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PGl, prostacyklin
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RF revmatoidni faktor
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TNF-a tumor nekrotizujici faktor

TX tromboxany

TXA; tromboxan A,

uc ulcerativni kolitida

VCAM-1 vaskularni bunééna adhezni molekula 1
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1 Uvod

1.1 Uloha leukotrient v zénétlivém procesu

RUzné produkty odvozené z metabolismu arachidonové kyseliny nejsou
biochemicky nebo strukturalné pfibuzné klasickym glykoproteinovym cytokinim,
které jsou produkovany bunkami imunitniho systému. Nicméné obé& skupiny sdileji
dulezité imunoregulatorni a prozanétlivé vlastnosti a spole¢né se podili na stfevni
zanétlivé reakci u ulcerativni kolitidy (UC — ulcerative colitis) a Crohnovy choroby (CD
— Crohn’s disease). A tak metabolity arachidonové kyseliny hraji dulezitou roli uzce
souvisejici s patogenezi idiopatickych stfevnich zanétl (IBD — inflammatory bowel
disease)".

Arachidonova kyselina je 20-uhlikatd nenasycena mastna kyselina se Ctyfmi
dvojnymi vazbami a je béznou soucasti fosfolipidd v bunééné membrané. Jako
odpovéd na urCity stimul se volna arachidonova kyselina odstépi z bunécné
membrany pusobenim enzymU fosfolipaz. VétSina bunéfnych déju, které konci
uvolnénim arachidonové Kkyseliny, za€ind navazanim ligandd na receptory
plazmatické membrany. Vazba ligandu na receptor vede ke G-proteinem
zprostfedkované signalni transdukci s mobilizaci vapniku a aktivaci fosfolipazy?.
Prvotni cestou uvolnéni kyseliny arachidonové je aktivace fosfolipazy A, (PLA)),
ktera umi Stépit mastné kyseliny z sn-2 pozice mnoha fosfolipidd. Je mnoho
fosfolipaz A,, kazda specificka pro rizné substraty. Existuje tedy i jedna cytosolicka
PLA,, ktera je selektivni pro fosfolipidy obsahujici arachidonat®. Alternativni cesta pro
uvolnéni  kyseliny arachidonové vyuziva fosfolipazu C, ktera odstépi
z membranového fosfolipidu diacylglycerol, z néjz je arachidonat uvolnén plsobenim
diacylglycerol lipazy. Produkty metabolismu kyseliny arachidonové se obecné
nazyvaji eikosanoidy.

Ikosanoidy se hojné vyskytuji v lidském stfeve. Mezi jejich biologické ucinky
patfi vedle regulace stfevni pasaze, transportu iontd a prutoku krve mukozou i tieni
zanétlivé odpovédi pfi ruznych chorobnych stavech. Vyraz ,eikosanoid ma svuj
puvod v feckém slové eicosa, znamenajici dvacet, a zahrnuje mnozstvi produktd,
které vznikaji rozpadem membranového fosfolipidu na arachidonovou kyselinu a

naslednou produkci bioaktivnich latek*>®’. Mezi ty nejduleZit&j$i patfi prostaglandiny
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(PG), tromboxany (TX) a leukotrieny (LT). VSechny vySe jmenované lipidické
mediatory pusobi pres specifické plasmatické membranové receptory. Teoreticky se
muze ucCinek konkrétniho eikosanoidu lisit pro rizné buriky v zavislosti na aktivaci
pritomného receptoru a pouzité signalni transdukéni cesty4’7.

Jakmile je arachidonova kyselina uvolnéna z bunéné membrany, muze byt
metabolizovana cyklooxygenazovou metabolickou cestou a nebo jednou z nékolika
lipoxygenazovych metabolickych cest® jak je vidét na obrazku 1°. Produkce
eikosanoidu se liSi jak u jednotlivych typu bunék, tak také napfiklad i mezi
epitelialnimi a sub-epitelialnimi vrstvami stfeva. Zatimco témér vétSina savCich bunék
obsahuje enzym cyklooxygenazu, relativné malo bunék obsahuje enzym 5-
lipoxygenazu®®. Mezi jednotlivymi typy bunék existuje znaéné mnozstvi variant jakou
metabolickou cestou bude arachidonova kyselina transformovana, ale urCité buriky

jsou v tomto sméru relativné selektivni jak je vidét v pfilozené tabulce 1.

Tabulka 1. Bunécné zdroje lipidickych mediatord zanétu

Produkty Produkty
cyklooxygenazy lipoxygenazy PAF
PGE, | Prostacyklin | Tromboxan LTB, LTC,/LTD,

Krevni desticky + - + - - -
Neutrofily - - + _ +
Makrofagy + + + + + +
Zirné bunky - - + + +
Eosinofily + - - - + +
Endotelialni bunky + + - - - -

Epitelialni bunky + + + - - -

Oxidace arachidonové kyseliny cyklooxygenazou nejprve vede Kk tvorbé
nestalych endoperoxidi PGG, a PGH,. Tyto meziprodukty mohou byt posléze
metabolizovany na prostaglandiny (PGD,, PGE, a PGF,a) a nebo stejné tak na
tromboxan A, (TXA,) a prostacyklin (PGl,). Cyklooxygenaza je inhibovana aspirinem
a ostatnimi nesteroidnimi antiflogistiky (NSAID — nonsteroidal anti-inflammatory

drugs). Ruzné typy bunék tvofi rldzné arachidonat metabolizujici enzymy, coz
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Obrazek 1. Oxidativni metabolicka cesta tvorby leukotrien

Bunéény membranovy fosfolipid

fosfolipaza A,,
fosfolipaza C

O

- . OH
ostatni lipoxygenazy

/ — — cyklooxygenazy
ostatni HETE Arachidonova kyselina Prostaglandiny

a diHETE Thromboxany
r
5-HPETE 5-HETE
-
o)
1 \/\)J\
22— OH
LTA, hydrolaza LTA, LTC, syntaza

LTD,
dipeptidaza




Disertaé&ni prace Uvod

v dusledku vede k riznym kombinacim metabolitli. Jak jiz bylo fe¢eno dfive v§echny
savCi buniky obsahuji cyklooxygenazu, ale tvorba specifickych cyklooxygenazovych
produktl vyzaduje pfitomnost a uc€ast dalSich enzymu. V nékterych burikach, jako
jsou napfiklad bunky cévniho epitelu, je dominantnim produktem cyklooxygenazy
prostacyklin, zatimco u ostatnich bunék, jako jsou napfiklad krevni destiCky, je
hlavnim produktem TXA,. Tromboxan syntdaza metabolizuje PGH, na TXA, a
prostacyklin syntaza metabolizuje PGH; na PGl,. Tromboxan A; je biologicky aktivni,
ale je rychle a neenzymaticky degradovan na tromboxan B,, ktery je biologicky
neaktivni. Stejné tak je biologicky aktivni prostacyklin rychle a neenzymaticky
degradovan na 6-keto PGFy,. Prostaglandin syntazy D, E a F pfeménuji pfislusné
PGH, na PGD,, PGE; a PGF,.

Arachidonova kyselina muze byt taktéZz metabolizovana jednou ze ffi
lipoxygenazovych metabolickych cest, které jsou tak nazvany pro jejich schopnost
zanést molekularni kyslik na urgity uhlik arachidonové kyseliny'’. Jeden ze ffi
enzymU této metabolické cesty, 5-lipoxygenaza, je opravdu mnohem méné rozsifeny
nez cyklooxygenaza a objevuje se primarné u bunék pochazejicich z kostni dfené.
Patii sem tedy neutrofily, eosinofily, monocyty, makrofagy a zirné buriky*®. U téchto
typl bun&k se buné&éna specifita projevuje tvorbou leukotrienti®. V 5-lipoxygenazové
vétvi, stejné jako v cyklooxygenazové, jsou pro produkci specifickych metabolitt
vyzadovany dal$i enzymy. 5-lipoxygenaza spousti pfipravu leukotrient™® tvorbou
hydroperoxymastné kyseliny (5-HPETE) a poté dal§iho meziproduktu LTA,X®. LTA
hydroldza metabolizuje LTA; na LTB4; v neurofilech, makrofazich’® a Zirnych
burikach, v eosinofilech neni pfitomna'®. Alternativné mize byt LTA; metabolizovan
glutathion transferazou na peptidoleukotrieny LTC,4, LTD,; a LTE4 které jsou
syntetizovany Zirnymi burikami, eosinofily a makrofagy’®, naopak v neutrofilech se
nevyskytuji '®. Substance LTD4 a LTE, maji extrémné kratkou Zivotnost in vivo a tak
napfiklad pro méfeni jejich hladin v organismu se pouziva stanoveni urinarnich
hladin jejich metabolitd®’.

Biologicky ucinek produkti cyklooxygenazy a leukotrienl je zprostfedkovan
pomoci specifickych receptorl. RozSifeni téchto receptorl je predzvésti biologické
odpovédi na pusobeni konkrétniho agens. Ze skupiny prostaglandint ma nejvétsi vliv
na stfevni trakt PGE,, ktery ma mnozstvi biologickych uc€inku, které mohou byt

dilezité v patofyziologii IBD. Efekt PGE, na stfevni hladkou svalovinu (kontrakce
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longitudinalniho hladkého svalstva a relaxace cirkularniho svalstva) mize pfispét
k patofyziologii diarei a kfeCi bficha. PGE,, zvlasté v kombinaci s jinymi zanétlivymi
agens jako je napfiklad LTB4, zvySuje cévni propustnost a pravdépodobné pfispiva
k prohloubeni tkarovych otokl(, které jsou vyznamnymi histologickymi a
endoskopickymi projevy zanétu v IBD*®.

Jiz od objevu leukotrientl v roce 1978 se ukazuje, Ze zvys$uiji migraci neutrofil(,
agregaci neutrofil a monocytl, adhezi leukocytll na endotelialni bufky, uvolfovani

7,20

lysozomalnich enzym( a produkci superoxidu Zaroven zvySuji kapilarni

propustnost, kontrakce hladkého svalu a sekreci iontll a hlenu v mukéze %%,
Leukotrieny jsou povazovany za silné mediatory zanétlivych a alergickych reakci a
jsou lokalné uvoliovany leukocyty a jinymi 5-lipoxygenazu produkujicimi burikami.
Tyto prozanétlivé mediatory uplatniuji svlj u€inek vazbou na specifické membranové
receptory a jak bylo prokazano nedavno i na nuklearnim PPARa receptoru (PPARa -
proliferator-activated receptor-a). Napfiklad LTB,4 je povazovan za endogenni ligand
pro PPARa?. Biologické Uginky LTB. jsou omezeny primarné na leukocyty a cévni
endotelium. LTB, je silny neutrofilni chemoatraktant, ktery interaguje se specifickymi
recepty na buné&dné sténé neutrofili®®. Podili se na aktivaci neutrofilli jak bylo
prokazano produkci reaktivnich kyslikatych slouc¢enin a uvolnénim proteaz ze
sekrecnich granuli. Stale neexistuje dukaz pro pfimy ucinek LTB4 na epitelialni bunky
a neni dosud ani zadny dlikaz existence pfislusnych receptorld na epitelialnich
burikach.

Patofyziologicka role peptidoleukotrienl je nejlépe prozkoumana u astmatu, kde
jsou  silnymi  mediatory  bronchokonstrikce. V gastrointestinalnim  traktu
peptidoleukotrieny zpUsobuji kontrakci stfevni hladké svaloviny. Mohou také
stimulovat poharkové bunky a vyvolat tak sekreci hlenu ve stfevé.

Schopnost leukotrientl ucastnit se mechanismu fady patologickych procesl a
jejich opakované nalezy v mistech s probihajicimi zanétlivymi reakcemi, silné
naznacuiji jejich potencialni dilezitou roli mediatort spektra zanétlivych a imunitnich
nemoci?*. Prozanétlivy profil leukotrienti vyvolal predstavu, Ze inhibitory biosyntézy
leukotrienll a antagonisté na LT receptorech mohou mit terapeuticky potencial
v mnoha rQiznych zanétlivych chorobach?. Unikatni role enzymu 5-lipoxygenazy
v produkci leukotrienl a identifikace a nalez leukotrienl v mistech zanétlivych

procesu vyustil ve vyvoj mnoha anti-leukotrienovych substanci vhodnych pro IéCbu
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zanétlivych stavl u nemoci jako astma, revmatoidni artritida, mnohé typy
sklerotickych stav(l, uveitida, dna, psoridza, alergicka ryma a IBD ?*, tedy nemoci u
nichz zanétlivy proces hraje vyznamnou roli. Dosavadni klinické studie prokazaly
terapeutické moznosti antileukotrienové |éCby astmatu, zatimco vyuziti inhibitord
biosyntézy leukotrienl, popf. antagonistl LT receptort v Ié€bé IBD byla bud méné
uspésna nebo vyzaduje dalsi vyvoj.

Existuji dukazy pro tvrzeni, Ze leukotrieny mohou pusobit jako mediatory i u
jinych zanétlivych chorob, jako je revmatoidni artritida®®, psoriaza®’ a ulcerativni
kolitida®®. Seznam chorob, ve kterych hraji produkty 5-lipoxygenazy néjakou roli,

muzete nalézt v tabulce 2.

Tab. 2. Lokalizace a role produkt(l 5-lipoxygenazy v nékterych chorobach

Choroba Lokalizace a role
Astma Bronchokonstrikce vyvolana L'[I?4 ’ -
LTC, LTD,, LTE, a 20-OH LTB, ve sputu, moci a séru astmatikl
Psoriaza Proliferativni efekt na ke.ravtinocyty. o o
LTB,, LTC, a LTD, nalezeny v tekutiné z psoriatickych lézi
Alergicka ryma LTC,, LTD, a LTE, nalezeny v hlenech i slzach
Revmatoidni artritida LTB, nalezen ve fluidni tekutiné
IBD LTB4 nalezen v rektalnim sekretu a v biopsii mukdzy
Syndrom respiracni tisné LTC4 nalezen v bronchialni sekretu
Dna LTB4 nalezen v synovialni tekutiné

1.1.1 Uloha leukotrient v astmatu

Obstrukce dychacich cest je pfi astmatu zplsobena kombinaci faktorl
zahrnujicich spasmus hladkého svalstva dychacich cest, edém sliznic dychacich
cest, zvySenou sekreci hlenu, bunéénou, specialné eozinofilni infiltraci stény bronchu
a deskvamaci bronchialniho epitelu. Dfive se pozornost soustfedila na
bronchospasmus zpUsobeny kontrakci hladkého svalstva jako hlavniho prvku

bronchialni obstrukce. V souCasné dobé je zfejmé, Ze astma, zejména jeho
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chronickd forma, je ve skuteCnosti zanétlivda choroba dychacich cest.
Bronchoalveolarni lavaz (BAL) a bioptické studie pacientd s mirnym astmatem
ukazuji pfitomnost zanétlivych infiltratd tvofenych eozinofily a lymfocyty a také
odloupanymi epitelialnimi bunkami. Typické je, ze vSichni astmatici s aktivni
chorobou maiji konstrik€ni hyperreakci bronchl na nejriznéjSi podnéty. Stupen
hyperreaktivity zavisi na rozsahu zanétu. Oboje uzce koreluje se zavaznosti choroby
a potfebou lékl. Vyzkum patofyziologie astmatu se v poslednich desetiletich
sousttedil na zanétlivé buriky a jejich mediatory®®.

Astma je tedy chronicky zanétlivy stav postihujici dychaci cesty, ktery zahrnuje
produkci a aktivitu zanétlivych bunék (napf. zirné bunky, eosinofily, T lymfocyty,
makrofagy, neutrofily a epiteliaini buriky) a nékolika chemickych mediator(i. Zirné
bunky se jevi jako dulezité pro akutni bronchokonstrikéni reakci na inhalované
alergeny a pravdépodobné i na télesnou namahu, ale jejich role v patogenezi
chronického zanétu je méné vyznamna nez jinych bunék specialné eozinofill, které
obsahuji proteiny schopné poskodit epitel dychacich cest. Poget eozinofill v periferni
krvi a tekutiné BAL uzce koreluje se stupném bronchialni hyperreakce. Makrofagy,
lymfocyty a jejich sekre¢ni produkty pomahaji udrzet zanét dychacich cest. Role
neutrofilll neni jasna?®. Cetné mediatory zanétu zjiténé v sekretu z dychacich cest
pacientt s astmatem  pfispivaji  k bronchokonstrikci, sekreci hlenu a
mikrovaskulatornimu prosakovani. Konstantni slozky zanétlivé reakce vedou pozdéji
k podslizni€nimu edému, zvySeni rezistence dychacich cest a pfispivaji k bronchialni
hyperreaktivité. Mediatory zanétu jsou uvolfovany nebo tvofeny jako dusledek
alergické reakce v plicich, patfi k nim histamin, leukotrieny a prostaglandiny (oba
mohou prfechodné zvySovat hyperreakci bronchu), pravdépodobné velmi dullezity
faktor aktivujici desticky (PAF) a bradykinin®. PAF, substance odvozena od lipidd,
muze po inhalaci zpUsobit dlouhotrvajici stav bronchialni hyperreaktivity (az do 4
tydntl) i u jedinct bez astmatu %°.

Dukazy o tom, Ze leukotrieny hraji jistou roli v astmatu byly podporeny dalSimi
pozorovanimi. Nizké koncentrace (pmol) 6-peptidopeptidovych leukotrient zpUsobuji
kontrakce isolovanych hladkych svalovych preparatt ze zvitat i lidi***2. Aerolizovany
LTD,4 je mnohem ucinnéjSi nez histamin pfi spousténi bronchokonstrikce u zdravych i
astmatem postizenych pacient(®®. Soudasn& s uginky na hladky sval bylo u

leukotrienl prokazano zvySovani produkce hlenu a zeslabeni ciliarni funkce, coz
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mlZe pfispivat k ucpavani dychacich cest astmatikil hlenem3*. Prozanétlivy uginek
leukotrientl na mikrovaskulaturu® a zanétlivé buriky® je dobfe popsan a mize tak
vysvétlit roli téchto substanci u edému dychacich cest. Leukotrieny byly nalezeny ve
sputu u astmatikia®® a koneéné&, byly pozorovany zvy$ené koncentrace leukotrient
v krvi u déti prodélavajicich akutni astmaticky zachvat®’.,

Bunky zanétu, mediatory uvolnéné z téchto bunék nebo syntetizované v jinych
burikach, a biologicky aktivni molekuly uvolfiované ze senzorickych nervl maji vliv
na bronchy a jejich mikrovaskulaturu a pfispivaji ke specialnimu obrazu zanétu

dychacich cest, ktery je pro astma charakteristicky *°.

1.1.2 Uloha leukotrienti v revmatoidni artritidé

Etiologie revmatoidni artritidy (RA) je neznama. Imunologické zmény mohou byt
zahajeny vlivem raznych Ciniteld. Je postizeno asi 1 % populace. V chronicky
postizenych kloubech vytvafi synovialni membrana, ktera je za normalnich okolnosti
jemna, mnoho viléznich fas a jeji tloustka se zvétSuje v dusledku rostouciho poctu a
velikosti bunék synovialni vystelky a osidleni lymfocyty a plazmatocyty. Buriky
vystelky tvofi rGzné latky, napf. kolagenazu, interleukin-1 a prostaglandiny.
Kolonizujici buriky, puvodné umisténé perivenularné a pozdéji vytvarejici lymfoidni
uzliky se zarodenymi centry, syntetizuji interleukin-2, rdzné kininy, revmatoidni
faktor (RF) a dal8i imunoglobuliny. Dochazi k ukladani fibrinu, fiboréze a nekrézam.
Tyto nalezy jsou sice typicke, ne vSak diagnostické. Hyperplasticka synovialni tkan
(pannus) muze erodovat chrupavku, subchondralni kost, kloubni pouzdro a vazy.
Polymorfonuklearni leukocyty jsou v synovii jen nenapadné, zato v synovialni
tekutiné Sasto prevladaji®®.

V postizenych kloubech se ukladaji imunitni komplexy vyvolavajici zanétlivou
odpovéd, ktera je zesilovana eikosanoidy a PAF. Hlavnimi eikosanoidy vytvarenymi
v polymorfonuklearech jsou leukotrieny, zejména LTB,%, které usnadriuji proliferaci T
bunék a plsobi jako chemoatraktanty. Makrofagy jsou zodpovédné za syntézu vétsi
Casti eikosanoidi a PAF. U lidi makrofagy syntetizuji kromé& velkych mnozZstvi
leukotrienll jeSté TXA, a PGE,. PGE; byl u artritidy oznaen za mediator zanétu.
Tato teorie ovSem nevysvétluje dobfe prokazané inhibi¢ni ucinky PGE, na burnkami

zprostfedkované imunitni reakce, a proto se nyni povazuje toto tvrzeni za
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spekulativni. Jina teorie naznacuje, Ze nepochybné prospésné ucinky nesteroidnich
antiflogistik u revmatoidni artritidy jsou zpUsobeny jinym mechanismem, napfiklad
potlaCenim tvorby volnych radikall. To, Ze kortikosteroidy jsou pfi [€Cbé revmatoidni
artritidy u€innéjsi nez nesteroidni antiflogistika, muze byt ¢astecné vysvétleno tim, ze

inhibuji i tvorbu leukotrien(l, ktera nesteroidnimi antiflogistiky neni ovlivnéna viibec™®.

1.1.3 Uloha leukotrient v psoriaze

Psoriaza je bézna recidivujici choroba, charakterizovana suchymi, ostfe
ohrani¢enymi, stfibfitymi papulami a plakami rozdilné velikosti. Typicky je priubéh ve
formé chronickych remisi a recidiv (nebo nékdy i akutnich exacerbaci), jejichz
frekvence i trvani se méni. Faktory vyvolavajici psoriatické erupce jsou napf. lokalni
trauma, nékdy pfiliSna insolace, podrazdéni, lokalné podané Iéky, antimalaricka
terapie chlorochinem, lithium, B-blokatory, interferon-a &i odnéti celkové podavanych
kortikosteroidl. Psoriaza typicky postihuje vlasatou ¢ast hlavy, extenzorové plochy
koncetin (pfedevS§im na loktech a kolenou), zada a hyzdé. Psoriaticka artritida se
Casto silné podoba revmatické artritidé a muze byt stejné zneschopriujici,
v pacientové séru vSak neni pfitomen revmatoidni faktor.

U koznich nemoci, jako je psoriaza, byla popsana pfitomnost zvySenych hladin
LTB, a 6-peptidoleukotrienti v lezich, coz naznaduje, Zze tyto substance mohou
zodpovidat za zmény permeability, influxu neutrofill a tvorby Monroeova abscesu
nalezenych u postizenych pacientt*®. Dale bylo zjisténo, Ze leukotrieny spoleéné
s prostaglandiny vyvolavaji proliferaci keratinocytti*!. Pokud byly leukotrieny vioZeny
do kuze, byly pozorovany nékteré patofyziologické zmény obvykle viditelné u zanétu

kaze*?.

1.1.4 Uloha leukotrient u idiopatickych zanéta strev

Primarni formy idiopatického intestinalniho zanétu, ulcerativni kolitida a
Crohnova choroba jsou spole¢né nazyvany IBD, coz je chronicky recidivujici zanét
stfeva vyrazné zhorSujici morbiditu. Etiologie této skupiny onemocnéni je neznama.
Extenzivné se studovaly imunologické faktory, studie moznych infekénich agens
zahrnuly nejriznéjsi stfevni bakterie, viry a chlamydie a pozornost se jednu dobu

obratila i k mykobakteriim. Uvazovalo se i o dietnich faktorech v€etné chemikalii a
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bezvlakninovych diet, konzumovanych v modernich rozvinutych spole¢nostech.
Zadna ztéchto hypotéz se nepotvrdila*®, a tak se vposledni dobé& jako
nejpravdépodobnéjSi jevi, Zze se jedna o prehnanou reakci imunitni odpovédi na
antigeny (produkty bakterii) normalné pfitomné ve stfevnim lumen. Leukotrieny hraji
vyznamnou roli v IBD kvuli vlastni schopnosti zesilit zanétlivou reakci, ktera muze
zpuisobit rozsahlé poskozeni tkani pozorované u pacientt s IBD®”.

Dukazy o vlivu leukotriend na patogenezi IBD pochazi ze dvou zdroju. Prvni
dlikaz spogiva v nalezu téchto mediatord ve stfevé béhem akutniho ataku nemoci** a
jejich pfitomnost mize zodpovidat za hromadéni velkého mnozZstvi neutrofild
nalezenych v postizené mukoze. Druha linie dikazl pochazi z publikované aktivity
latek, které ovliviiuji hladiny leukotrientl u probihajici choroby®.

Vztah mezi eikosanoidy a IBD se poprvé ukazal pfi objeveni vysokych hladin
prostaglandini PGE; a PGFyq, stejné jako zvySené aktivity PG syntazy u pacientd
s aktivni ulcerativni kolitidou*® nebo Crohnovou chorobou, jejichz syntéza byla
tlumena pouzivanim sulfasalazinu*’. Postupné se prokazalo, Ze také tromboxany,
PGl, a LTB, jsou ve vétSi mife pfitomny u pacientd s ulcerativni kolitidou i

Crohnovou chorobou®®#°,

Profil pfitomnych eikosanoidi se [iSi pro kazdy typ
stfevniho zanétu, ackoli hladiny vSech byly jednotné zvySeny pfi zanétu v porovnani
s hladinami v normalni zdravé mukdéze. Také se ukazalo, Ze koncentrace PGE,,
TXB; a LTB4 jsou vyrazné vysSi u ulcerativni kolitidy nez pfi Crohnové chorobé a
kolitidé navozené bakterii Clostridium difficile°.

Prestoze IBD je spojovana s narlstem tvorby eikosanoidl v cilové zanicené
tkani, zda se, Ze inhibitory cyklooxygenazy IBD zhorsuji, vyvolavaji relaps choroby a
navic mohou zpUsobit ulcerativni onemocnéni tlustého stfeva nerozeznatelné od

ulcerativni kolitidy "%

. Vysvétleni tohoto jevu nebylo dlouho jasné. Nakonec
probéhly studie sledujici jak inhibici 5-lipoxygenazové vétve 5-aminosalicylovou
kyselinou, tak také vyrazné zvySenou produkci LTB, vIBD. Malé studie
s indometacinem podavanym peroralné i rektalné jasné ukazaly Zadny ucinek tohoto
NSAID na UC. Naopak byla nalezena jista tendence spiSe potiZze zhorSovat, pfestoze
byly hladiny PG vyznamné snizeny®. Interakce mezi makrofagy a leukocyty je
dllezitou soucasti regulace imunitni odpovédi. Na nékolika systémech bylo
prokazano, ze lymfocyty produkuji lymfokiny, které aktivuji produkci PG makrofagy a

naopak, ze PG vyprodukované makrofagy slouzi jako regulaéni prvek, ktery brzdi
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funkce lymfocytu. A tak se mlze zdat, Zze v IBD PG syntetizované makrofagy mohou
byt dalezité pro tlumeni zanétlivé odpovédi. Inhibice produkce PG NSAID muze
blokovat tento dulezity regulatorni krok a vysledkem je zvySena nebo prodlouzena
zanétliva aktivita.

U pacientd s aktivni formou IBD se ukazalo, Ze tlusté stfevo produkuje
leukotrieny in vivo, coz bylo odhadnuto diky sledovani rovnovahy intermediatu
rektalni dialyzou a nakonec potvrzeno nalezenim pozitivni korelace meazi
koncentracemi LTB, a aktivitou choroby pomoci klinického, histologického a
endoskopického vySetfeni®*>3. Navic bylo zjisténo, Ze soudasné terapie ulcerativni
kolitidy vyuZivajici pouzivani glukokortikoidd a 5-ASA, prokazatelné tlumi syntézu
LTB,>%°*°° Stale neni jasné, zda zvysené hladiny leukotrientl jsou primarnim jevem
nebo jsou vysledkem syntézy v nahromadénych neutrofilech. Mnohé studie
naznacuji, ze LTB4 zodpovida za vétSinu chemoatraktivnich stimult zpuUsobujicich
pokraCovani infiltrace neutrofill, ktera byla pozorovana u pacientd s relapsujici

chorobou®.

1.1.4.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba jinak téz nazyvana regionalni enteritida, granulomatdzni
ileitida nebo ileokolitida je nespecifické chronické transmuralni zanétlivé
onemocnéni, nejCastéji postihujici distalni ileum a tracnik, které se vSak muze také
objevit v kterékoli jiné Casti gastrointestinalniho systému od Ust az po anus a
perianalni oblast.

NejcastéjSi makroskopické leze u Crohnovy choroby predstavuji drobné
,aftoidni® slizni¢ni ulcerace, pod nimiz lezi uzlicky lymfoidni tkané. Nékdy tyto zmény
ustoupi, jindy zanétlivy pochod progreduje, az prostoupi vSechny vrstvy stfevni
stény, ktera znacné zesili. Zmény jsou nejvyraznéjsi v submukéze, kde se zpocCatku
vyvine lymfedém s lymfocytovou infiltraci, pozdéji extenzivni fibréza. Na sliznici se
rozvinou ulcerace nepravidelného tvaru a kombinace podélnych a pfi¢nych vied(
s pronikajicim sliznicnim edémem cCasto vytvari charakteristicky vzhled ,dlazdéni
kocCi¢imi hlavami®. Transmuralni zanét, hluboké ulcerace, edém a fibr6za vyvolavaji
obstrukci, hluboké pruhy zahyb( a pistéle nebo dokonce mezenterické abscesy,

které predstavuji pro pacienta znaCnou komplikaci. Pouze ileum samotné je



Disertaé&ni prace Uvod

postizeno v 35 % pripadl (ileitida), ileum a traénik spole¢né, s predilekci pravé
strany tlustého stfeva, jsou postizeny asi ve 45 % (ileokolitida) a tlusté stfevo samo
asi ve 20 % (granulomatozni kolitida). ObCas je zasaZeno celé tenké stfevo

(jejunoileitida) a vzacné také Zaludek, duodenum nebo jicen®.

1.1.4.2 Ulcerativni kolitida

Ulcerativni kolitida je nespecifické zanétlivé a ulcerézni onemocnéni,
vychazejici ze sliznice tlustého stfeva a nejCastéji charakterizované krvavymi prijmy.
Nazev ,kolitida“ se mUzZe pouzit jenom pro zanétlivé onemocnéni tlustého stfeva
(napf.ulcerdzni, granulomatézni, ischemicka, zanétlivé zmény pfi bacilarni nebo
amébové dyzentérii).

Onemocnéni obvykle zacina v rektosigmoidalni oblasti a muize se Sifit
proximalné, az nékdy postihne cely tracnik, anebo se vyvine v celém tlustém strevé
najednou. Ulcerozni proktitida, velmi Casta, benigné&jSi a ohranifena, ale casto
refrakterni forma tohoto onemocnéni, obvykle zustava lokalizovana na rektum, ale i
ona se pozdéji muze rozsifit. Patologické zmeény zacinaji degeneraci vazivovych
vlaken na hranici sliznicniho epitelu, okluzi subepitelialnich kapilar a progresivni
infiltraci lamina propria mucosae plazmatocyty, eozinofily, lymfocyty, Zirnymi burikami
a polymorfonukleary. Nakonec se vyvijeji abscesy v kryptach, epitelialni nekrézy a

slizniéni viedy **.

1.2 Terapeutické moznosti antileukotrienik

Leukotrieny jsou syntetizovany z arachidonové kyseliny, ktera se uvolfiuje
z fosfolipidové Casti bunécné stény pusobenim fosfolipaz. Prvnim krokem na cesté
vedouci k biosyntéze leukotrienu je zavedeni molekularniho kysliku enzymem 5-
lipoxygenazou nasledované dehydrataci na LTA4®. V tomto moment& miize byt LTA,
metabolizovana dvéma cestami. Jedna cesta vede kbiosyntéze LTB,
stereoselektivni adici vody pomoci enzymu LTA, hydrolazy (LTB, syntazy)®’. Druha
cesta vede k 6-peptidoleukotrienim pomoci adice glutathionu enzymem LTC,
syntetazou. DalSi adice gama-glutamyl transpeptidazou vede k LTD4 a odstranénim

terminalniho glycinu dipeptidazou k LTE4.
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Pro omezeni patologickych zmén zpusobenych leukotrieny byly vyuzity dva
postupy bud samostatné nebo spole¢né. Jeden postup spociva v antagonistickém
pusobeni na receptorech, které jsou specifické pro urcity leukotrien. Vyhodou tohoto
postupu je specifita, resp. ne vSechny leukotrieny budou takto postiZzeny a ovlivnény.
Druha mozZnost se snazi zaméfit na inhibici rdznych enzym( objevujicich se
v metabolické kaskadé kyseliny arachidonové (viz. obr. 1). Inhibice fosfolipaz a jinych
enzymd, jako LTA, syntaza, jeSté nevedla ke kandidatum v klinické praxi. Nicméné
jednim enzymatickym pfistupem, ktery se ukazal byt u€innym, je inhibice nebo
deaktivace enzymu 5-lipoxygenaza, tohoto prvniho dulezitého kroku v biosyntéze
leukotriend. Dnes jedinymi klinicky uspé&Snymi navrhy v regulaci leukotrienové
patologie jsou inhibice leukotrien pomoci tlumeni 5-lipoxygenazy a nebo

antagonistické pusobeni na receptorech pro LTD,.

1.2.1 Antagonisté na receptorech

Jednim dulezitym cilem pro tlumeni aktivity leukotriendl je antagonismus na
receptorech. Existuji dvé tfidy leukotrienovych receptori s podskupinami pro kazdou
tfidu. Prvni tfidu tvofi receptory pro LTB, které byly nalezeny v neutrofilech,
eosinofilech a pravdépodobné i lymfocytech, keratinocytech a endotelialnich
burikach>®. Receptor je zodpovédny za aktivaci chemotaxe neutrofilti a eozinofilt.
Predpokladané receptory na lymfocytech, keratinocytech a endotelialnich burikach
se pravdépodobné podileji na aktivaci téchto bunék béhem zanétlivé reakce.

Jsou znamy dva typy povrchovych receptorti pro LTB4 (BLT; a BLT,). BLT;-
receptor byl klonovan a charakterizovan jako 43 kDa s G-proteinem spfazeny
receptor se sedmi transmembranovymi doménami (7TM)®. Tento receptor je
exprimovan pouze v zanétlivych bufikach® a vykazuje vysokou miru specifity pro
LTB,%"%% Druhy s G-proteinem spiazeny 7TM receptor pro LTB4, BLT>, byl jiz také
identifikovan °#%3.%*_ Tento receptor je homologicky s BLT;, ale ma vy$$i hodnotu
stupné specifity pro LTB,®. Proti BLT; receptory je tento receptor rozsifen v mnoha
riznych tkanich.

Druhou hlavni tfidu receptoru tvofi receptory pro cysteinyl-leukotrieny, které

jsou k nalezeni v rGznych bunkach, véetné bunék hladkého svalu, lymfocytd a
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endotelialnich bunék. Existuji dva podtypy (CysLT; a CysLT,) téchto receptoru jak u
moréat, tak u 1idi® a oba byly klonovany a charakterizovany jako s G-proteinem

sprazené 7TM receptory®’68:69.70.71

. CysLT, receptorovou mRNA mulzeme nalézt
napf. ve slezing, v perifernich krevnich leukocytech, v plicni tkani, v burikach hladké
svaloviny a tkafovych makrofazich °®°. Preferovanymi ligandy pro CysLT; receptor
jsou v poradi s klesajici u€innosti LTD4, LTC4a LTE,4. CysLT, receptor se sklada z 34
aminokyselin s pfiblizné 40% stejnych sekvenci jako receptor CysLT; %% Tento
receptor vaze LTC4 a LTD, stejné silné, LTE, se vaze také, ale ma mnohem nizsi
afinitu. Studie na tkanové distribuci CysLT, receptoru dokumentuji vysoké hladiny
MRNA v srdci, mozku, perifernich krevnich leukocytech, slezingé, placenté a
lymfatickych uzlech, zatimco pouze mala mnozstvi byla nalezena v plicich. Funkéni
role tohoto receptoru jesSté dosud nebyla objasnéna, ale jeho Siroka tkarnova

distribuce umozniuje mnoho variant, v€etné regulace funkci mozku a nebo srdce.

1.2.2 Inhibice enzymu

V celé kaskadé metabolismu kyseliny arachidonové se nachazi hned nékolik
potencialnich enzymatickych cilt pro terapeutické vyuZiti. Dnes existuji dvé skupiny
antileukotrienik ovliviiujici funkci enzymu pfi biosyntéze leukotrient. Zname latky,
které inhibuji enzymovou funkci (katalyzu) 5-lipoxygenazy a nebo blokuji
(antagonizuji) tzv. FLAP'® (5-lipoxygenazu aktivujici protein — five-lipoxygenase
activating protein). DalSimi moznostmi jsou ovlivnéni funkci LTA, a nebo LTC,

syntetazy.

1.2.2.1 Ovlivnéni funkci 5-lipoxygenazy

5-lipoxygenaza (5-LO) katalyzuje prvni dva kroky v biosyntéze leukotriend **.
Volna arachidonova kyselina je oxidovana na hydroxyperoxid 5-HPETE, ktery je
nasledné dehydratovan na nestabilni epoxidovy meziprodukt LTA,4. Enzym, ktery se
pfevazné nachazi buiikach vznikajicich v kostni dfeni, je stimulovan Ca®" ionty a
ATP. Mimoto obsahuje jeden atom nehemového Zeleza, ktery se podili na viastnim
katalytickém uginku”®. Analyza genové mutace prokazala, Ze His-372, His-550 a

C-terminalni lle-673 jsou ligandy centralniho kovu Zeleza’™. Jiz byl rozlustén
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geneticky kod stejné jako promoter pro 5-LO a vSe podstatné je spolecné s daty i pro
jiné enzymy v leukotrienové kaskadé zdokumentovano v tabulce. Primarni struktura
5-LO je znama, ale izolovana savci 5-LO je nestabilni a proto stale nebyla ziskana
jeji krystalicka forma pro pfipadné uréeni sekundarni a terciarni struktury’™. Jedina
krystalicka struktura savéi lipoxygenazy ziskana je krali¢i 15-LO’. Tento enzym
obsahuje C-terminalni doménu srovnatelnou s dfive popsanymi doménami lipaz a
také N-terminalni B-soudkovou doménu. Role této domény u fosfolipaz je dosud
nejasna, ale u 5-LO se ukazalo, Ze vaze Ca®", ktery stimuluje enzymatickou aktivitu a
pravdépodobné usnadiiuje vazbu 5-LO s membranami v pribéhu katalyzy’’. 5-LO je
také substratem pro p38-kinazu dependentni MAPKAP kinazy in vitro, coz dokazuje,
ze fosforylace je dalSim faktorem, ktery urCuje pfemisténi 5-LO a enzymatickou
aktivitu”®.

Aktivaci ATP a vapenatymi ionty je 5-LO konvertovana na aktivni Fe** formu,
ktera se pfesouva na bunécnou membranu, kde doseda na transmembranovy FLAP
protein. V bunécné membrané pak mize enzym katalyzovat pfeménu substratu, tedy
arachidonové kyseliny oxidaci stereoselektivnim radikalovym procesem. Nestabilni
hydroxperoxyikosatetraenova kyselina (5-HPETE) vznika stereoselektivni eliminaci
vodiku na sedmém uhliku fetézce a naslednym zaclenénim kysliku. V dalSim kroku
5-LO katalyzuje pfeménu 5-HPETE na nestabilni epoxid LTA, stereoselektivni

eliminaci vodiku na desatém uhliku.

Tab. 3. Vlastnosti enzymu a receptort v lipoxygenazové kaskadé

Protein . Pocet . Proste.tické velikost Exon | Chromozom
aminokyselin skupina genu (kb)

5-lipoxygenaza 673 Fe >82 14 10
FLAP 160 - >31 5 13
LTA4 hydrolaza 610 Zn >35 19 12
LTC4 syntaza 149 - 2,5 5 5
BLT1 351 - 55 3 14
BLT2 357 - ND 1 14
CysLT1 336 - ND ND X
CysLT2 345 - ND ND 13

ND - dosud nezjisténo
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Na pocatku 70. let byl objevena schopnost latky FPL-557121 plsobit jako
antagonista na leukotrienovém receptoru, tehdy byl jeSté povazovan za antagonistu
SRS-A™8%  Nahrazenim hydroxylové skupiny vtomto hydroxyacetofenonovém
derivatu methoxy skupinou vedlo k posileni antagonistického uCinky na LTB4
receptorech.

DalSi moznost jak ovlivnit funkci enzymu spocivala ve vyhledavani latek
s moznosti vazat Zelezny iont. Prvnimi typy modelovych struktur byly hydroxamove
kyseliny, které maji schopnost vazat Zelezo®. Ani modifikace struktury t&chto
derivatd vSak nevedla kdosazeni dobré biologické dostupnosti a hlavné
dostateCného biologického polo¢asu v organismu. Jako dobrou alternativou se
ukazala analoga hydroxamového farmakoforu, nejprve derivaty hydroxylaminu a
nakonec derivaty N-hydroxymocoviny, které vykazaly jak dostateCnou stabilitu
v organismu, tak dobrou uc€innost. Tento postup je doloZen na pfikladu latky A-64077
(Zileuton), ktera patfi pravé do skupiny inhibitordi derivatd N-hydroxymod&oviny®#%2,
Skupina téchto substanci mize interagovat s Zelezem, které se nachazi v aktivnim
centru enzymu®. Skupina téchto latek je ale zaroven senzitivni na koncentraci
substratu 3 a tudiZ jejich interakce s enzymem m(ize byt mnohem sloZit&jsi
pouha vazba na iont Zeleza v aktivnim centru.

V ramci vyzkumu protizanétlivych arylalkanovych kyselin ve VUFB a.s. byla
syntetizovdna  série  substituovanych  bifenyl-4-yloxoalkanovych  kyselin®®,
vyznacujicich se vyznamnou protizanétlivou aktivitou. Nejucinnéjsi derivat — 4-(2°,4"-

difluorbifenyl-4-yl)-2-methyl-4-oxobutanova kyselina®’®

proSla pod nazvem flobufen
uspésné preklinickym a klinickych zkouSenim v |é€bé revmatoidni artritidy. Bylo
prokazano, Ze jeho mechanismus ucinku neni zaloZzen na inhibici cyklooxygenazy,
ale souvisi s inhibici biosyntézy LTB, v kombinaci s interferenci nékterych imunitnich

funkci®.

1.2.2.2 Ovlivnéni funkci FLAP

Bunécna aktivita 5-LO je zavisla na malém membranovém proteinu, 5-LO

aktivujicim proteinu, ktery pfenasi nebo transportuje arachidonovou kyselinu k 5-

vrs wiiwvos

Ca?*, 5-LO je aktivovana a presunuta na membranu®.
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Latky, které inhibuji transport arachidonové kyseliny k 5-LO, tvofi ve skute€nosti
dvé skupiny strukturalné odliSnych substanci. Prvni skupina latek obsahuje ve své
struktufe chinolylmethoxylovy fragment, druha obsahuje indolovy cyklus. Prvni
latkou, ktera méla ovéreny efekt na FLAP, byla vyvinuta spoleCnosti Merck a nesla
kodovany nazev MK-886%2. Chinolylmethoxylovy fragment se ukazal jako dllezity pro
podporu inhibiéniho ucinku a postupnymi upravami bylo ziskano nékolik uspésnych
latek, které obsahovali i sloZku, ktera méla klasicky ucinek NSAID (jmenujme napf.
diklofenak, indometacin, sulindak ¢i flurbiprofen). Bylo tak dosazeno dvojiho

inhibiéniho U&inku, jak na 5-LO, tak i na cyklooxygenazu®:.

1.3 Terapie astmatu

Nejvice klinickych zkuSenosti je s latkami ovlivhujicimi leukotrieny u astmatu.
Typicky klinicky pokus zahrnuje stanoveni ucinku substance v testech antigenem,
studenym vzduchem, cvi€enim a aspirinem vyvolané zatéze u senzitivnich pacienta.
V pfipadé uspéchu jsou tyto brzké pokusy nasledovany 4-6 tydennim zkouSenim u
mirného az stfedniho astmatu. Pouziva se mnoho riznych parametr( pro stanoveni
ucinnosti terapie u astmatickych pacientu. Zakladnimi jsou metody spirometrické, ve
kterych se méfi nékteré z fyziologickych hodnot jako FEV1 ¢ PEFR a nebo se

pracuje s modely antigenni zatéze EAR a LAR.

1.3.1 Antagonisté na leukotrienovych receptorech

Prvni studie s leukotrienovymi antagonisty v terapii astmatu byly velkym
zklamanim, nebot' testované substance nemély dostateCnou ucinnost, hlavné kvdli
slabé sile a malé nebo nizké specifité®®. Novéjsi antagonisté, jako latka ICl 204,219
(zafirlukast) od firmy Astra-Zeneca, ukazaly své moznosti uziti v zatézovych
modelech astmatu nebo v nékolika pfipadech v klinickych experimentech.

Né&kolik riznych ¢&lankd popisovalo Gginnost zafirlukastu (Accolate®) proti
inhalovanému antigenu nebo LTD, u astmatickych pacientl. Vysledky ze studie na
astmatickych pacientech, ktefi prosli inhalaci LTD,4, ukazala, Ze zafirlukast témér
plné blokoval G&inky inhalovaného LTD,%. Zafirlukast inhibuje tginek inhalovaného

LTD, také u normalnich zdravych dobrovolniki a také zmirfiuje bronchokonstrikci
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vyvolanou antigenem a cviCenim. u antigenem vyvolané bronchokonstrikce bylo
pozorovano 20% zvySeni zmén u FEV1, =zatimco u cvi€enim vyvolané
bronchokonstrikce podany zafirlukast sniZil pokles FEV1 o 50 %. Zajimavé je, Ze jak
se ukazalo tak zafirlukast také snizil bronchokonstrikci vyvolanou PAF o 59 %, coz
vede k domnénce, Ze PAF mlize vyvolat uvolnéni leukotrient®. Accolate® je uzivan
pro kontrolu mirného, pretrvavajiciho astmatu, pro postupnou terapii pfetrvavajiciho
astmatu stfedné tézkého, pro astma vyvolané cvicenim a v terapii alergické rymy.
Hlavnim léCivem celé skupiny je vSak montelukast (Singulair®, Montair®). Je
to peroralné podavana ucinna latka s vysokou selektivitou k CysLT; receptoru (s
pfednosti pfed ostatnimi farmakologicky dulezitymi plicnimi receptory jako jsou
prostanoidni, cholinergni nebo B-adrenergni receptory). Inhibuje tak fyziologickou
funkci LTD, na CysLT; receptoru bez jakéhokoliv agonistické aktivity. Inhibice
cysteinyl leukotrienového receptoru v dychacich cestach byla prokazana mimo jiné i
tlumenim bronchokonstrikce u astmatikl po inhalaci LTD,4. | davka 5mg staci pro
uplnou blokadu receptoru. V placebo kontrolované, kfizené studii, vykazoval
Singulair® utlum brzké i pozdni bronchokonstrikce vyvolané antigenem o 75 %, resp.
57 %°. Singulair® je doporugovan jako alternativa v terapii astmatu za inhalaéni
kortikosteroidy a nebo jako doplfikova terapie u mirného a stfedné tézkého astmatu.

V roce 2003 FDA povolila pouziti Singulairu® jako monoterapie alergické rymy®e.

1.3.2 Inhibitory 5-lipoxygenazy

Klinické experimenty s inhibitory biosyntézy leukotriend se toli kolem
inhibitoru 5-lipoxygenazy zileutonu (N-(1-benzo[b]thien-ylethyl)N-hydroxymog&ovina)®
a skupiny inhibitord FLAP, kam muzZeme zafadit latky jako je MKL-591 (3-(1((4-
chlorofenyl)methyl)-3((1,1-dimethyl-ethyl)thio)-5(quinolin-2-ylmethyl-oxy)-1H-indol-2-

yl)-2,2-dimethylpropanoate)*®.

V testech antigenem zpusobené zatéze zileuton
(Zyflo ®) snizil urinaéni vyluCovani LTE, béhem EAR, ale nevyvolal vyznamné
snizeni EAR jako takové'®. V dal§ich experimentech se prokazalo, Ze zileuton
snizuje influx eozinofill na postizené misto a sniZuje hladiny albuminu v BAL, coz

podporuje  protizanétlivou  G&innost*®%.

Zileuton téméf kompletné sniZuje
bronchokonstrikci vyvolanou aspirinem u na aspirin senzitivnich astmatik(, coz

naznaduje, Ze leukotrieny hraji vyznamnou roli i v aspirin senzitivnim astmatu'®®. Ve
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veliké mezinarodni , u mirného a stfedniho astmatu, Zyflo® vykazal vyznamné
zlepSeni v FEV1, moznost snizit uzivani B-mimetik a snizeni urinarnich hladin LTE,4
po 6 tydnech terapie’®. Bylo také pozorovano pfiblizné 15% zlep$eni plicnich funkci
1 hodinu po podani zileutonu. DalSi substanci zkouSenou v této oblasti je rektalné
podavany 2,6-dimethyl -4(1-fenyl-1H-pyrazol-3-yl)aminofenyl acetat (FPL 64170XX).
Ve Vyzkumném Ustavu pro farmacii a biochemii (VUFB a.s.) vedl vyvoj
antileukotrienik od prvnich latek pouZivanych v terapii revmatoidni artritidy®’ k jejich
vyuziti v 16bé astmatu'®. Jako perspektivni antiastmatika byly vybrany chinolinové

106,107

derivaty , vyznacujici se sou€asné inhibici biosyntézy LTB, a antagonismem na

derivaty, jak prokazala studie QSAR antileukotrienovych aktivit'®®. Rovnéz bylo v této
sérii latek zjisténo'®, e zména struktury v kyselé &asti molekuly prechodem od
sulfanylbenzoovych k sulfanylaryloctovym kyselinam vede od inhibice FLAP k pfimé
inhibici 5-LO.

1.4 Terapie idiopatickych zanétlivych strevnich chorob

Zanétliva onemocnéni traviciho traktu zahrnuji dvé klasické formy, a to
ulcerativni kolitidu, ktera postihuje vyhradné stfevo a Crohnovu chorobu, ktera
postihuje ostatni Casti gastrointestinalniho traktu. Vzhledem ke stoupajicimu trendu
vyskytu téchto chorob, které navic pfedstavuji znacné nebezpeCi vzniku
rakovinoveého bujeni, je jejich terapie pfedmétem vyzkumu fady svétovych
farmaceutickych firem. V terapii téchto onemocnéni byly jesté v nedavné dobé

%0110 7 nichz nejpouzivanéjéi je sulfasalazin**%,

50,112

hlavnimi 1éCivy aminosalicylaty

K lécbé IBD jsou dale pouzivany glukokortikoidy
113,114

(budesonid, prednison) a
imunomodulatory (6-merkaptopurin, cyklosporin A), jejichz hlavni pouziti je
obvykle v jinych indikacich. BEhem posledniho desetileti je zna¢né usili vénovano
vyzkumu etiologie a patogenese chronickych IBD, a to pfedevSim se zaméfenim na
imunologické aspekty patologie téchto chorob. Byly identifikovany nékteré
imunozanétlivé  mediatory, coZz umoznuje ucCinné postihnout souvislosti
v mechanismu téchto chorob. Rozsahla pozornost je soustfedéna na ovlivnéni tvorby
a funkce prozanétlivych cytokinu, predevsim interleukint IL-6, IL-8 a tumor necrosis

faktoru (TNF-a). Strategie vyzkumu IéCiv s anticytokinovym mechanismem ucinku
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smeéfuje kinhibici tvorby cytokinl, blokovani jejich receptord a signalnich
prenosovych cest aktivovanych cytokiny™'®. V této oblasti jsou studovany i

monoklonalni protilatky™'®

, ZnichZ nékteré jsou jiz uspésné zavedeny do klinické
praxe (infliximab). Jsou studovany i jiné mechanismy ucinku, postihujici dalSi
mediatory zanétu. Jedna se predevSim o leukotrieny, kde je pozornost vénovana
inhibitordm 5-lipoxygenazy, LTA; hydrolazy a antagonistim LTB,. Existuji také
pozitivni vysledky pfi terapeutickém pouzivani rybiho tuku**’.

Patogenese IBD je velmi komplikovana a rovnéz etiologie neni zatim zcela
vyfeSena. Vznik IBD ma pravdépodobné multifaktorialni charakter a je vysledkem
pusobeni imunologickych, genetickych i externich faktora'®. Skuteénost, Ze se jedna
o chorobu spojenou s naru$enim imunitni odpovédi svéd¢€i fada mimointestinalnich
projevil, napf. postizeni kloubd, jater a kiize*®. Jednim z podnét(i imunitni odpovédi
stfeva by mohla byt bakterialni nebo virova infekce. U asi 50 % pacientt byl zjistén
geneticky defekt na 16. chromosomu'®, coZ podporuje pfFiéinnou souvislost
genetického charakteru. Kone¢né se hovofi i o zevnich faktorech, mezi néz se fadi
predevsim koufeni (ponékud kontroverzni vliv na UC a CD), peroralni kontraceptiva
a predevsim toxicky vliv hliniku.

Vyzkum v poslednim desetileti prokazal, Ze vyvoj téchto zanétlivych
onemocnéni je vysledkem aktivace komplikované kaskady imunitniho systému
mukozy. Nerovnovaha mezi jednotlivymi fenotypy T-lymfocytd a monocytl zplUsobuje
zvySené uvoliovani prevazné prozanétlivych cytokind. Z nich nejvyznamnéjsi jsou
TNF-a, IL-18, 1L-1B, IL-2, IL-8 a IL-12. Jejich prozanétlivy efekt se projevuje Fadou
patologickych jevu, jejichz vysledkem je poruseni tkané.

Schematické znazornéni zanétlivého procesu, v némz hlavnim prozanétlivym
prvkem je TNF-al] je uveden na obrazku 2. Ma vcelku obecny charakter a plati i pro
zanétlivé onemocnéni stfevniho traktu. Schéma rovnéz naznacuje moznosti ochrany
tkané pred zanétlivym procesem. Tato mista jsou oznaCena Cervenymi Sipkami.

Nékteré z cytokinG - patfi mezi né TNF a IL-1 — nejsou pfitomny ve volné
formé, ale jako prekurzory, které je nutno aktivovat specifickymi enzymy. V pfipadé
TNF-a se z proTNF uvolfuje rozpustny TNF-a plUsobenim tzv. TACE (TNF-alfa
converting enzyme), ktery patfi do skupiny Zn-metaloproteinaz. Obdobny enzym
(ICE) je nezbytny pro uvolnéni aktivni formy IL-1B; ICE je znam téz pod nazvem

caspasa-1, patfi tedy do Siroké skupiny caspas. Znacny pokrok v poznani TACE
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Obrazek 2. Schéma zanétlivého procesu v TNF-a cyklu a potencialni mista jeho ovlivnéni
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predstavuje rentgenova studie katalytické domény TACE, ktera byla provedena
s komplexem pfipravenym kokrystalizaci TACE a jeho inhibitoru typu hydroxamové
kyseliny. Povaha interakénich mist byla podrobné charakterizovana™®°.

Proces uvolfiovani cytokini je dale komplikovan tim, Ze impuls zplUsobeny
vazbou antigenu na prislusny receptor je pfenesen do jadra bunky specialnim
signalnim systémem. Ten je detailné prostudovan v pfipadé TNF-a, kde bylo
zZjisténo, Ze na pfenosu signalu se podili specificky inhibi¢ni protein IkB, ktery je
fosforylovan kinazou NIK (NF-kB Inducing Kinase), ktera patfi do skupiny MAPk
(Mitogen Activating Protein kinase) a po CasteCné proteolyze vznika transkripéni
faktor NF-kB, ktery reguluje tvorbu TNF-a. Rovnéz v tomto pfipadé byly vyznamné
rozSifeny znalosti o struktufe transkripéniho faktoru NF-kB rentgenovou analyzou
komplexu IkB — NF-kB. Ziskany tak byly informace o aktivhim misté NF-kB pfi jeho
interakci s DNA1%0,

Existuje fada evidenci, Ze na uvolnéni cytokini se podili fada dalSich kinaz
aktivujicich mitogeny. Patfi mezi né predevSim p44/42 MAP kinaza (tzv. ERK, tj.
Extra cellular Signal-Regulated Kinase) a p38 kinaza*?.

Dusledkem uvolnéni prozanétlivych cytokind je migrace imunitnich a
zanétlivych bunék do mista vychoziho podnétu, coz je hlavni znak akutni zanétlivé
odpovédi. Migrace je koordinovana adhesnimi molekulami, které se tvofi
v endotelidlnich a epitelialnich burikach mukozy a jsou pfitomny na jejich povrchu.
Syntéza vSech adhesnich molekul je podporovana cytokiny IL-1 a TNF; oxidanty pak
prodluzuji jejich expresi. Mezi adhesnimi molekulami vyznamné misto zaujimaji
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) a VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule 1); dale selektiny a integriny, z nichz pravdépodobné nejdulezitéjsi je
integrin a4B7, ktery se Uéastni specificky migrace lymfocyti?2,

Mezi dulezité mediatory zanétu patfi produkty biotransformace kyseliny
arachidonové — prostaglandiny a leukotrieny. Z hlediska IBD je nejvyznamné&;jsi LTBa.
Jiz v r. 1984 zjistili Sharon a Stenson®’, Ze LTB, se ve zvy$ené koncentraci vyskytuje
ve stfevni mukdze u pacientt s UC a CD. Bylo prokazano, ze LTB4 je ucinny
aktivator PMNL a je produkovan fadou zanétlivych bunék: granulocyty, monocyty,
makrofagy, tracheocyty. LTB, stimuluje chemotaxi a chemokinezi téchto bunék,
zvySuje jejich proliferaci a aktivuje enzymy spojené se zanétlivym procesem. Jeho

chemotakticky uginek je srovnatelny s vétsinou chemokin(i véetné IL-8°¢°".
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Na zakladé souCasnych znalosti o mechanismu zanétlivého procesu IBD
muzeme hlavni cile protizanétlivé terapie, které jsou predmétem soucasného
vyzkumu charakterizovat Ctyfmi postupy.

Prvni mechanismus vyuZivd inhibice enzymU konvertujicich cytokiny,
jmenovité TACE a ICE. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o Zn-metaloproteinazy, je zde
moznost vyuzit poznatkd s inhibitory matrix metaloproteinaz (MMP), cozZ je vyznamny
smér protizanétlivé terapie pfedevsim u zanétlivych onemocnéni chrupavcitych tkani.
Dalsi moznosti je interference se signalnim systémem, ktery pfevadi pocateCni
impuls k jadru bunky a spousti tak proces uvolfiovani cytokinu. Pfislusné enzymy
patfi do skupiny MAP kinaz. Ovlivnit zanétlivy proces Ize i Inhibici adhesnich
molekul, tj. selektinl a integrind zodpovédnych za migraci prozanétlivych bunék.

V neposledni fadé lIze vyuZit Interference s biosyntézou a funkci LTB,.
V pripadé zanétlivych procesu postihujicich jiné organy, zvlasté muskuloskeletalni Ci
respiracni systém, je v jejich terapii vénovana pozornost i dalSim metabolitim
kyseliny arachidonové, tj. prostaglandiniim, tromboxanim, a peptido LT.

Vuci LTB, Ize postupovat dvéma zpusoby, a to bud vyuzitim antagonistll LTB4
receptorl a nebo inhibici LTA,; hydrolazy, ktera blokuje tvorbu LTB4 a ponechava
tvorbu peptido LT nedotéenu. Z hlediska vyvoje lze terapii IBD rozdélit do dvou
skupin. Do prvni lze zaradit 1€Civa, jejichZ vyvoj mél spiSe screeningovy charakter,
resp. nebyl spojen s cilenym vybérem pro tuto kategorii chorob. Druha skupina je
vysledkem studia mechanismu zanétliveho procesu, jehoz cilova mista z hlediska
terapie IBD byla shrnuta na pfedchozim obrazku.

Nejstarsi skupinou I&&iv *>°° IBD je kyselina 5-aminosalicylova (1 — mesalazin
— 5-ASA) a jeji derivaty: sulfasalazin (3) a olsalazin (2). Oba derivaty se metabolicky
Stépi na 5-ASA pusobenim azo-reduktasy stfevnich bakterii. Mechanismus pusobeni
neni zcela jasny — z fady experimentalnich nalezu je ziejmé, Ze se jedna o
multifaktorialni plisobeni, a to stimulaci tvorby PG v kolonocytech (zde pusobi
protektivné, tedy klasické COX inhibitory nelze pouzit) a dale inhibici syntézy IL-1a
také negativnim vlivem na chemotaxi leukocyta******. Obecné se ale tyto latky

vyznacuji se vyznamnymi nepfiznivymi uc€inky.



Disertaé&ni prace Uvod

OH
| \/OH = |
_ OH AN N\\N/\/YOH
HoN |
= O
@ © HO™ ™ 2)

O)\OH

59
O\\//O
o
X N\\N N

HO ;\ (3)

K 16¢bé& IBD jsou vyuzity i nékteré glukokortikoidy **°3. Terapeutické davky jsou véak
vyznamné vySSi nez fyziologické, a proto je léCba doprovazena vedlejSimi
nezadoucimi ucinky. Znac¢né nadéje byly kladeny do Kkortikoidniho analoga
budenosidu®*? (4), av8ak i vtomto pripadé vedlejsi Gcinky omezuji jeho pouZiti.
Glukokortikoidy pusobi pfedevSim imunosupresivné moderovanim tvorby cytokind,
hlavné TNF-a IL-1.
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K regulaci imunitni odpovédi pfi I1é€bé IBD jsou vyuzivany rovnéz nékteré
imunomodulatory, ovSem se vSemi riziky, které 1éEbu témito preparaty doprovazeji.
Jedna se o imunosupresiva azathioprim a 6-merkaptopurin®'®, metotrexat,

cyklosporin a tacrolimus. Azathioprin rychle metabolizuje na 6-merkaptopurin; oba pfi
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terapii IBD pUsobi inhibici proliferace T a B lymfocytd a limituji tak pFitomnost
zanétlivych bunék v misté zanétu. To je rovnéz hlavni mechanismus ucinku
cyklosporinu a tacrolimu. Methotrexat byl puvodné vyvinut jako cytostatikum
inhibujici dihydrofolat reduktasu v metabolismu kyseliny listové. Pfi 1éEbé IBD vSak
pusobi zfejmé inhibici tvorby LTB4 a rovnéz zpusobuje pokles tvorby prozanétlivych

cytokinG*?2,

Cileny vyzkum I[éCiv vuci IBD je spojen pfedevsim s latkami, které interferuji
s cytokiny. Vzhledem k tomu, Ze nejvétsSi pokrok byl zaznamenan v poznani TNF-
a'®®, je vétsi gast vyzkumu légiv IBD véetné praktickych vysledki v klinice spojena
pravé s timto cytokinem. Znacny pokrok v lécbé IBD zaznamenala predevSim tzv.
,biologicka terapie®, tj. preparaty, k jejichz pfipravé je vyuzivano biotechnologickych

114,116

procesl. Jedna se o monoklonalni protilatky (vyznacuji se koncovkou mab) a

dalsi preparaty pfipravované rekombinantnimi technikami. Z monoklonalnich
protilatek zatim nejvétSiho rozsifeni pfi IéCbé IBD dosahl infliximab. Jako IéCivo je na
trh zavedla firma Johnson&Johnson pod nazvem Remicade®. V tabulce 4 jsou
shrnuty vyznamné biotechnologické preparaty, které jsou v praxi nebo klinickém

zkouseni jako IécCiva IBD.

Tab. 4. Biotechnologické pfipravky v |é&bé zanétlivych onemocnéni

Latka Chr’a neny Vyrobce Mect]? _nlsmus Stav vyvoje
nazev ucinku

Infliximab Remicade Johnson&Johnson TNF-a Mab registrovan 1998
CDP 571 Humicade Celltech TNF-a lidska Mab 2. faze KZ

Etanercept Enbrel Immunex TNF-a antagonista registrovan 1998

Adalimumab Humira Abbott / Eisai TNF-a lidska Mab registrovan 2003
Natalizumab - Athena Neuro asB7; MAb 3. faze KZ
Omalizumab - Novartis Ig G Mab 3. faze KZ
LDP 02 - Genetech a4B7 MAb 3. faze KZ
ISIS 2302 - Isis Pharm inhibitor ICAM-1 3. faze KZ
Rh TBP-1 - Serono TNF-a antagonista® 2. faze KZ
Anakinra Kineret Amgen IL-1 antagonista* registrace
llodecakin - Schering-Plough rekombinantni IL-10* 3. faze KZ
Opelvekin - Wyeth rekombinantni IL11* 3. faze KZ

* pfipraveno rekombinantni technikou
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Infliximab byl zaveden do klinické praxe v r. 1998 a kromé Crohnovy choroby
je jeho dalSi, rozsahlejsi indikaci revmaticka artritida. Pfi |[éCbé Crohnovy choroby
bylo dosazeno u 55% pacientt remise, u 84 % z nich byla remise uplna. Z dalSich
monoklonalnich protilatek je v pokroCilém stadiu klinického vyvoje pfipravek firmy
Celltech pod oznagenim CDP 571 s pfedbéznym nazvem Humicade®. Ve srovnani
s infliximabem ma redukovanou imunogenitu, nebot’ podil lidské protilatky je zvySen
na 95 % (u infliximabu je 75 %). DalSim |IéCivem biologické provenience je etanercept
vyvinuty firmou Immunex, ktery pod nazvem Embrel® je jiz v klinickém pouZiti. |
vtomto pfipadé ve dvou indikacich (RA a IBD). Etanercept je rekombinantni
technikou pfipraveny zakladni proteinovy fragment lidského TNF receptoru a pusobi
jako uc€inny antagonista TNF-a. Byl zaveden vr. 1998, stejné jako infliximab,
biotechnologickych preparati jsou velmi slibné z hlediska jejich u€innosti v pfipadé
kauzalniho ucinku je vysledkem obvykle uplné vymizeni choroby, doprovazené
minimalnimi nezadoucimi ucinky. Je vSak tfeba vidét i nékteré zasadni nevyhody,
mezi néz patfi pfedevSim vysoka cena léCby, ktera Casto nékolika fadové prevySuje
klasickou chemoterapii, nemluvé o technické a vyrobni naroCnosti procesu jejich
pfipravy.

Velmi intenzivni vyzkum probiha rovnéz v dalSim cilovém misté protizanétlivé
terapie, kterym je ovlivnéni funkce adhesnich molekul — integrint a selektinti*?%.
Vzhledem ktomu, Ze jsou znamy nékteré aminokyselinové sekvence integrinl
zaméfuje se vyzkum na studium inhibi¢nich vlastnosti kratkych peptidi (tetra az
pentapeptidd, a to cyklickych s S-S muastkem nebo linearnich. Treti skupinou jsou

acylfenylalaniny, jejichz acylovy zbytek je strukturné znacné komplikovany.

Z mediatorl zanétu, které jsou produkovany a uvolfiovany ze zanétlivych
bunék v zavérecném kroku zminéného procesu jsou hlavnimi zastupci leukotrieny.
V souvislosti se zanétlivym onemocnénim stfevniho traktu (stejné jako s kloubnimi
chorobami artritického charakteru) ma hlavni vyznam LTB,. Bylo prokazano, zZe je
vyznamnym mediatorem zanétu, nebot aktivuje polymorfonuklearni leukocyty,
zvySuje jejich proliferaci do zanétlivé tkané a aktivuje enzymy spojené se zanétlivym
procesem®. Byl ve zvy$ené koncentraci detekovan ve stfevni mukéze u pacientd

s UC a CD>. Vugi LTB, Ize postupovat dvojim zptisobem. Miizeme inhibovat LTA,
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hydrolazu a tim omezit produkci LTB,4, aniz by byla dot€ena produkce cysteinyl LTC,,
LTD4 a LTE,4. Druhou moznosti je antagonismus na LTB4 receptorech. V dosavadnim
receptort, i kdyZ nutno konstatovat, Zze ve vyzkumu antileukotrienik jsou nejméné
zastoupeny latky interferujici s LTB4. Nékteré z antagonistll LTB, receptort proSly
uspésné preklinickym vyvojem a dokonce byly nebo dosud jsou v klinickém zkouSeni
v |éCbé IBD. Konkrétné se jedna o bifenylylovy derivat LY 293,111 (5 - Eli Lilly) a
ONO-LB-457 (6 - Ono).

?/\/

OH
o. .0 HCI H NM

e B 1/\

Rozsahla skupina antagonistd (8) LTB,4 receptoru byla syntetizovana ve vyzkumu
firmy  Rhone-Poulenc'®. Charakteristickym prvkem  je  pfitomnost
fenethylacetamidového fragmentu. DalSimi nezbytnymi prvky jsou pFitomnost
karboxylu, ktery je s lipofilnim fenethylem spojen pfes aromatické jadro, simulujici
trienovy systém pfirozeného ligandu LTB,. Typicky pfiklad je uveden na nasledujicim
obrazku. Na obrazku je také molekula LTB4 (7) v konformaci, ktera je povaZzovana za

energeticky nejstabilnéjsi.

OH

(8)

\

OH
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V klinickych pokusech sledujicich mozné Uc¢inky inhibitord 5-lipoxygenazy na
IBD byl sledovan pouze zileuton. Relativhé vysoka denni davka zileutonu podavan
bud s nebo bez sulfasalazinu vyznamné zlepSila symptomatické i histologické skore,
ale nikoli sigmoidoskopické skore ve srovnani s pouzitim predléCeni a nebo
placebem . Pozitivni efekt zileutonu byl vice zvyraznén u pacienti nedostavajicich
soucCasné sulfasalazin a bylo dosazeno v priméru 70% inhibice LTB, ve stfevni

tkani.
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2 Cil prace

Téma disertacni prace je pokracovanim vyzkumu antileukotrienik, ktery byl
ve VUFB zahajen v prvni poloving 90. let a poskytl zajimavé vysledky ve vyvoji
novych latek, které se osvédcily v IéCbé revmatoidni artritidy (flobufen) a astmatu
vyvolaném ovalbuminem nebo LTD, (chinlukast).

Cilem diserta¢ni prace je pfiprava série latek typu 2-[4—(w—{4—
[(fenethylkarbamoyl)methyl]fenoxy} alkoxy)fenyllalkanovych kyselin. V navaznosti na
prace z predchozich let je pfedmétem studia vliv substituce a chemickych zmén na
nosici karboxylu a jejich hydro-lipofilnich vlastnosti na ucinnost v in vitro

antileukotrienovych testech a v in vivo modelech zanétu a ulcerativni kolitidy.
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3 Experimentalni éast

Body tani byly méfeny na Koflerové bodotavku (typ Boetius) a nejsou
korigovany. *H NMR spektra pfiblizné 6% roztok(i substanci v CDClz (nebo
vyjime¢né v DMSO-dg) obsahujicich TMS nebo 3—(trimethylsilyl)propanovou
kyselinu-d, jako vnitini standard stejné jako **C NMR spektra substanci v DMSO-dg
byla méfena na pfistroji Bruker-250-DXP (250 MHz).

Cistota koneé&nych arylalkanovych kyselin i poslednich kliovych meziproduktt
(pfislusnych esterud) byla vyhodnocovana pomoci HPLC na kapalinovém
chromatografu Alliance Waters 2695 (Waters Assoc., Milford, MA, USA) s UV detekci
(Waters 2487 dualni detektor) pfi vinové délce 225 nm. Chromatograficka kolona
Cromasil C18 100A (300 mm x 4.6 mm) byla pouzivana pfi méfeni esteru i kyselin.
Gradientova chromatografie byla provadéna ve smési vody a acetonitrilu s 0.1 %
fosfore€né kyseliny jako mobilni faze. Pratok eluentu kolonou byl obvykle 1ml/min.
Cistota kone&nych kyselin byla vzdy vyssi jak 98.0 % a gistota poslednich

meziproduktl, esterq, byla vzdy vy3Si nez 95.0 %.
3.1 Syntéza latek

Byla pfipravena série 38 latek, u nichz je lipofilni ¢ast molekuly tvofena N-
methyl-N-(arylethyl)amino skupinou a nositelem karboxylové skupiny v druhé ¢asti
molekuly je arylalkanova kyselina. Struktura latek byla modifikovana substituci na
aromatickych kruzich fenethylaminu i kyseliny a také délkou spojovaciho fetézce
mezi obéma strukturnimi fragmenty. Byly pfipraveny latky 1c-20c (viz. tab. 5),

s obecnou chemickou strukturou nasledujiciho vzorce:

Z
|
N X Q OH
| m
)J/@/V m\oﬂn\o/@/ I
Y

Prehled vSech pfipravenych derivatl je v nasleduijici tabulce:
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Tabulka 5. Pfehled vSech pfipravenych substanci

Cislo[Publ.] X Y Z Q | n][Cislo]Publ.] X | Y Z Q n
ic | 1-1b H H H CH2 | 41l 230 | 1-4b || H | CH30 | CH3 CH2CH2 3
2c | 120 H OCH3 H CH2 |4l 13c | n4c || H | CH30 | CH3 CH2CH2 4
3b | I-3a H H CH3 CH2 3/l 14b | 050 | H H CH3 CH2CH(CH3) | 3
3¢ | I-3b H H CH3 CH2 | 4l 14c | n5c | H H CH3 CH2CH(CH3) | 4
4b | I-4a H OCH3 | CH3 CH2 3/l 15a | n-6a | H H CH3 CH2CH2CH2 | 2
4c | 1-4b H OCH3 | CH3 CH2 |41l 15b | u-6b | H H CH3 CH2CH2CH2 | 3
5¢ | I-5b || 3-CH3 H CH3 cH2 | 4l 15¢ | n6c | H H CH3 CH2CH2CH2 | 4
6c | 1-6b || 4-CH3 H CH3 CH2 |41l 16a | U-7a || H H CH3 | CH2CH2CH(CH3) | 2
7c | 1-7b || 4-Br H CH3 CH2 | 4 16b | u-7b | H H CH3 | CH2CH2CH(CH3) | 3
8b | I-8a || 4-Br | OCH3 | CH3 CH2 3l 16c | -7c | H H CH3 | CH2CH2CH(CH3) | 4
8c | 1-8b | 4-Br | OCH3 | CH3 CH2 |4l 17a | u-8a || H H CH3 COCH2CH2 2
9a | 1-9a H cl CH3 CH2 3/l 18a | n9a | H H CH3 CH=CH 2
9b | I-9b H o CH3 cH2 |41l 180 | u-9b | H H CH3 CH=CH 3
10b | u-1b H H CH3 | CH(CH3) | 3 [f 18c | 1-9c || H H CH3 CH=CH 4
10c | 1-1c H H CH3 | CH(CH3) | 4 [ 19a |1-10a| H | CH30O | CH3 CH=CH 2
11b | u-2b H cl CH3 | CH(CH3) | 3 [ 19b |n-10b | H | CH3O | CH3 CH=CH 3
11c | n-2¢c H cl CH3 | CH(CH3) | 4 [ 19¢c |n-10c | H | CH30 | CH3 CH=CH 4
12b | 1-3b H H CH3 | CH2CH2 | 3 [ 20b |n-11b| H H CH3 CH(CH3)* 3
12¢ | 1-3c H H CH3 | CH2CH2 | 4 [ 20c |n-11c | H H CH3 CH(CH3)* 4

*Zbytek a-propanové kyseliny je soucasti naftalenového cyklu v pozici 2, s alkoxy skupinou v poloze 7
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3.1.1 Vlastni provedeni syntézy

N-arylethylamidy 4-methoxyarylalkanovych kyselin 27-31 byly pfipraveny
kondenzaci 4-methoxyfenylacetylchloridu 26 s pfisluSnym arylethylaminem 21-25 a
jejich demethylaci byly ziskany kli¢ové meziprodukty 32-36. Methyl [4-(w-
bromoalkyloxy)aryllacetaty 50c-51c byly pfipraveny stejné jako jiné synthony ve
skupiné latek 1c-8c. Alkylace za podminek Williamsonovy syntézy®® poskytla estery

53c-60c, které byly hydrolyzovany na korespondujici kyseliny 1c-8c.

21-25 27-31
\
z
o e “ “ N
0 %TOA@FN + @/Vm
HO 7 ot e F OH

Y
37,38 50b-51c 32-36
iv
53c-60c m
Y,
1c-8c

X: H, 3-CH3, 4-CHs; Y: H, OCHgs; Z: H, CH3z; n: 3,4
i- (C2Hs)3sN, CH.Cl,, 20 °C; ii: BBrs, CH2Cly, -72 °C az 20 °C; iii: K,CO3s, butan-2-on, 1,3-dibromopropan

(1,4-dibromobutan), reflux; iv: KoCOs, Kl, butan-2-on, reflux; v: tetrahydrofuran/voda 4:1, LiOH, 20 °C

Schéma 1. Prvni synteticka cesta
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Obracena technika alkylace®®, kde bylo jako alkylaénich ¢initel pouzito 2-[(4-
o-halogenalkoxy)fenyl]-N-methyl-N-fenethylacetamid 52a-52c, byla pouzita pro
pripravu zbyvajicich kyselin 9b-20c. Tento zpUsob pfipravy poskytl estery 61a-71c

ve vysSich vytézcich, vyssi Cistoté a v kratSich reakcnich Casech.

Q (@)
/[/‘]\ HO N (0]
52a-52c Y 39-49

Vii

sase ol m

61b-72c
viii

sagaciisgy

9b-20c

Y: H, Cl; OCHs; n: 2, 3, 4; Q: zbytky alkanovych kyselin
vi: 18-crown-6, K,COs3, butan-2-on, 1,3-dibromopropan (1,4-dibromobutan), reflux; vii: K,COs, KI,
butan-2-on, reflux; v: tetrahydrofuran/voda 4:1, LiOH, 20 °c

Schéma 2. Druha synteticka cesta

N-methyl-N-fenethylaminy 22-25 byly pfipravovany z pfislusnych 2-
fenethylamin(i formylaci a naslednou redukci synhydridem®’. Methyl estery
arylalkanovych kyselin 37-49 byly pfipraveny esterifikaci*?® z pfislusnych komeréné

dostupnych kyselin.

3.1.2 Syntetické postupy

Prvnim krokem k syntéze 2-[4—(w—{4—[(fenethylkarbamoyl)methyl]fenoxy}

alkoxy)fenyl]alkanovych kyselin, popfipadé jejich soli s cyklohexylaminem, je
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pfiprava vychozich N-methyl-N-fenethylamin( . Pfiprava byla provadéna dle Smithe
et al.’*” ve dvou stupnich. Nejprve byl fenethylamin podroben formylaci
ethylformiatem v toluenu za laboratorni teploty a ziskany fenethylformamid byl
nasledné redukovan synhydridem v toluenu pfi -72 °C. Vakuovou destilaci surovych
reakénich smési byly ziskany N-methyl-N-fenethylaminy 22-25 jako bezbarvé Ciré

viskdzni kapaliny s odpovidajicimi charakteristikami dle literatury*°.

N NH, Hio/\ N NH?O N NH_
| — |

[ Y H Y&~

X X

X

Priprava klicovych meziproduktu, tedy derivata 2-(4-hydroxyfenyl)-N-
fenethylacetamidl 32-36 byla provadéna taktéz ve dvou stupnich. Pro pfipravu 2-(4-
methoxyfenyl)-N-fenethylacetamidt 27-31 bylo pouzito standardnich podminek pro
pfipravu amidu, a to kondenzacni reakce v dichlormethanu v pfitomnosti baze,
konkrétné triethylaminu. Surova reakcni smeés byla bez €isténi podrobena o-
demethylaci v dichloromethanu roztokem bromidu boritého v dichloromethanu pfi
-72 °C. Po zpracovani reakéni smési byly dvé pevné latky (32,33) Cistény
krystalizaci, zbylé tfi Ciré viskdzni kapaliny (34-36) byly pouzity bez €isténi do dalSiho

reakéniho kroku.

z ?
NH Cl N
| = + 1. EtgN | N
Y&~ (@) - 2.BBry Y& O
X O X OH

V této fazi dochazi k rozdéléni syntetické cesty na dvé vétve. prvni verze
pripravy konecnych kyselin byla pouzita pro lepsi dostupnost methyl 4-
hydroxyarylacetatu. V prvni fazi totiz byly pfipravovany jednodussi derivaty, kde
nositelem karboxylu byla praveé tato nejjednodussi arylalkanova kyselina. Jak je vidét
na schematu 1, byly pfipraveny ¢€tyfi meziprodukty, a to methyl [4-(3-
bromopropoxy)fenyllacetat 50b, [4-(4-bromobutoxy)fenyl]acetat 50c, [4-(3-
bromopropoxy)-3-methoxyfenyllacetat 51b a [4-(4-bromobutoxy)-3-
methoxyfenyllacetat 51c. Pro pfipravu téchto latek byla pouZita modifikace

Williamsonovy syntézy dle Allena a Gatese'®. K suspenzi methyl 4-
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hydroxyfenylacetatu a bezvodého uhli€itanu draselného v suchém acetonu byl
pomalu pfidan 1,w-dibromalkan a smés byla poté refluxovana po dobu 5 hodin. Po
zpracovani a rekrystalizaci z n-hexanu byly ziskany Zadané produkty v pfiblizné 70%

vytéZku jako témér bilé pevné latky s body tani nepresahujicimi 40 °C.

O @]
s AN -
DU S ——
©) = Br N™>Br o) /P#ﬁ
OH (@) Br
Y

Y

Naslednou opakovanou Williamsonovou reakci s 4-hydroxyfenylacetamidy
32 -36, tentokrat s pridanym jodidem draselnym*?® byl ptipraveny kone&né

meziprodukty, methyl estery aryloctové kyseliny 53c-60c.

e
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Druha synteticka cesta byla poprvé vyzkouSena pro relativné horsi dostupnost
methyl 4-hydroxy-3-chlorofenylacetatu. Jelikoz se do reakce iii (schéma 1) pfidaval
20% nadbytek esteru aryloctove kyseliny a jelikoZ tou dobou jiz byla zvladnuta
syntéza 2-(4-hydroxyfenyl)-N-fenethylacetamidu 33, byl ten podroben alkylaci 1,w-
dibromalkany, popf. 1-chlorethantosylatem, ve vySevroucim ketonu (butan-2-on)

v pfitomnosti zihaného uhliCitanu draselného, jodidu draselného a 18-Crown-6
etheru. Surova smés po sloupcové chromatografii (SiO,, ethyl acetat:petrol- ether
1:2) poskytla bezbarvé viskézni kapaliny v dobré Cistoté. Pfiprava estert 61b-71c

byla provadéna za identickych podminek jako reakce pfedchozi, tedy za refluxu
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v butan-2-onu s K,COg3, Kl a crown etherem. Vysledné produkty byly ziskavany nejen
ve vySsich vytézcich, ale také v kratSich reak¢nich ¢asech (1,5-2 hodiny) a ve vysSi

Cistoté.

\ ‘

|
SRR NG LS

Poslednim stupném byla hydrolyza, kteou byly pfipraveny kone¢né produkty
2-[4—(w—{4—[(fenethylkarbamoyl)methyl]fenoxy}alkoxy)fenyl]alkanové kyseliny 1c-
20c. Jako nejlepSi se ukazala hydrolyza hydroxidem lithnym ve smési
tetrahydrofuran:voda 4:1, pfi niz dochazi k parcialnimu Stépeni esterové vazby bez

rozStépeni vazby amidické.

3.2 Biologické hodnoceni

Produkce LTB, byla stanovena v krysich polymorfonuklearnich burikach z
pleuralniho exudatu, ktery byl ziskan z horkem inaktivovaného krysiho séra**°3!,
Bunky byly stimulovany Ca2+ ionoforem A23187 (Sigma) a inkubovany s testovanymi
latkami v riznych koncentracich. LTB, pak bylo stanovovano za pouZziti komercné
dostupného RIA kitu (Amersham). In vitro aktivita byla vyjadfena jako koncentrace C
(uM) zpUsobujici 50 % inhibici LTB,4 biosyntézy, ktera byla vypoc¢tena pomoci linearni

regrese. Pro vypocet C bylo pouzito Sest bodu pfi riznych koncentracich.
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Pro studie vazby na LTB, receptor byla pouZzita mirné modifikovana metoda
dle Chenga et al***. Membranové frakce byly pfipraveny ze saméi sleziny moréat; 2
mg membrany byly inkubovany s 0.3 nM 3H-LTB4 ve 100 pl inkubované smeési pfi
teploté 25 °C po dobu 30 min. Nespecificka vazba byla méfrena v pfitomnosti 0.1 uM
LTB,. Membrany byly pote Zfiltrovany prfes Whatman GF/C papir a trikrat promyty
pufrem. Radioaktivita byla méfena na kapalném scintilaCnim spektrometru.
Z vyslednych hodnot byla ziskana specificka vazba 3H-LTB4 na receptor. Vazebna
aktivita byla vyjadfena v koncentracich C (uM), vypoc&tenych pomoci linearni regrese,
zpusobujicich 50 % inhibice LTB,4 vazby na receptor. Pro vypocet C bylo pouzito Sest
riznych hodnot pfi rdznych koncentracich v obou in vitro pokusech. V8echny testy,
v&etné kontrol, byly provedeny dvakrat s vnitfni odchylkou ne vyssinez 10 % a
experimentalni data byla analyzovana pomoci programu GraphPad Prism (U.S.A.)

Inhibice carrageenenového edému byla vyhodnocovana metodou dle
Wintera®*®, experimentalni podminky jsou popsany v praci jiné***. Velikost miry otoku
byla vyjadfena jako + hodnoty SD ne vy33i nez 10 % a jako procento inhibice po

davce 100 mg/kg v porovnani s nezavislou kontrolou.

UsSni zanét vyvolany kyselinou arachidonovou u mysi byl provadén metodou
dle Opase’®, zanét usniho boltce byl vyvolan aplikaci 20 pl roztoku arachidonové
kyseliny v acetonu. Substance byly podavany peroralné (200 mg/kg) 1 h pred
vyvolanim otoku. Stupen usni hyperémie a vahy ucha, vyhodnocovanych 1 h po
aplikaci roztoku kyseliny arachidonové, byly vyjadieny jako + hodnoty SD ne vySSi

nez 10 % a jako procentualni inhibice vztazena na nelécenou kontrolu.

Hodnoceni antileukotrienovych aktivit stejné jako hodnoceni v obou modelech
zanétu byla provadéna panem RNDr. Antoninem Janderou, CSc. a pani RNDr.
Vladimirou Panajotovou, PhD na pracovisti RE&D VUFB s.r.0., Praha 9, CR.

Ulcerativni kolitida u my$i**® byla indukovana pfidavkem 3 % dextran siranu
sodného do pitné vody BALB/c mySim s praimérnou vahou 250 g po 7 dni. Testované
latky byly podavany jako 0.5% vodné roztoky s (karboxymethyl)celul6zou 1 h pfed
vyvolanim ulcerativni kolitidy. Ta byla vyhodnocovana klinicky (ztratou vahy, nalezem
rektalnich prolapsu, nalezem krve ve stolici, konzistenci stolice), patologicky

(krvacenim do stfeva, zménou délky stfeva) jako pomér postizenych a celkovym
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poctem testovanych zvifat a nebo jako procentualni zastoupeni proti kontrole, a

histologicky (hodnoceni pomoci skére 0 az 3).

Hodnoceni aktivit studovanych latek v modelu ulcerativni kolitidy bylo
provadéno panem MUDr. Miloslavem Kverkou a pani. prof. MUDr. Helenou
Tlaskalovou DrSc. na Mikrobiologickém ustavu AV CR, Praha 4, CR.

3.3 Hodnoceni lipofility

Pro hodnoceni celkové lipofility studovanych molekul byly pouzity hodnoty log
P, které byly ziskany vypo¢tem pomoci programu KOWWIN, ver. 1.63. Tento
program vyuZziva aditivity logaritmu rozdélovaciho koeficientu a je zaloZen na
fragmentovém pfistupu dle Lea a Hansche'®. Pro porovnani byly experimentalné
stanoveny hodnoty kapacitnich faktort k, které byly ziskany metodou HPLC s
reverzni fazi. Jako stacionarni faze byl pouzit Thermoquest Hypersil ODS, mobilni
fazi byla smés acetonitrilu s pufrem o pH 5.75. V regresnich rovnicich byl pouzit
log k, ktery je umérny zménam Gibbsovy energie pfi separaci latky

v chromatografickém systému.

3.4 Analyza kvantitativnich vztahti mezi strukturou a
biologickou aktivitou

K vzajemnému porovnani antileukotrienovych aktivit, pfipadné k optimalizaci
137,138

struktury pfipravovanych latek byla pouZita metoda regresni analyzy , pfi Cemz
jako fyzikalné chemické parametry byly pouzity hodnoty log P a log k k charakterizaci
lipofility a hodnoty substituentovych polarnich konstant ¢ ke kvantifikaci
elektronovych efektl. Regresni rovnice byly vypocéteny pomoci programu
Statgraphics Program U.S. Version 4 (STSC Inc., USA)., pfi éemZ k vypoctu
regresnich koeficientl byla pouzita vicenasobna regresni analyza. Statisticka
vyznamnost rovnic byla hodnocena pomoci vicenasobného korela¢niho koeficientu r,
standardni odchylky s, Fischer-Snedecorova kriteria F a jednotlivych regresnich
koeficientl pomoci Studentova t-testu. Hladina statistické vyznamnosti p byla nizsi

nebo rovna 0.005 (vyjimky jsou v textu uvedeny).
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4 Diskuse

4.1 Hodnoceni biologické aktivity

VSechny latky 1c-20c byly podrobeny hodnoceni antileukotrienové aktivity in
vitro testovanim inhibice LTB,4 biosyntézy jako méfitka inhibice enzymu 5-
lipoxygenazy. Prvni skupina derivatu aryloctové kyseliny 1c-8c byla také podrobena
testu afinity k LTB4 receptorim, ktera je nutnym predpokladem pro antagonistickou
aktivitu k tomuto leukotrienu. Obé antileukotrienova hodnoceni byla vyjadfena jako
koncentrace 1Cso zpUsobujici 50% inhibici LTB,4 biosyntézy nebo 50% vazbu na LTB,4
receptor. Fenethylamido derivaty 1c a 2c, nesubstituované methylem na N-atomu,
jsou v modelu inhibice LTB4 biosyntézy neucinné, Ize tedy pfedpokladat, ze
pfitomnost terciarniho dusiku pravdépodobné stimuluje antileukotrienovou aktivitu

studovanych latek.

Tabulka 6. Souhrn biologického hodnoceni série aryloctovych kyselin

) vazba na LTB4 Carrag. Usni edém
I:a’atka Log P| Log k LTB, receptor biosyntéza edém
Cislo . % inhibice
IC50% | Log(1/IC50) | IC50? | Log(1/IC50) |% inhibice x 5b
1c 5.44 [ 0.089 [ n.d. - >100¢ - p>005| 23 0
2c 5.01 |-0.079| n.d. - >100¢ - p>005| 23 7.7 (3)
3b 5.16 | 0.166 || 17.5 4.757 40 4.398 39 20 p >0.05
3c 5.65 | 0.287 || 4.7 5.328 20 4.699 30 445 |p>0.05
4b 473 1 0.013]67.0| 4.174 |>50¢ - p>0.05| 14 |p>0.05
4c 522 | 0.120 || 8.6 5.065 32 4.495 0 21 p > 0.05
5c 6.20 | 0470 1.1 5.959 10.0 5.000 14 44 p > 0.05
6¢c 6.20 | 0.471 | 0.7 6.180 10.5 4.979 p > 0.05 20 24.0
7c 6.54 | 0.468 || 1.7 5.770 14.5 4.839 39 35 0
8b 5.62 | 0.193 || n.d. - n.d. - 3! 38 p >0.05
8c 6.11 | 0.354 || 1.9 5.721 9.5 5.022 27 375 |p>0.05
9b 581 | 0.253 || 2.4 5.620 16 4.796 12 20 p > 0.05
9c 6.30 1 0.364 || 1.2 5.921 11.2 4.951 32 23 p > 0.05
zileuton|| n.d. nd. [>100° - 0.01° - 46 p>0.05] 13.0

v uM koncentracich; ? inhibice A:edém usniho boltce, B: hyperémie ugniho boltce
° hodnoceno jako cyklohexylamoniova sul; ¢ nepogitano do korelace
nd ... pod mezi stanoveni aktivity; (s) ... stimuluje
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Studované arylalkanové kyseliny 1c-20c byly také posléze testovany pro

potvrzeni protizanétlivého ucinku ve dvou in vivo modelech zanétu, tj. v

carrageenanem vyvolaném otoku u krys a v usnim zanétu u mysi vyvolaném

arachidonovou kyselinou. Tyto ucinnosti byly vyjadfeny jako procento inhibice ve

srovnani s nelé€enou kontrolni skupinou.

Tabulka 7. Souhrn biologického hodnoceni série arylalkanovych kyselin

. LTB4 biosyntéza Carrag. edém UsSni edém
Latka ) b | Log % inhibi
gislo | 9 951 1cs0* | Logancsoy| % inhibice = i 'Csb
10b°¢ 5.58 0.344 100 4.000 9.2 19 3.7 (s)

10c 6.07 0.458 31 4,523 63 19 0
11b°¢ 6.22 0.432 9.1 5.041 nd nd nd
1llc 6.71 0.554 5.6 5.252 44 37 0
12b 6.02 0.324 11 4,959 61 23 3.7 (s)
12¢c 6.51 0.451 10 5.000 30 13 p > 0.05
13b 537 | 0.175 nd - 26 12 [ 7.4(s)
13c 5.86 0.267 8.1 5.092 27 20 11.0 (s)
14b°¢ 6.44 0.502 8.2 5.086 nd nd nd
14c 6.93 0.604 10 5.000 37 10 7.4
b5a 6.02 0.231 9.5 5.022 36 12 p > 0.05
15b 6.51 0.451 12 4,921 30 13 p > 0.05
15c 7.00 0.600 16 4,796 38 22 p > 0.05
16a 6.44 0.380 19 4,721 14 14 3.7(s)
16b 6.93 0.636 7.5 5.125 nd 16 p > 0.05
16¢c 7.42 0.752 10 5.000 56 22 p > 0.05
17a 4.66 | -0.089 20 4.699° 38 16 |[p>0.05
18a 5.31 0.081 47 4,328 43 9.4 p > 0.05
18b 5.81 0.336 8.5 5.071 13 21 3.7 (s)
18c 6.30 0.462 8.7 5.060 20 22 6.7
19a 4.88 | -0.061 nd - 10 23 0
19b 5.37 0.166 nd - 20 16 p > 0.05
19c 5.86 0.274 13 4.886 5.5 (s) 23 0
20b 6.76 0.617 5.7 5.244 30 12 0
20c 7.25 0.755 5.6 5.252 22 26 p > 0.05
zileuton n.d. n.d. 0.01¢ - 46 p>0.05] 13.0

% v uM koncentracich; ® inhibice A:edém usniho boltce, B: hyperémie usniho boltce
° hodnoceno jako cyklohexylamoniova stl; ¢ nepogitano do korelace

nd ... pod mezi stanoveni aktivity; (s) ... stimuluje
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Vybrané latky (celkem 21 substanci) byly rovnéz podrobeny hodnoceni
protizanétlivé aktivity v in vivo modelu ulcerativni kolitidy vyvolané dextransulfatem
sodnym u mysi. jako standard byl pouzivan sulfasalazin. Hodnoceni ulcerativni
kolitidy bylo vyjadieno klinicky (ztrata vahy, vznik rektalniho prolapsu, nalez krve ve
stolici, konzistence stolice), patologicky (sledovani krvaceni do tlustého streva,
mérfeni délky stfeva) a histologicky. Vysledky hodnoceni studovanych potencialnich
antileukotrienik a protizanétlivé uc€innosti jsou shrnuty v tabulkach 6 a 7, hodnoty

dokumentujici u€inek v modelu ulcerativni kolitidy jsou znazornény v tabulce 8.

Tabulka 8. Souhrn hodnoceni v modelu ulcerativni kolitidy

Latka | Rektami|  Sfevni [ 2trata | Délka | .
. Stolice krvaceni vahy | stieva | Histologie
Cislo prolaps
(%) (%)
small | large
2c 2/5 0/5 0/5 4/5 19.7 82 1.6
3c 3/5 0/5 0/5 2/5 15.6 106 1.3
5¢c 4/5 0/5 0/5 3/5 8.6 109 15
[ 2/5 0/5 0/5 3/5 21.4 92 1.1
7c 1/5 0/5 0/5 1/5 4.1 122 15
8b 2/5 0/5 0/5 3/5 16.5 111 1.0
8¢ 0/5 0/5 0/5 0/5 15.6 118 0.5
9b 5/5 0/5 0/5 5/5 25.5 86 1.7
10c 5/5 0/5 1/5 5/5 19.9 93 1.4
11c 0/5 0/5 0/5 3/5 17.7 97 1.2
12b 4/5 0/5 0/5 5/5 27.0 84 2.1
13b 5/5 0/5 5/5 5/5 32.6 80 2.2
13c 3/5 0/5 0/5 5/5 19.9 85 1.7
15a 4/5 0/5 0/5 5/5 17.0 96 1.4
15¢ 3/5 0/5 0/5 5/5 20.6 87 1.3
16b 5/5 0/5 0/5 3/5 95,0 95 1.3
16¢ 0/5 0/5 0/5 3/5 16.3 99 1.0
17a 0/5 0/5 0/5 1/5 9.9 112 0.5
19a 2/5 0/5 0/5 2/5 16.3 98 1.3
19c 4/5 0/5 0/5 5/5 215 82 1.3
20c 1/5 0/5 0/5 4/5 19.2 92 1.2
kontrola 5/5 1/5 2/5 5/5 17.4 100 15
sulfasalazin 2/5 0/5 0/5 4/5 16.6 102 1.3
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4.2 QSAR analyza

4.2.1 Hodnoceni lipofility

Pro hodnoceni celkové lipofility studovanych molekul byly pouzity jednak
hodnoty log P, jednak log k, ziskané metodou RP HPLC. Vztahy mezi vypoctenymi
hodnotami log P v systému n-oktanol-voda a experimentalnimi hodnotami log k jsou
vyjadfeny rovnicemi 1 a 2, kde n; je pocet aryloctovych kyselin 1c-8c a n; je pocet
arylalkanovych kyselin 9b-20c pouzitych pro korelace, r, s a F jsou statisticka kritéria.
Regresni rovnice 1 nevykazuje zadné systematické odchylky od linearity, stejné tak i
rovnice 2. Mizeme tedy tvrdit, Ze se intramolekularni hydrofobni interakce
aromatickych kruht neuplatiuji pfi chromatografickém déleni, nebot pfi vypoctu

hodnot log P nejsou Zadné korekce na intermolekularni hydrofobni vazby uvazovany.

log k = 0.299 (+0.109) log P + 1.457 (+0.625)
n, =13, r=0.925,s=0.068, F = 72.0, p = 0.01 (1)

log k = 0.305 (+0.052) log P — 1.490 (+ 0.320)
n, = 25, r=0.966, s = 0.058, F = 336.4, p = 0.005 (2)

Pouziti polarnich konstant o, substituentll na fenethylovém jadre a
indikatorové proménné Iyu, ktera charakterizuje pfitomnost methylu na atomu dusiku
v amidické skupiné, jak je vidno v regresni rovnici 3, vyrazné upfesfiuje vztah mezi
obéma lipofilnimi parametry pro aryloctové derivaty 1c-8c. PfiCiny ¢astych
nepfesnosti v korelacich mezi log P a logaritmem retencniho faktoru jiz byly
mnohokrat fegeny™39140141:142 v/ regresni rovnici arylalkanovych derivat(i 9b-20c
zavedeni o konstant substituentdl na aromatickém jadfe arylalkanovych kyselin
korelaci nijak vyrazné nevylepsilo.

log k =0.273 (£0.075) log P + 0.141 (£0.099) Inn - 0.230 (2£0.226) 01 — 1.422 (£0.404)
n=13,r=0.973,s=0.041, F=73.2,p=0.01 (3)

Kombinaci 35 latek (NH derivaty 1c a 2c nebyly soucasti korelace pro
prakticky zadny ucinek) byla ziskana regresni rovnice 4. Tentokrat zavedeni o

konstant substituentl na fenethylovém aromatickém kruhu neni statisticky vyznamné
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na hladiné p = 0.005, pravdépodobné vzhledem k malému poctu takto
substituovanych latek v hodnocené sérii.

log k = 0.294 (£ 0.041) log P — 1.420 (+ 0.252)
n=36,r=0.964, s = 0.056, F = 456.3, p = 0.005 (4)

4.2.2 Regresni analyza antileukotrienovych aktivit

4.2.2.1Inhibice vazby na LTB4 receptor

Rovnice 5 a 6 byly odvozeny pro inhibici vazby na LTB4 receptor; hodnota
ICs0 znadi koncentraci, ktera zpusobi 50% inhibici vazby LTB4 na receptor. Z obou
rovnic je zfejmé, ze parabolicka zavislost na lipofilité je statisticky vyznamnéjsi nez
zavislost linearni. Jelikoz tato u€innost byla hodnocena pouze ve skupiné
aryloctovych kyselin 1c-8c, bude ji vénovana samostatna ¢ast. Optimalni hodnota
lipofility vypocétena pomoci rovnice 6, log Pox je rovna 6.57. Neaktivni fenethylamino
derivaty 1c a 2c nebyly do regresni analyzy zafazeny

log (1/ICsp) = 0.993 (£(10.429) log P - 0.301
n=10,r=0.932, s =0.226, F =60.4, p = 0.01 (5)

log (1/ICsp) = 7.044 (+5.279) log P - 0.536 (+10.467) (log P)? - 17.199 (+(114.785)
n=10,r =0.963, s = 0.169, F = 57.9, p = 0.05 (6)

4.2.2.2Inhibice biosyntézy LTB,

Rovnice 7 a 8 byly odvozeny pro inhibici biosyntézy LTB, v sérii aryloctovych
kyselin. V rovnicich 7 a 8 je ICso hodnota koncentrace pusobici 50% inhibici
biosyntézy LTB,4. Optimalni hodnota lipofility, log Pox je tentokrat rovna 6.24 a byla
stejné jako v pfedchozim pfipadé spocitana z parabolické zavislosti vyplyvajici
z rovnice 8. Jak vidno lezi velmi blizko pfedchozimu optimu. Opét nejsou v regresni
analyze zahrnuty neaktivni latky 1c a 2c.

log (1/1Cs0) = 0.411 (+0.287) log P + 2.369 (+1.703)
n=9,r=0.869,s=0.112 F=251,p=0.01(7)

log (1/1Cs0) = 5.936 (+5.627) log P - 0.476 (+0.471) (log P)? - 13.549
n=9,r=0.954,s=0.068, F=41.1, p=0.01 (8)
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Ve skupiné derivatl 9b-20c bylo zjisténo, ze pfitomnost methylu v a-poloze
na karboxylu znacné ovliviiuje inhibici LTB,4 biosyntézy. Vliv methylu se neprojevuje
pouze v mirném navyseni aktivity, ale také posunem optima lipofility k vySSim
hodnotam. A tak méla dosazena celkova regresni analyza vSech studovanych
substanci nizkou statistickou vyznamnost (r <0.7). Rozdéleni do dvou skupin
arylalkanovych kyselin liSicich se ne/pfitomnosti zmifiovaného a-methylu na nosici
karboxylu se nakonec ukazalo jako nutné pro dosazeni odpovidajicich regresnich
rovnic. Ziskany byly dvé rovnice 9 a 10, prvni pro a-nesubstituované a druha pro a-
methyl substituované derivaty. Optimalni hodnoty lipofility vyjadfené pomoci log Popt
byly dle regresnich rovnic spocitany na 6.29 (rovnice 9) a 6.98 (rovnice 10). Z rovnic
se da také vypocitat odpovidajici optimum uc€innosti log (1/1Csp)opt, které Cini 5.09,
resp. 5.17. Tento posun nelinearnich zavislosti vysvétluje pro¢ se nepodafilo zlepSit
statistickou vyznamnost zavislosti na lipofilité pouzitim linearizovaného
biexponencialniho modelu’*. Dal$im divodem je pravdépodobné asymetrické
usporadani experimentalnich dat na ose lipofility.

log (1/1Cs0) = 8.657 (+ 6.826) log P — 0.688 (+ 0.530) (log P)* — 22.144 (+ 20.146)
n=10,r=0.877,s=0.108, F = 16.0, p = 0.005 (9)

log (1/1Cs0) = 8.343 (+ 7.284) log P — 0.597 (+ 0.557) (log P)? — 23.979 (+ 23.706)
n=11,r=0.896,s=0.170, F = 21.4, p =0.01 (10)

Zvétsenim celé skupiny a-nesubstituovanych kyselin o skupinu aryloctovych
kyselin dostaneme regresni analyzou rovnici 11. Dosazena statisticka vyznamnost je
lepSi nez u rovnice 7, optimum lipofility pfitom zdstava témeér stejné, log Py je rovna
6.27. Tato spole¢na rovnice vyjadfujici zavislost na lipofilité vypovida alespon o
stejném misté ucinku obou skupin.

log (1/ICs0) = 6.574 (+ 3.284) log P — 0.524 (+ 0.274) (log P)? — 15.621 (+ 9.820)
n=19,r=0.891,s=0.102, F = 36.6, p = 0.005 (11)

Porovnani kvadratickych rovnic 6 a 8 v sérii aryloctovych ukazuje rozdilné
vlastnosti vzestupné ¢asti paraboly. Bylo proto provedena hodnoceni vzestupné
linearni ¢asti vztaht obou aktivit na lipofilité. Pro inhibici vazby na LTB, receptor byla
pro vzestupnou linearni ¢ast paraboly ziskana rovnice 12. Rovnice 13 odpovida

vzestupné linearni ¢asti pro inhibici biosyntézy LTB4. Smérnice téchto linearnich
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zavislosti naznacuiji, Zze oba modely (rovnice 12 a 13), maji jiné misto ucinku, nebot
zména Gibbsovy energie intermolekularnich hydrofobnich interakci je v obou mistech
ocividné rizna.

log (1/ICso) = 1.184 (0.370) log P + 1.321 (+2.093)
n=8,r=0.976,s=0.145 F = 140.8, p = 0.01 (12)

log (1/ICsp) = 0.604 (£0.064) log P + 1.282 (£1.012)
n=5,r=0.991, s =0.025, F=213.2, p =0.01 (13)

Pouzitim naméfenych hodnot log k vede k rovnicim 14, 15 a 16, které maji
nizkou celkovou statistickou vyznamnost ve srovnani s rovnicemi 8, 9 a 10.
Kvadratické Cleny rovnic 14 a 15 maji také vyznamné nizsi hladinu statisticke
vyznamnosti (p = 0.2). Tato diskrepance muze byt pravdépodobné vysvétlena
faktem, Ze hodnoty log k neupiné charakterizuji lipofilitu studovanych latek.

log (1/ICs0) = 4.491 (+4.490) log k — 4.912 (+4.411) (log k)* + 3.930 (+0.960)
n=9,r=0.865s=0.113, F=12.8 (14)

log (1/1Cso) = 6.467 (+(16.398) log k — 5.336 (+4.931) (log k)? — 4.129 (+0.760)
n =10, r=0.936, s = 0.220, F = 32.7 (15)

log (1/ICso) = 5.442 (+ 3.058) log k — 6.734 (+ 4.501) (log k)? + 3.907 (+ 0.482)
n=19,r=0.841,s=0.123, F = 22.8, p = 0.005 (16)
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5 Zavéry

V ramci disertaCni prace bylo celkem pfipraveno nékolik desitek slou€enin,
z nichz vétSina nebyla dosud popsana v literature. Produkty byly charakterizovany
teplotami tani, elementarni analyzou, *H NMR popt. **C NMR spektry. V$echny latky
byly testovany alespon v jednomu modelu antileukotrienové aktivity a alespon
v jednom z modell zanétu. Byly provedeny QSAR analyzy vztaha u€inkd jednotlivych
substanci vzhledem k jejich vypoctené i experimentalné ziskané hodnoté lipofility.

V predchozi kapitole uvedené regresni zavislosti naznacovaly, Ze
nejucinnéjsi budou derivaty 2-arylpropanové kyseliny 1, 2 &i 11, jejichz lipofilita se
velmi blizi té spocCitané log Pop: (= 6.97). Ale celkové strukturalni zmeény na nosici
karboxylu studovanych substanci nevykazaly podstatny narust inhibice LTB4
biosyntézy ve srovnani obou skupin derivatu.

Vztahy mezi jednotlivymi u€innostmi, hlavné pokud jsou hodnoceny
v rbznych in vitro a in vivo modelech, mohou byt zna¢né ovlivnény rliznymi
mechanismy transportu biologickym systémem. Pfesto, alespon v pfipadé
v modelech zanétu jsou také ucinné v [é€bé ulcerativni kolitidy. Toto potvrzuji latky
3c, 7c, 8c, 11c, 16c, 19a a 20c. Bohuzel latka 6¢ patfici mezi ty u€inné v ulcerativni
kolitidé, tuto teorii plné nepodporuje. Navic mozny vztah inhibice LTB4 biosyntézy a
ulcerativni kolitidy upIné boura latka 17a, ktera je vysoce ucinna v modelu UC, ale
témér neucinna v inhibici LTB4 biosyntézy. S ohledem na blizké hodnoty log P, zde
nemuze hrat roli transport na misto uc€inku, a tak tim nelze rozumné vysvétlit
objevené odchylky. N&které pfipravené substance jsou uginné v fadech 10> az 10~
molarnich inhibi¢nich koncentracich (ICsp) v obou antileukotrienovych aktivitach.
Neékolik jiz zmifiovanych latek, konkrétné 6c, 7c, 8c, 11c, 16c a 20c, které jsou silné
aktivni v inhibici UC jsou taktéz znacné ucinné v antileukotrienovych testech. Takeé
v tomto pfipadé existuji vyjimky a latky 5c¢, 9c, 13c, 18b a 20b nejsou aktivni
v modelu UC, pfestoZze jsou to ucinna antileukotrienika v obou in vitro testech.

Lze konstatovat, Ze na urcité kvalitativni hladiné existuje vztah mezi
ucinnosti LTB,4 biosyntézy a u€inkem v modelu usniho zanétu, a tedy prvné
jmenovany je podminkou pro inhibici usniho zanétu. Jednim z moznych vysvétleni

muze byt pfitomnost dalSi funk&ni skupiny, napf. karbonylu a jeji pozitivni vliv na
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inhibici UC, ale ne tak na dalSich dva zbyvajici modely. Lze také konstatovat, Ze
pokud existuje vztah mezi inhibici LTB4 biosyntézy a inhibici ulcerativni kolitidy, je
mozna prekryt dalSim moznym mechanismem patologického procesu.

Nicméné v prezentované relativné malé skupiné latek se najde hned nékolik,
které vykazuji vyssi (7c, 8c, 11c, 16¢c, 17a, 20c), a nebo stejnou (3c, 6¢, 8b, 19a)

ucinnost v inhibici UC jako standard sulfasalazin.
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6 Souhrn

Byla pfipravena série derivatd arylalkanovych kyeliny obsahujici
methyl(fenethyl)amino skupinu a byly hodnoceny jejich antileukotrienové aktivity uzce
souvisejici s LTB4. Regresni analyza prvni skupiny derivati arylotové kyseliny
ukazala silnou zavislost u€innosti téchto latek na lipofilité jak v inhibici vazby na LTB4
receptor, tak v inhibici LTB4 biosyntézy. Byly ziskany parabolické zavislosti. Hodnoty
sklonu vzestupnych linearnich Casti téchto zavislosti ukazuji, ze existuji dva rtizné
typy hydrofobnich vazeb v misté interakce ligandu s pfislusnou biomakromolekulou v
obou modelech. Regresni analyzy o-methyl a a-nesubstituovanych derivatd
alkanovych kyselin nevykazaly vyrazné rozdilné parabolické zavislosti aktivit na
lipofilité. Zavislost ziskana pro oa-nesubstituované alkanové kyseliny rozSifena o
skupinu derivatl aryloctovych kyselin byla beze zmén regresnich koeficientu a
statistické vyznamnosti. Lze Fici, Ze nejaktivnéjSimi jsou derivaty 2-arylpropanove
kyseliny s lipofilitou blizkou log Pop, které ¢&ini 6.98. Protizanétliva aktivita
studovanych latek byla vyhodnocena ve tfech zvifecich modelech zanétu a bylo
sledovano jejich pfipadné vyuziti v terapii ulcerativni kolitidy. Lze tvrdit, ze na urcitém
kvantitativni hladiné existuje vztah mezi aktivitou v modelu inhibice LTB,4 biosyntézy a
aktivitou v modelu usniho uanétu a prvné jmenovana je podminkou druhé. Mozny
vztah mezi inhibici LTB4 biosyntézy a inhibici ulcerativni kolitidy je vazné narusSen

latkou 8a, ktera obsahuje jako dalsi funk&ni skupinu jeden karbonyl navic.
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7 Summary

A series of arylalkanoic acids derivatives bearing methyl(phenethyl)amino
groups were prepared and their antileukotrienic activities involving LTB, were
evaluated. Regression analysis of the first group of derivatives of arylacetic acid has
shown a strong dependence of these activities on lipophilicity for both LTB,4 receptor
binding and inhibition of LTB,4 biosynthesis, parabolic relationships were derived. The
values of slopes of the ascending linear parts of these dependences indicate various
types of hydrophobic binding at the site of ligand interaction with relevant
biomacromolecules. Regression analysis showed the slightly different parabolic
dependences of this activity on lipophilicity of a-methyl and a-unsubstituted alkanoic
acids derivatives. The relationship derived for a-unsubstituted alkanoic acids
extended by group of similar derivatives of arylacetic acids was without any change
of regression coefficients and statistical criteria. It was concluded, that the most
active compounds belong to 2-arylpropanoic acids derivatives with lipophilicity close
to log Pop (= 6.98). The antiinflammatory effect of the compounds under study was
evaluated in three animal models of inflammation and their possible utilization in the
treatment of ulcerative colitis was followed. It can be stated that the relation between
inhibitory activities of LTB,4 biosynthesis and of ear lobe edema exists on some
qualitative level and the first one is the prerequisite for ear edema inhibition. Possible
relation between LTB, biosynthesis inhibition and ulcerative colitis is seriously broken

by the compound 8a including carbonyl as the additional functional group.
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