxylové skupiny [200]. Jednou z mozZnych strategii pro navrh latek, které ucinné vazou
prechodné kovy je kombinace N- anebo O- motivu, s hydrazonem. V zavislosti na cilovém kovu
a zvoleném médiu lze vazebné vlastnosti jemné doladit jejich kombinaci s jinymi vhodnymi
skupinami s vazebnou afinitou pro ionty kovd napt. hydrazony. Rada z testovanych latek
vykazala vyznamnou afinitu pro biologicky aktivniionty (napf¥. Zn?*, Fe3*, Cu?*a Al3*). [201-203]
Ziskané vysledky jsou popsany v prilohach této prace (Kaplanek 2015, Jakubek 2018, Jakubek
2019). Nékteré znich vykazaly dokonce in vitro slibnou protinddorovou aktivitu vici
nadorovym bunéénym liniim.

Pripravili jsme sérii novych derivatd kofein-hydrazonl s 2-hydroxyarylovou a 2-N-
heterocyklickou skupinou. Vychozi slouceninou byl kofein, ktery reakci s chlorem v
chloroformu poskytl 8-chlorkofein (8-chlor-1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion) v
kvantitativnim vytézku. Ten byl nasledné reakci s hydrazin hydratem v ethanolu preveden na
klicovy 8-hydrazinkofein. Reakci hydrazinového derivatu s 2-hydroxyfenyl- a 2-N-heteroaryl

karbaldehydy a methylketony byla ziskdna série 36 cilovych hydrazond (Schéma 1).
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Schéma 21 Schéma syntetické pripravy kofeinovych hydrazond.

Protinddorova aktivita pripravenych latek byla méfena na panelu 7 nadorovych
bunécénych linii a dvou bunéénych liniich odvozenych ze zdravého epitelu: CCRF-CEM (T-
lymfoblasticka leukemie), CEM-DNR (T-lymfoblasticka leukemie, daunorubicin resistantni
forma), K562 (akutni myeloidni leukemie), K562-TAX (akutni myeloidni leukemie, paclitaxel
resistentni forma), HCT116 (kolorektalni karcinom), HCT116p53-/- (kolorektalni karcinom,
p53-deficientni), A549 (plicni adenokarcinom); BJ (lidské fibroblasty) a MRC-5 (lidské plicni
fibroblasty). Vysledky ukdazaly, Ze vétSina pfipravenych cheldtor( vykazuje vyraznou aktivitu a
vysokou selektivitu vic¢i CCRF-CEM bunécné linii. Nejaktivnéjsi derivaty a jejich ICso a

selektivitni index vici dané linii/celkovy jsou uvedeny na obrazek 22.
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Obrazek 22 Srovnani kofeinovych hydrazont s vysokou aktivitou a selektivitou

Obecné jsou 2-N-heteroarylované derivaty ucinnéjsi a selektivnéjsi nez 2-
hydroxyarylované. Z vysledkd analyzy vlivu latek na bunécny cyklus bylo zjisténo, ze latky

vykazuji koncentracné zavislou inhibici DNA a RNA syntézy a indukci apoptdzy.
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b) Studium afinity prazolovych derivatl pro ionty pfechodnych kovi
Studium interakce prazolovych |éciv s ionty kovl byla provedena pomoci UV-Vis
spektroskopie, ziskané vysledky byly shrnuty do tabulky 6. Blize pouzity experimentalni pfistup

a dosazené vysledky jsou popsany v pfiloze této prace (Abramenko 2021).

Tabulka 6 Hodnoty asocia¢ni konstanty (log K) a stechiometrie komplexi piechodnych kovi ve vodném
prostiedi (H2O/DMSO, 99:1, v/v).

Lécivo Kationt | Log (K) Stechiometrie (kationt: Iécivo)

Fe® 6.7 1:1

N
G - - -
~o N L§\:/},
o— | AP 12.1 1:2

Omeprazole

H
N (o]
)F\ /@: p SR 5.0 11
F (o) N \—$\:/2 Fe3+
—0 Oo— 115 1:2
Pantoprazole
n 02 Fe3* 4.5 1:1
@/}S N=—
N L&\)}ZF AP 9.3 122
(o}
Lansoprazole Fe* 8.1 1:2

Vyse uvedena data ukazuji, Ze testovana lécCiva na bazi prazoll mohou tvofit silné
komplexy s prechodnymi kovy, zejména s ionty Fe3*. [204] PFi jeho aplikaci se doporuduje, Ze
by nemél byt uzivdn s potravinovymi dopliiky obsahujicimi kovy, jako je Zelezo. Otdzkou je,
zda mohou byt prazolova lé¢iva ovlivnény interakci s ionty kova (napf. Fe3*), a do jaké miry
tato interakce ovliviiuje terapeuticky Ucinek a potencidlni vedlejsi Ucinky. V tomto pfipadé
mulzZeme obvykle ocekavat, Ze tento jev mulZe zpUsobit nizsSi bioabsorpci Zeleza a
pravdépodobné i samotnych |éCiv. [205] Na druhé strané, pouziti inhibitor( protonové pumpy,
jako je omeprazol, pantoprazol a lansoprazol, mize vést k nizsi sekreci Zaludecni kyseliny a tim
vyrazné snizit pfijem Zeleza z potravy, nasledné zpUsobit anémii. [206]

Mimoto existuji dalsi zavazné dlavody ke studiu interakci Zeleza s inhibitory protonové
pumpy. Je dobfe zndmo, ze vyssi hladiny iontl Zeleza mohou hrat dllezitou roli v fadé
patologickych stav(, jako jsou onkologicka, metabolicka a neurodegenerativni onemocnéni.
[207-209] Nékteré z téchto patologickych stavl jsou spojeny s dlouhodobym uzivanim vyse
testovanych lékl. [155, 156] Bylo publikovano, Ze metalokomplexy, obsahujici tato |éciva,
mohou vykazovat vyrazné vyssi terapeutickou ucéinnost nez plvodni léCiva (napf. Omeprazol

v komplexu s Co?* proti H. pylori). [161] Nelze vsak vyloucit, Ze nékteré jejich vedlejsi ucinky

39



mohou byt také zplsobeny chelataci iont(i prechodnych kovU. Doplfiky Zeleza navic patti mezi
nejCastéji predepisované a pouzivané léky [210], a proto nelze vyloudit jejich interakci s
inhibitory protonové pumpy.

Na druhé strané inhibitory proteinové pumpy, jako je pantoprazol, zacaly byt v
klinickych studiich testovany jako chelatory Zeleza k cileni metabolismu Zeleza (napft. snizeni
hladiny sérového feritinu) u pacientd s talasemii. [29] Z vySe uvedeného vyplyva pocet
kontaktnich bodd mezi metabolizmem Zeleza a terapeutickymi vlastnostmi inhibitort
protonové pumpy. Nase studie ukazuje, Ze tyto léky tvofi ve vodném prostfedi komplexy
Zeleza. Predpokladalo se, Ze studovana léciva by mohla vykazovat chelata¢ni schopnosti in vivo
a tento jev by mohl ¢astecné vysvétlit nékteré jejich vedlejsi Gcinky. Nicméné pro potvrzeni

nebo vyvraceni tohoto jevu je zapotrebi fada dalSich studii. [211]

7.4 KOMPLEXACE ZELEZA V INHIBICI TET1 PROTEINU

Je zndmo, 7e funkce TET1 proteinu, je zavisld na pfitomnosti Fe?* iontu v aktivnim
centru enzymu. To implikuje, Ze blokace vhodnymi molekulami by mohla byt efektivni cesta
pro inhibici TET1 proteinu.

Kationt Fe?* s niZ$i nabojovou hustotou preferuje interakci s vazebnymi skupinami
obsahujicimi ,,mékké“ donorové atomy [212], napt. heteroaromatické [196-199] a aromatické
hydroxylové skupiny [200] Napf. Fria a kol. Uspésné testovali derivaty benzoisothiazol-1,1-
dioxidu pro chelataci Fe?*. [213] Vasta a kol. publikovali, Ze pyrimidinové derivaty vykazovaly
nejen vyznamnou inhibiéni aktivitu prolyl 4-hydroxylaz (dioxygendazy zavislé na Fe?* a a-
ketoglutardtu) prostfednictvim chelatace Fe?*. [214] Dokonce pro nékteré z nich byl nalezen
selektivni zplsob inhibice zaloZeny na tvorbé metalokomplexu s aktivnim mistem enzymu.
Dalsi daleZitou soucasti navrhu chelatoru je optimalizace jejich rozpustnosti a hydrofilnosti.
Zaclenéni strukturnich motivl Zlu¢ovych kyselin do cheldtorli mize zlepsit jejich rozpustnost
ve vodném prostiedi a jejich biologickou dostupnost [215-217] Proto jsme v této praci
studovali heterocyklické hydrazony, acyl- a aroylhydrazony obsahujici bud benzoisothiazol-
1,1-dioxidovou skupinu nebo zbytek kyseliny cholové jako novou tfidu potencialnich inhibitort

proteinu TET1. Jejich struktury jsou ukdzané na obrdzku nize.

40



H
|
—c-N
o= HO
° Chelator 1

Chelator 5
H
N, =
I N
=g—-N
o=$; HO
o
Chelator2 OH
Chelator 6
N. =
I N 1 \
o=s-N I~
[\ H
Chelator 3
H HO
N. = OH Chelator 7 0;
] N | NN -
=g-N N =
o=y -~
° Chelator 4

Obrazek 23 Struktura testovanych inhibitoru TET1 proteinu

Latky byly pripraveny nékolika krokovou syntézou. Klicovym intermediatem byly
derivaty hydrazinu — heterocyklicky hydrazin (prekurzor pro chelatory 1-4) a hydrazidové
derivaty kyseliny cholové (prekurzor pro cheldtory 5-7). Benzol[d]isothiazol-1,1-dioxid-3-
hydrazin byl pfipraven ze sacharinu jeho reakci s hydrazin hydratem. Cholylhydrazid byl
pfipraven z pfislusSného methylesteru; derivat s benzhydrazidovou skupinou byl pfipraven
z ester-amidu kyseliny cholové (schéma 2). Vlastni cheldtory (hydrazony) byly pfipraveny
reakci hydrazinového derivatu se substituovanymi 2-hydroxybenzaldehydy nebo 2-N-

sy vV

heterocyklickymi aldehydy a methylketony. Vytézky syntéz byly vysoké (Obrazek 24).
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Schéma 2 Synteticka schémata syntézy jednotlivych inhibitorti TET1 proteinu

Vysledky potvrdily vysokou afinitu testovanych cheldtorl k Fe?*. Studie jasné ukazala
vyznamnou korelaci mezi afinitou chelatoru k iontlim Zeleza (ll) (reprezentovanou vazebnou
konstantou) a inhibi¢ni aktivitou proteinu TET1 (reprezentovanou hodnotami ICsp) viz tabulka

7. Blize je dand problematika popsana v pfiloze této prace (Jakubek-2019).

Tabulka 7 Komplexace Fe?* studovanych chelatori a jejich inhibiéni aktivita pro TET1 protein

Stechiometrie
Chelat Log(K
elator og(K) (Fe?*: Inhibitor) 1Cso [uM]

P 6,8 1:1

Chelator 1 15 1 0,79
7,3 1:1

A 2 ! 1
Chelator 14 12 9,
Chelator 3 - - -
Chelator 4 - - -
Chelator 5 3,8 1:1 8,0
Chelator 6 3,3 1:1 -
Chelator 7 3,8 1:1 15
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7.5 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY Z HUB

V této casti bylo cilem pftipravit produkt pro adjuvantni terapii u onkologickych
onemocnéni na bazi pigmentd z hub Filamentous Ascomycetes z kmene Monascus purpureus.
Biologicky aktivni latky byly ziskany za wvyuZiti biotechnologickych procesli a nasledné
separace. Druhou cestou byla totdlni syntéza biologicky ucinnych latek, zejména
rubropunctatinu, monascorubrinu a jejich derivatll. Totalni syntéza nebyla dosud popsana;

bylo popsano pouze syntetické opracovani urcité ¢asti molekuly. [218]

Rubropunctatin Monascorubrin

Obrazek 24 Molekularni struktura derivatu Rubropunctatinu a Monascorubinu

Nami navrzeny postup pfipravy cilovych struktur a jejich analog je zaloZen na Cisté
chemickém (syntetickém) provedeni, odvozeném od jejich biosyntézy. Biosyntéza barviv
(pigmentt) byla zkoumana od 60. let 20. stoleti; v poslednich nékolika letech byla relativné
detailné prozkoumana a publikovdna, véetné klicovych enzymatickych reakci. [219, 220]
Klicovym intermediatem syntézy je substituovany azaphilon. Pfiprava téchto slouéenin byla
popsana. [221-223] Syntéza vychdzi z komeréné dostupného 2,4-dimethoxy-3-
methylbenzaldehydu. Ten je nejprve nitrovan pomoci dusicnanu médnatého v acetanhydridu,
kdy dojde i k ochranéni formylové skupiny ve formé diacetyl benzalu. DalSim krokem je
bromace aromatického jadra, nasledovana redukci nitroskupiny vodikem na palladiu na
aminoskupinu a ta je pres diazoniovou sul odstranéna, dojde zaroven i k odchranéni formylu.
Pomoci BBr3 jsou obé methoxyskupiny prevedeny na hydroxyskupiny. Pomoci Sonogashirova

coupling se ptipravi alkynylovany benzaldehyd (schéma 3).
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Schéma 3 Priprava 2,4-dihydroxy-3-methyl-6-(1-alkyn-1-yl)benzaldehydu

Cykloisomerace a oxidace alkynylovanych benzaldehydu vede ke
klicovym azaphilonim. Cyklizaci Ize provést pomoci octanu zlatitého v trifluoroctové kyseliné,
kdy je vznikly intermediat oxidovan 2-jodoxybenzoovou kyselinou (IBX). Tato cesta je tzv. one-
pot. Alternativni cesta je zaloZena na oxidativni dearomatizaci alkynylovaného benzaldehydu
v pfitomnosti spartein-Cu komplexu. Vznikly intermediat je nasledné cykloisomerizovan za

katalyzy jodidem médnym (schéma 4).

Bu
HO // 1DCA;Eu(|9tAc)3, TFA Bu
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20 2. + IBX; BuyNI Azaphilone
OH

(Sparteine),Cu,0,
DIPEA; DMAP gg‘MD:':EA
DCM; -10°C

0, /

o 1

O OH

Schéma 4 Schéma pfipravy azaphilonu

Nasledujici chemické syntézy jsou zalozeny na biosyntéze rubropunctatinu a
monascorubrinu; klasickou chemickou syntézou nebyly dosud popsany. Klicovy krok je
intramolekularni C5-C2’ Knoevenagelova kondenzace azaphilonu s B-ketoestery nebo jejich
derivaty. Pokusy o kondenzaci s methyl acetoacetaty nebyly Uspésné, byla ziskdna pestra smés
latek. Je tfeba dalsi optimalizace kondenzaéni reakce (jind baze/katalyzator, solvent, teploty).
Pro kondenzaci byl také pouzit dioxinon, tedy chranénd B-ketokyselina. Ten byl ptipraven
¢tyrkrokovou syntézou z pfislusné karboxylové kyseliny. Vznikala smés latek, kde majoritnim
produktem byl C3-C2 cyklizacni produkt (schéma 5). U pfipravenych derivatl je v soucasné

dobé testovana jejich biologicka aktivita.
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8. ZAVER

e V pripadé formulace bazedoxifenu byla potvrzena tvorba cyklodextrinového komplexu
a stanovena jeho struktura fadou pokrocilych analytickych metod, zejména
rentgenovou difrakci a diferencidlni skenovaci kalorimetrii a pokrocilou NMR
spektroskopii. Aplikace y-cyclodextrinového excipientu vedla ke zvySeni rozpustnosti
bazedoxifenu ve vodném prostfedi o nékolik fadd. Na modelu VERO bunék byl
pozorovan klinicky aplikovatelny efekt proti SARS-CoV-2. V soucasnosti je
cyklodextrinova formulace bazedoxifenu testovana v klinickych studiich. Vedle tohoto
efektu vypocetni studie ukdzaly, Ze bazedoxifen spolu s dalSimi estrogenovymi
moduldtory mohl byt potentni inhibitor SARS-CoV-2 proteaz.

e Testy pripravenych formulaci kurkuminového extraktu ukazaly vyrazné zvyseni
rozpustnosti ve vodnych systémech a radové zvyseni biodostupnosti. V soucasnosti je
jiz dana formulace komeréné dostupna aplikace (NeoCurcumin®).

e Byly pfipraveny série cheldtorll nékolika strukturnich motivd (napf. kofeinové
hydrazony) s prokazanou afinitou pro biologicky vyznamné prechodné kovy. Pro
vybrané strukturni motivy byl stanoven vztah mezi jejich strukturnim motivem a
biologickou aktivitou. Vétsi cytotoxicita a selektivita pro nadorové bunééné linie byla
pozorovdana pro 2-N-heteroarylované derivaty.

e Studium afinity prazolovych IéCiv pro ionty prechodnych kovl ve vodném prostredi
ukazalo, Ze vSechna testovana Ié¢iva maji silnou afinitu pro hlinité ionty a ionty Zeleza.

e Bylo prokdazano, Ze derivaty arylhydrazinond reprezentuji slibny strukturni motiv pro
pfipravu inhibitor( TET1 proteinu. Byla pozorovana pozitivni korelace mezi inhibi¢ni
aktivitou testovanych chelatorl a jejich afinitou pro Zeleznaté ionty.

e V pripadé statind byl vypracovan synteticky protokol pro jejich pfipravu a modifikaci.
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10. PREHLED ZKRATEK

5-cAC 5-karboxylcytosin

5-fC 5-formylcytosin

5-hmC 5-hydroxymethylcytosin

5-mC 5-methylcytosin

A549 bunééna linie plicniho adenokarcinomu
ADMET absorpce, distribuce, metabolismus, vylu¢ovani a toxikologie
AMPK AMP-aktivovana protein kindza

Akt proteinkinaza B

BDMC bisdemethoxykurkumin

Bcl-2, B cell lymphoma 2

Bcl-xL, B-cell ymphoma-extra large

BJ bunécéna linie lidskych fibroblastl

CCRF-CEM bunécéna linie T-lymfoblasticka leukemie
CEM-DNR bunécna linie T-lymfoblasticka leukemie, daunorubicin resistentni forma
cFLIP cellular FLICE-like inhibitory protein

c-lIAP1 cellular inhibitor of apoptosis protein 1
CHs3CN acetonitril

CTC cirkulujicich nadorovych bunék

DSC diferencni skenovaci kalorimetrie

DMC demethoxykurkumin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNMT DNA metyltransferaza

EGF epidermalni rGstovy faktor

EGFR receptoru epidermalniho ristového faktoru
ERK2 extraceluldarnim signalem regulovana kindza 2
HCT116 bunécna linie kolorektalniho karcinomu
HCT116p53-/- | p53-deficientni bunécna linie kolorektalniho karcinomu
HMGCR HMG-CoA reduktaza

IL-6 interleukin 6

IL-6R IL-6 receptor

IL-8 interleukin 8

JAK Janusova kinaza

JNK c-Jun N-terminalni kindza

K562 bunécna linie akutni myeloidni leukemie
PI3K fosfatidylinositol-3-kindza

PXRD praskova rentgenova difrakéni analyza

PGE2 prostaglandin E2

MRC-5 bunécéna linie lidskych plicnich fibroblast(
NMR Nukledrni magnetickd rezonance

NSCLC Nemalobunécény karcinom plic,

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein

STAT3 signalni transduktor a aktivator transkripce 3
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TET1 protein

Tet metylcytosin dioxygenaza 1

TGF-B transformujici rastovy faktor beta
TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

TrxR1 thioredoxin reduktaza 1

UV-Vis ultrafialova-viditelnda spektroskopie
VEGF vaskularni endotelovy rastovy faktor
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