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(57) Anotace

alkyl-fosfalipidu PNAE(s) (plasmanyl-(N-
-acyl)-ethanolaminu) se selektivnim proti-
nddorovym u&inkem z 1-0-alkyl-2-acyl-fosfa-
tidyl-ethanolaminu isolovaného mirnou alka-
lickou methanolysou z vajeénych fosfolipidd
extrahovanych z normdlnich vaje&nych Zlout-
ka slepi&ich vajec. Reseni se tykd také
vyuzitl PNAE(s) v protinddorové therapii.

" Uvedenou technologii ptipravy PNAE(s) je
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mo?no pouit v pramyslovém mé&fitku a také
k synthese prepardtl PNAE(s) zna&enych
{14C] -mastnymi kyselinami v N-acylové sku-
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Vyndlez se tykd zpisocbu semisyntetické ptipravy alkyl-fosfolipidu se selektivnim pro-
tinddorovym G&inkem, l-O-alkyl-Z—acyl-sn-glycero—3—fosfo—(N—acy1)—ethanolaminu, tj. plasma-
nyl-(N-acyl)-ethanolaminu (PNAE(s)). Zpisob ptfipravy PNAE tj. alkyl-fosfolipidu z oploze-
nych slepiéich vajec a slepicich embyrii, jeho chemickou strukturu a protinddorové u&inky
jsou popsdny v &s. autorském osvéddeni &. 252177. '

Na rozdil od bioprepardtu PNAE isalovaného z oplodnénych slepi&ich vajec respektive
slepitiich embryi zpracovanych podle &s. autorského osvadéeni &. 252177 je pfedm&tem tohoto
vyndlezu novy zpUsob semisyntetické pripravy PNAE(s), vychdzejfci z normdlnich Zloutkd
(N2) neoplodnénych slepi&ich vajec. Je zndma a byla popsédna isolace celkovych lipidd z va-
jeénych Zloutkd, délent fosfolipidd a neutrdlnfch lipidd srdtenim fosfolipidd acetfonem pti
4 9¢ a isolace fosfatidyl-ethanolaminavych fosfolipida (PE) (tj. smési l-0-alykl-2-acyl-sn- -
~-glycero-3-fosfo-ethanaolamind (alkyl-acyl-PE) a 1,2-diacyl-PE) preparativnt chromatografif
na kolon& silikagelu (Kieselgel 60, MERCK, nebo SILPEARL, UV 254, Sklérny Kvalier, Votice)
v systému rozpouitédel chloroform a methanol. Alkyl-acyl-PE, ktery tvofi asi 3 % fosfati- -
dyl-ethanolaminovych fosfolipidd ve vajegném 2loutku, je eluovén z kolony spoleéné& s 1,2-
-diacyl-PE (asi 97 % PE) pfi koncentraci 20 % aZ 30 % methanolu v chloraoformu. Podle vynd-
lezu se alkyl-acyl- PE oddél{ do 1,2-diacyl-PE mirnou alkalickou hydrolysou uvedenych fosfo-
lipidt v bezvadém methanolu, obsahujicim 0,5M NaOH pfi teploté 4 °c po dobu 20 minut. Za -
tdchto podminek je hydrolysovdn pouze 1,2-diacyl-PE, zatimco alkyl-acyl-PE zistdvd nehydro-
lysovdn v methanolickém roztoku. Po neutralisaci hydroxydu sodného (0,5M NaQH) éM kyseli-
nou chlorovodikavou pfi 4 O¢ (chlazeno ledem) na pH 7,0 se pfidd k neutrdlnimu roztoku stej-
ny objem destilované vody a dva objemy chloroformu (p.a.) a ttepdnim se extrahuje alkyl-~
-acyl-PE do chloroformové féze, Chloroformovy roztok se oddél{ (bud se odd&li spodn{ chlo-
roformovd féze v délici ndlevce, nebo odstfedénim ve velkych sklenénych kyvetdch 15 min.
pfi 2 000 obr./min.), ptefiltruje se ptes 2 vrstvy filtraéniho papiru a chloroform se odpa-
*1{ ve vakuu pti 37 °C na rotaéni vakuové odparce. Alkyl-acyl-PE zbyvajici v odparku se pte-
gist{ bud preparativai chromatografii v tenké vrstveé silikagelu (desky MERCK, Kieselgel-é60,
" 20 x 20 cm, sila vrstvy 0,25 mm), nebo chromatografii na sloupci silikagelu (MERCK, Kiesel-
931160, 230-400 mesh) 2 x 15 cm v soustavé chloroform - methanol ve stoupajicim gradientu
meéthanolu od 0 a2 30 % methanolu v chloroformu. ’

Chromatograficky &isty alkyl-acyl-PE je ddéle pouZit jako prekursor pro chemickou N-
-~acylaci kyselinou palmitovou (nebo jinymi vy3simi matnymi kyselinami) na N acyl derivét,
tj. semisynteticky prepardt plasmanyl- (N-acyl)-ethanolaminu, PNAE(s). Jednostunové N-acyl-
ace 1-0-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo-ethanolaminu kyselinou palmitovou (modifikace
metody popsané pro synthesu 1,2-diacyl-sn-glycero- 3-fosfo-(N- [1 - C]palmxtoyl)ethanolaml-
nu autory P. C. Schmid, P. V. Reddy, V. Natarajan a H. H. 0. Schmid: J. Biol. Chem., 258, : A
9302, 1983) se provadi preinkubac{ kyseliny palmitové s ekvimoldrnim mnoistvi carbonyldi- .
imidazolu v bezvadém benzenu (p.a.) pPi 40 QC po dobu 4 hodin. K tomuto roztoku se pkidé
roztok alkyl-acyl-PE (ekvimoldrni vzhledem ke kys. palmxtové) ve smési bezvodého pyridinu
(p.a.) a benzenu (v pom&ru 1 : 5 v/v) obsahujict N,N-dimethyl-4-aminopyridin (katalysdtor
N-acylace) v mno?stvi 2 mol-ekvivalenty vzhledem ke kyselind palmitové v inkubované smési.

N-Acylace alkyl-acyl-PE probihéd pfi 40 O¢ v benzenu a pyridinu (10 : 1, v/v) po dobu 20
hodin. Po odpafen{ benzenu a pyridinu ve vakuu (rotaéni vakuovd odparka) se vyCisti semi-
synteticky prepardt PNAE(s) rozpudtény v chloroformu chromatografif{ na koloné silikagelu
{MERCK, Kieselgel-60) nebo preparativni chromatografif v tenké vrstvé silikagelu (desky
MERCK, 20 x 20 cm, sfla vrstvy 2 mm, Kieselgel-60, F254) v soustavé chlopoform/methanol/
konc.NH40H/voda (65 :+ 25 : & : 2, v/v). PNAE(s) migruje v této soustavé s hodnotu Rf =

= 0,81, '

gznaten{ PNAE(s) se uvddi pro prepardt PNAE ptipraveny z alkyl-acyl-PE touto semisyn-
thetickou metodou. Prepardt PNAE(s) mé4 protinddorovy, selektivng cytolyticky G&inek na lid-
ské nadorové bunky v tkdnové kultute. C4stednd synthesa PNAE(s), fyzikdlni charakteristiky
a biologickd aktivita tohoto semisynthetického prepardtu potvrzuji sprdvnost chemické struk-
tury, kterd byla s analysami bioprepardtu PNAE isolovdna z kufecich embryif a z prepardtu
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caCPL vypracovéna a publikovéna dfive.J. Kdra a spol., NEOPLASMA, 33, 187 - 205 (1986).
Prepardt PNAE(s) neni toxicky in vivo pti 10 x opakované s.c.iinjekci mySim C57B1 v dévce
200 mg/l kg fivé vahy. Prepardt PNAE(s) se vyznafuje také vy33im stupn&m chemické Cistoty
ve srovnadni s bioprepardtem PNAE isolavanym z kufecich embryii, protoZe neobsahuje 1,2-di-
acyl-PE a odpovidd chemickym charakteristikdm 1-0-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo-(N-acyl)-
ethanolaminu. ‘

N-Acylace alkyl-acyl-PE, ktery byl isclovén podle vyndlezu z biologického materidlu
(vajetnych 2loutk() a md proto norméini strukturu pfirodniho fosfolipidu, probihd s velmi
dobrym vyt&zkem PNAE(s) (85 % a% 95 % teorie). Z uvedenych davodd semisynteticky prepardt

" PNAE(s) nenf toxicky in vivo a md stejnou biologickou (protinddorovou) déinnost jako bio-

prepardt PNAE isolovany z kufecich embry{ (J. Kdra a spol., NEOPLASMA, 33, 187-205, 1986).

Vyhodou semisynthetické metody pffpravy PNAE(s) podle vyndlezu je moZnost ziskdn{ to-
hoto chemicky &istého alkyl-fosfolipidu ve vét3im vytéZku, s men3imi vyrobnimi ndklady a
rychleji, nezli u zpGsobu isolace PNAE ze slepicich embryi. Ekonomické vyhody tohoto nové-

" ho zpOsobu semisynthetické pripravy PNAE(s) podle vyndlezu, pro pramyslovou vyrobu tohoto

protinddorového prepardtu, jsou tedy ztejmé.

Pfitomnost alkyl-lyso-glycerofosfo-ethanolaminu ve fosfolipidech isolavanych ze Zlout-
k4 slepidich vajec popsali poprvé Carter a spolupracovnici ji? v roce 1958 (Carter H. E.,
Smith D. B., Jones 0. N., J. Biol. Chem., 232, 681, 1958). Un-Hoi-Do a S. Ramachandran
(3. Lipid Res. 21, 888 - 894 (1980)) charakterisovali fosfolip}dy z vajefnych Zloutkd re-
lativné stabilni p#i mirné alkalické hydrolyse (0, 6N-NaOH v methanolu, hydrolysa fosfo-
lipidd p#i 20 ® az 25 9C 1 hodinu) jako l-0-alkenyl a 1-0~alkyl-sn-glycero-3-fosfo-ethano-
lamin (alkyl-lyso-PE), které tvoff{ asi 1 % z celkovych fosfolipid®i obsazenych ve vaje&ném
sloutku. Tito autofi v8ak neuvéd@jf isolaci alkyl-acyl-PE z vaje&nych fosfolipida, proto-
je jimi pou?ité metody alkalické hydrolysy fosfolipidd isolovanych z vajednych Zloutkld ve-
dou k degradaci alkyl-acyl-PE na alkyl-lyso-PE. Metoda podle vyndlezu umoznuie isolaci
alkyl-acyl-PE, ptirodniho alkyl-fosfolipidu jako prekursoru pro synthesu PNAE(s).

Ptiklad
1Y P¥iprava PNAE(s) podle vyndlezu
a) Isolace celkovych lipidd a fosfolipidd z normalnich vajdenych Zloutkd.

Ze %edesdti normélnich, neoplodné&nych slepi&ich vajec byly isolovény zloutky (NZ)
(celkavd vaha NZ = 1 160 g). Celkové lipidy byly extrahovdny ze Zloutkd objemem 1,5 litru
sm&si chloroform a methanol (2 : 1, v/v). Smé&s byla tfepana ve 3-litroveé lahvi se zdbrusem
1 hodinu a ponechdna v lednici pfes noc. Po protfepédni byla smé&s odstfed&na ve velkych skle-
nénych kyvetdach (15 min. pfi 2 000 obr.(min.). Spodni chloroformovd féze z kyvety byla pfe-

nesena pipetou do &isté lahve se zabroudenou zétkou, ptefiltrovdna ptes dvé vrstvy filtrac-

niho papiru a filtrdt odpafen v rota&ni vakuové odparce. Viha odparku (tj. vyté&Zek celko-
vych lipidt) = 225 g (t3. ptiblizn& 20 % vahy vajEenych 2loutkd).

b) Déleni fosfolipidd od neutrdlnich lipidd z N7 (srédzeni fosfolipidd acetonem).

120 g celkovych lipidt z NZ (olejovité kapalina) bylo po &dstech nalito do 400 ml
acetonu (p.a.) a ponechdno pfl 4 °C v lednici pfes noc. Aceton obsahujici neutrdlni lipi-~
dy byl dekantovédn a sediment fosfolipidd (nerozpustnych v acetonu pii 4 ) byl rozpustén
v chloroformu a po odpafenfi rozpoustédla ve vakuu v rotadni vakuové odparce byl odparek
fosfolipidd zvédien. Ziskdno 30 g fosfolipidd ze 120 g celkovych lipida, tj. fosfolipidy
tvot{ 25 % celkovych lipidd z vajetnych 2loutkd.

c) Preparativnf chromatografie fosfolipidd z NZ na kolond silikagelu.

Na kolonu silikagelu (Kieselgel-60, MERCK, 0,04 aZ O, 063 mm, 230 a? 400 mesh) piipra-~
venou postupnym smich4nim 100 g pré3kového silikagelu se 200 ml chloroformu (p.a.) (rozmér
sxlikageluvého sloupce : @ 4 cm x 20 cm) byl nanesen roztok 30 g fosfolipidu NZ ve 100 ml
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chloroformu. Po vsaknut{ roztoku fosfolipidi do sloupce silikagelu byla kolona promyvdna
t&mito rozpoustédly:

Frakce 1. - 300 ml chloroformu

- 100 ml 10% methanolu v chloroformu
- 100 ml 20% " !

- 100 ml 33% " "

100 ml 66% " "

- 100 ml 100% methanol

- 100 w1l 100% methanol

~NN B W N
[}

Alikvoty (& 50 /ul) z frakeci 1. a% 7. eluovanych z kolony byly analysavdny chromato-
grafii v tenké vrstvé silikagelu (desky MERCK, Kieselgel 60 F254, 20 x 20 cm, tloudtka
vrstvy silikagelu 0,25 am) v soustavéchloroform/methanol/konc.NHADH/voda v pomdru 65 : 25

4 : 1, v/v). Detekce fosfatidylethanolaminavych fosfolipidd (PE) na chromatogramu byla
provedena ninhydrinem (nastf{kdni chromatogramu 0,4% roztokem ninhydrinu v acetonu z roz-
pradovaée a zahfdtim chromatogramu pod infralampou se objevuji &ervenofialové skvrny PE.
Ostatni fosfolipidy byly detegovdny na chromatogramu molybdenovym reagens (1,3% roztok
kysligniku malybdenového ve 4.2M kyseling sirové); po nastfikdni chromatogramu molybdeno-
vym reagens se objevi modré skvrny fosfolipidd za 10 ain. ﬁfi normdlni teploté mistnosti.
Pro detekci fosfatidylethanolaminovych fosfolipidd na chromatogramu byl také pouZit stan-
dard PE (SIGMA). '

Frakce &. 3 eluovand z kolony roztokem 20 % methanolu v chloroformubobsahuje témér
#isté fosfatidylethanolaminové fosfolipidy (celkem 6 g fosfolipidt po odpafeni rozpoudté-
del ve vakuu). Tento odparek obsahuje smés 1,2-diacyl-sn-glycero-3-fosfoethanolaminu
(97 %) a 1-0-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo-ethanolaminu (alkyl-acyl-PE), (2,6 % aZ 3 %).
Pom&r téchto molekuldrnich species PE obsafenych ve vajeénych fosfolipidech byl zjistén
analysou mnoistvi alkyl-acyl-PE isolovaného po mirné alkalické hydrolyse smési uvedenych
PE fosfolipidd, jak je dédle uvedeno. Viz pozndmka pod &arou dole.

d) Mirnd alkalickd hydrolysa (methanolysa) sm&si 1,2-diacyl PE a l-0-alkyl-2-acyl-PE a
isolace 1-0-alkyl-2-acyl-PE. '

Za nite uvedenych podminek mirné alkalické methanolysy fosfolipidl, hydrolysuje se
pouze 1,2-diacyl-PE na mastné kyseliny a zbytek glycero-3-fosfoethanolaminu, kdeito 1-0-
-alkyl-2-acyl-PE 24st4dvd v roztoku nehydrolysovdn a )e isolovdn po neutralisaci sm&si Ky~
selinou chlorovodikovou vyttepdnim do chloroformu: 5,5 g smé&si fosfolipidi alkyl-acyl-PE
a 1,2-diacyl-PE (fosfolipidy ve frakci &. 3 z kolony), bylo rozpu3t&no v 10 ml chlorofor-
mu a priddno 50 ml bezvodého methanolu (p.a.). K tomuto roztoku bylo pti teploté & ¢
(banka chlazena ledem) pEid4no 50 ml ln-NaOH v absolutnim methanolu (kone&nd koncentrace
NaOH ve sm&si je 0,5N NaOH). Hydrolysa 1,2-diacyl-PE probfhala pfi 4 9C (banka chlazena
v 14zni voda + led) po dobu 20 minut. Po této dob& byla pfi teploté 4 ¢ ptiddna po &ds-
tech (4 1 ml) 6N HCl (kys. chlorovodikovd) a? do neutrdlni reakce methanolového roztoku
(pH = 7,00 podle universdl. indikdtoru pH). K neutralisovanému rozioku ptidédno 50 ml des-
tilovand vody a 200 ml chloroformu (p.a.) a po protfepdnf oddé&lena chloroformovd fdze v
d&lici ndlevce a vadni fdze znovu extrahavdna 50 ml chloroformu. Spojeny chloroformovy roz-
tok byl prefiltrovdn ptes dvojitou vrstvu filtraéniho papiru do Kulaté z4brusové banky
(250 ml) a odpaten ve vakuu na rotaédn{ vakuové odparce. Odparek obsahujict 1-0-alkyl-2-
-acyl-PE byl rozpu3t&n v 1 ml smési chloroform a methanol (2 : 1) a fosfolipid byl purifi-
kovdn preparativni chromatografif na tenké vrstvé silikagelu (dvé desky MERCK, Kieselgel-
-60, 20 x 20 cm, sila vrstvy silikagelu 2 mm). Preparativni chromatografie fosfolipidu
1-0-alkyl-2-acyl-PE v tentké vrstvé silikagelu na uvedenych deskdch probfhala v soustavé
chloroform/methancl/konc. amoniak/voda (65 : 25 : &4 : 1, v/v) (viz NATARAJAN V. a sp.,’
Biochim. Biophys. Acta 712, 342 - 355, 1982). :

pozn. Bod c) je mo*no vypustit a 30 g fosfolipid podrobit methanolyse podle bodu d).
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Zana obsahujici 1-0-alkyl-2-acyl-PE byla detegovédna polohou standardu PE na chromato-
gramu a barevnou reakci PE s ninhydrinem. Zony silikagelu obsahujici alkyl-acyl-PE byly
vyskrabdny z desek, silikagel s adsorbovanym fosfolipidem alkyl-acyl-PE byl pienesen do
sklensnd kolonky (1 x 20 cm) a eluovén smési chloroformu a methanolu (2 : 1, v/v). Eludt
(6 ml) byl zachycen do zvdZené sklen&né zkumavky se zdébrusavou zdtkou a organickad rozpou-
stédla odpafena v proudu dusiku (na vodni 1ldzni 40 °cy. Odparek, 145,5 mg 1-0-alkyl-2-acyl-

-PE (tj. 2,6 % z 5,5 g smési fosfolipidd 1,2-diacyl-PE a alkylracyf-PE) byl ddle pouzit

k synthese prepardtu PNAE(s). K &isténi prepardtu alkyl-acyl=PE po uvedené alkalické hyd-
rolyse je moZno pouZit také chromatografii na koloné silikagelu (MERCK, Kieselgel-é60,
1 x 20 cm) v systému 20 % a% 30 % methanolu v chloroformu.

g) N-Acylace 1-0-alkyl-2-acyl-PE kyselinou palmitovou (synthesa PNAE(s)).

56 mg palmitové kyseliny (0,22 mmol) bylo rozpuiténo ve 30 ml bezvodého benzenu (p.a.)
a ptiddno 34 mg carbonyldiimidazolu (0,22 mmolu). Roztok byl inkubavdn ve vodni ldzni pfi
40 °C po dobu 4 hodin. Potom byl pEiddn roztok 145,5 mg (0,19 mmol) chromatograficky &isté-
ho fosfolipidu 1-0-alkyl-2-acyl-PE ve 3 ml bezvodého pyridinue a 52 mg N,N-dimetyl-4-amino-
pyridinu (0,4 nimol) v 1 ml bezvodého pyridinu a 10 ml benzenu (p.a.). Po promichdni vsech
slofek smé&si ve 100 ml kulaté bance se zdbrusem uzaviené zdbrusovou sklenénou zdtkou, by-
la smés inkubovdna ve vodnim thermostatu pfi 40 9¢ pres noc (20 hodin). Po této dobé syn-
thesy byla organickd rozpoustédla odpatfena ve vakuu na rotaéni vakuové odparce pfi 40 O¢
(vodni vyvéva). Odparek byl dosusen v proudu dusiku, rozpustén v 1 ml smé&si chloroformu
a methanolu (2 : 1, v/v) a nanesen mikropipetou na linku 16 cm na tenké vrstvé silikagelu
(deska MERCK, Kieselgel 60, 20 x 20 cm, sila Qrstvy 2 mm). Preparativni chromatografie na
tenké vrgtvé byla provedena v systému rozpoustédel: chloroform/methanol/konc. NHAOH/voda

(65 : 25 : 4 1,'v/v). Standard PNAE byl sou&asng s prepardtem PNAE(s) nanesen na start

na okraji desky. Po zkonZend chromatografii (¢elo rozpoudtddel asi 1 cm od horniho okraje
desky) byl chromatogram vysuden pri normilni teplot& na vzduchu a standard PNAE byl dete-
govdn molybdenovym reagens. Podle polohy standardu PNAE na chromatagramu byla vymezena po-
loha pdsu silikagelu obsahujiciho PNAE(s). V uvedeném systému migruje PNAE(s) s hodnotou

Rf = 0,81,

Zona silikagelu obsahujici PNAE(s) byla vy3krabdna z chromatogramu, silikagel homo-
genisovén ve sklen&né tfence, nasypin do sklen&né mikrokolonky (1 x 15 cm) a preparat
PNAE(s) byl eluovén ze silikagelu smé&s{ chloroform a methanol (2 : 1). Eludt (asi 8 ml)byl
zachycen do zvdZené, steriln{ sklené&né zkumavky se z4dbrusovou z4tkou a rozpoustédla odpa-
tena v proudu dusiku (dusik prochdzi sterilnim vatovym filtrem). .

D)
k3

Véha odparku tj. vyt&zek chromatograficky Zistého prepardtu PNAE(s) je 163 mg (= 83
teorie).

2. Infradervené spektrum a chromatografickd charakteristika prepardtu PNAE(s).

Infradervené spektrum prepardtu PNAE(s) je prakticky totosné s 1.C. spektrem pupliko-
vanym v ptipad2 bioprepardtu PNAE (J. Kéra a spol., NEOPLASMA 33, 187 - 205, 1986). Pr{-
tomnost amidové skupiny v malekule PNAE(s) je charakterisoviana absorpénimi pdsy p¥i vlno-
vych délkdch 1 650 cm"1 a 1l 540 cm'l, ptitomnost acylesterové vazby kyseliny olejové v po-
loze 2 na glycerolu se projevuje silnym absop&im pdsem pfi 1 720 cm'1 '

Infradevens spektra PNAE(s) a bioprepardtu PNAE isolovaného z kufecich embryil notvrzu-
ji stejnou chemickou strukturu semisynthetického prepardtu PNAE(s) a bioprepardtu PNAE.

V souhlase s timto zdvdrem jsou také stejné hodnoty Rf obou prepardtda, bioprepardtu
PNAE obsa?eného v extraktu fosfolipidh z prepardtu caCPL (viz NEOPLASMA 33, 187 - 205,
1986) a také v extraktu fosfolipidd z prepardtu Cancerolyt (Borovidka a spol., &s. patent
%.°145770, Praha, 15. 10. 1972) a semisynthetickéhao preparétu PNAE(s). '
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3. Cytotoxicky uZinek prepardtu PNAE(s) na lidské nddorové bunky v tkdnovych kulturdch

Protinddoraové aktivita semisynthetického prepardtu PNAE(s) byla testovédna v tkdnovych
kulturdch lidskych nddorovych bundk T24 metodou popsanocu v popise vyndlezu k &s. autorské-
mu osvéddéeni &. 252177,

Jak je patrné z grafu, inhibuje prepardt PNAE(s) proliferaci lidskych nddorovych bu-
nék T24 (inkorporaci thymidinu-é—}H do buné&né DNA) v zdvislosti na koncentraci PNAE(s)
v médiuy kultur (62'/ug/ml a? 500’/ug/ml). P*i vysZich koncentracich PNAE(s) v médiu kultur
T24 je patrna pod inversnim mikroskopem destrukce ndderovych bunék pii koncentracich 125
/ug/ml az 500 /ug/ml jiZz za 24 nh inkubace bunék T24 s alkyl-fosfolipidem PNAE(s).

Protinddorovd G&innost semisynthetického prepardtu PNAE(s) v kulturdch lidskych nd-
dorovych bunék T24 je tedy stejnd jako selektivni protinddorovy ddinek bioprepardtu PNAE
isolovaného z kufecich embryf (viz publikaci J. Kéra a spol.: NEOPLASMA 33, 187 - 205,
1986).

Prepardt PNAE(s) neni také toxicky in vivo, podle pfedb&inych zkousek toxicity na my-
sich C5781 (pfi 10x opakovanych injekcich PNAE(s) (s.c.) v ddvce 200 mg na 1 kg véhy).

vysledky dosa’ené na studovanych modelech naznaduji, Ze semisyntheticky prepardt
PNAE(s) jev{i vyznamnou protinddorovou aktivitu, neni toxicky in vivo a po provedeni dal-
&ich zkoudek na experimentdlnich néddorech in vivo pravdépodobnd splni podminky pro moinost
klinického vyuziti v injekéni lékové formé pii therapii lidskych nddord.

Vyroba semisynthetického prepardtu PNAE(s) dle vyndlezu je ve srovndni s dfivéjsi pfi-
pravou bioprepardtu PNAE ekanomicky vyhodné&jsi{, umonuje vy&3{ vytéiky prepardtu PNAE(s),
standardn&jsi chemickou tistotu prepardtu a jeho biologickou, protinddorovou G&innost.

Prepardt se mife vyrdb&t z tuzemské suroviny, kterd je k disposici ve velkém mnoZstvi
(normélni, neoplozend slepidi vejce) a pouZiti chemické N-acylace isolovaného alkyl-acyl-~
-PE kyselinou palmitovou je relativn& jednoduchi, jednostupﬁové synthesa s velmi dobrym
vyt&Zkem produktu PNAE(s), (83 % a% 90 %! theorie). Vyroba tohoto netoxického a d&inného
protinddorového prepardtu je proto relativné levnd a ekonomicky velmi.vyhodné.

Metoda chemické N-acylace prekursoru alkyl-acyl-PE podle vyndlezu umoZnuje s pouzitim
14¢_znagenych mastnych kyselin (s podtem uhlikG Cl2 a% C24) pifpravu [14c] -derivata PNAE(s).
S pouZitin [140] U-palmitové kyseliny (UVVR) je mofno ptipravit napfiklad plasmanyl-{N-

[140] palmltoyl) ethanolamin o vysoké spe01f radioaktivité (100 a% 700 mCi/mmol). Pre-
parat [ 4C1-PANE(s) muze byt vyrébén v CSSR pro vyzkumné Géely. Tyto radioisctopem [1aC]—
znadené prepardty PNAE(s) s vysokou specif;ckou radioaktivitou mohou také zvy8it exportni
mo¥nosti naseho primyslu. . e

PATENTOVE NAROKY'

IZplsob semisyntetické piipravy alkyl-fosfolipidu s protinddorovym ud&inkem, l-O-élkyl—
-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo-(N-acyl)-ethanolamin, tj. plasmanyl-{(N-acyl)-ethanolaminu
PNAE(s), obecného vzorce (I)

0 CH
i I
2 - C - 0- CH 0
i I (1)
. CH2 -0 - ﬁ -0 - CH2 - CH2 - NH - CO - R3
4 OH

-0-R

2 1

R
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kde R1 je alifaticky fetézec s poctem uhlikd 016 a ClB’

R, -CO je zbytek nenasycené mastné kyseliny s poftem uhlikd C18 (olejové kyselina, 18 : 1).

2

R, -CO je zbytek nasycenych mastnych kyselin s pogtem uhlikd 812 az C24, zv14sté vsak ky-

3
seliny palmitové (Clé)’

vyznadujici se tim, Ze se z normdlnich neoplozenych slepidich vajec extrahuj{ smé&si chloro-

formu a methylalkoholu neutrdlni lipidy a fosfolipidy,. popifipad® se susené vajetné Zloutky

extrahuji lipidickymi rozpoudté&dly a po jejich odpafeni ve vakuu pfi 40 O¢ se odparek

- fosfolipid& a neutrdlnich lipidd frakcionuje acetonem pii AOC, isolované, v acetonu neroz-

pustné fosfolipidy se hydrolisujf methanolysou, napfiklad 0,5N NaOH v bezvodém methylalko-

“holu pfi 4 oc po dobu 20 minut, nebo se nejdiive d&li preparativni chromatografii na kolo-

né silikagelu a frakce obsahujic{ ethanolaminové fosfolipidy se hydrolysuje methanolysou,
kdy 1-0-alkyl-2-acyl-fosfatidylethanolamin zUstdvd nehydrolysovédn a po neutralizaci hydro-
xydu sodného kyselinou chlorovodikovou na pH 7,00 se vyextrahuje chloroformem, chlorofor-

'movy extrakt se ve vakuu pifi 40 O¢ odpaf{ a 1-0-alkyl-2-acyl-fosfatidylethanolamin se vy-

srd421 pfebytkem acetonu pfi 4 Oc a déle se N-acyluje kyselinou palmitovou v benzenovém
roztoku v pff{tomnosti bezvodého pyridinu a katalyzdtord karbonyldiimidazolu a N,N-dimethyl-

" <4-aminopyridinu p#i 40 ¢ po dobu 20 hodin; po synthese se odpat{ rozpoustédla ve vakuu

pii 40 oC a semisyntheticky ‘prepardt PNAE(s) se srazi ptebytkem acetonu p¥fi 4 Oc a gistf
se preparativni chromatografif. -

3 vykresy
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Obr. 2
Chromatografie fosfolipidld v tenké vrstvE@ silikagelu
- (deska lMer€k, Kiesselgel €0, F254, 20 x 20 cm )

1- Semisyntheticky ether-fosfolipid PNAE(s)

 :' 2— Fosfolipidy extrahované z biopreparidtu cACPL

3- Fosfolipidy z normdlniho vajecného Zlecutku

4~ Semisyntheticky ether-fosfolipid, lyso PNAE(s)
Chromatogram byl vyvijen v soustav&: Chloroform/ methanol/

" ¥konc.amcniak® (80 : 20 : 2, v/v). Detekce fosfolipidd

tyla provedena molybdenovym reagens (1,3% MoO, v 4,2M H2504).
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INHIBICE PROLIFERACE BUNEK T 24
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Obr 3.
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