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ABSTRAKT

Tato prace podavé prehled o pfirodnich a syntetickych triterpenoidnich derivatech
s imunosupresivnimi a protizanétlivymi u¢inky. Vlastni mechanismus jejich plsobeni je
riiznorody. Jedna se o inhibici enzymd, transkrip&nich faktori ¢i inhibici tvorby tkafiovych
hormoni. V experimentalni ¢asti byla sledovana inhibice tvorby NO u mysich makrofagl
B10R stimulovanych lipopolysacharidem. Celkem bylo testovano padesat syntetickych
triterpenoidnic}l derivatl s lupenovym, 18a-oleananovym a des-E-lupanovym skeletem.
VétSina z nich inhibuje tvorbu NO, osm z testovanych sloucenin ma terapeuticky index

vé&tsi nez 5, z toho jedna slou¢enina ma terapeuticky index vys$si nez 10.

Kli¢ova slova: triterpenoidy, imunosupresivni, protizanétlivy, NO, inhibice

ABSTRACT

This thesis reviewes immunosupressive and anti-inflammatory effects of natural
and synthetic triterpenoid derivatives. The mechanism of action is heterogenous over
inhibition of enzymes, transcription factors or inhibition of tissue hormones synthesis.
In experimental section of the thesis fifty triterpenoid derivatives of lupene, 18a-oleanane
and des-E-lupane skelet were tested for inhibition of NO synthesis in BIOR mouse
macrophages stimulated by lipopolysaccharide. Majority of tested derivatives inhibited NO
synthesis, eight compounds showed terapeutic index value higher than 5, one had

terapeutic index value higher than 10.

Key words: triterpenoids, immunosupressive, anti-inflammatory, NO, inhibition



UVOD

V priibéhu poslednich dvou desetileti byla objevena vyznamnéa farmakologicka aktivita
u pfirodnich terpenickych latek a jejich derivatii. Zejména derivaty lupanovych, oleananovych,
ursanovych, dammaran-eufanovych a taraxasteranovych triterpenoidii se vyznauji zajimavymi
biologickymi ucinky. Jejich uéinky zahrnuji nejen aktivitu protizan&tlivou, imunomoduladni,
analgetickou,  hepatoprotektivni,  hypoglykemickou, hypolipidemickou, antimikrobialni,
antimykotickou, virostatickou a tonizujici, ale i aktivitu cytotoxickou (DZubék et al., 2006).

Doklady o uZivani rostlin obsahujicich triterpenoidy, jako jsou napfiklad Panax ginseng,
Ganoderma lucidum, Platycodon grandiflorum &i Boswellia serrata, jsou znamy jiZ z nejstar$ich
lé€ebnych postuptl jako je Ayurveda, Siddha a Unani (Gupta, 1994). Triterpenoidni slou¢eniny se
vyskytuji také v fadé béznych evropskych rostlin. Betulin (I), obsaZeny v bfezové kufe (Betula
pendula), kde tvoti aZ 30 % suché hmotnosti, a betulinova kyselina (II), vyskytujici se v platanové
kire (Platanus hispanica), jsou zastupci triterpenickych slou€enin snadno izolovatelnych
z pfirodnich zdrojl. U betulinové kyseliny (II) byla popséna zajimava cytotoxicka aktivita (Fulda

et al., 1999), ale jsou znamy takeé jeji u€inky protizanétlivé (Bernard et al., 2001).

&
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I, R= CH,0H
I, R =COOH

Na pracovidti RNDr. Jana Sarka, Ph.D. byla pfipravena skupina latek zvanych betulininy
(Sarek et al., 2003). Jedna se slouteniny odvozené od betulinu (I), kyseliny betulinové (II)
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a allobetulinu (III), jeZ vychazeji ze strukturnich rysi lupanového, 18c-oleananového a des-E-
-lupanového skeletu. Betulininy vykazuji Sirokospektralni protinddorovou aktivitu vii rlznym
nadorovym liniim napf. CEM, Mel-2, PC-3 aj. (Hajduch and Sarek, 2001). Vzhledem k Sirokému
spektru zndmych biologickych aktivit triterpenoidd jsou nyni u betulinind hleddny dalsi moZnosti
jejich terapeutického vyuziti. Vedle studia anti-HIV aktivity a antimikrobidlni aktivity se

v neposledni fadé jedné o studium protizanétlivych aktivit pfipravenych derivatd.

CiLE BAKALARSKE PRACE
1. Provést literarni reSersi protizdnétlivych a imunosupresivnich €inki triterpenoidd.
2. Provést screeningové testy protizanétlivé aktivity u vybranych triterpenoidnich

derivath a vyvodit vztahy mezi strukturou a G¢innosti.
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1. PROTIZANETLIVE PRIRODNI TRITERPENOIDY

1.1 Boswellova kyselina a pribuzné kyseliny

Stromy rodu Boswellia jsou vyuzivany pro ziskavani kadidla, gumové pryskyfice,
ktera byla odpraddvna vyuZzivana k terapeutickym uceldm (Safayhi et al., 1997). Surovy
extrakt z Boswellia serrata nazyvany ,salai gugal“ se v Indii dodnes b&zn& pouZziva pfi
16¢b& revmatoidni artritidy (Ammon et al., 1993). Uginnymi latkami obsaZenymi v kadidle
jsou B-boswellova kyselina (IV), acetyl-B-boswellova kyselina (V), 11-oxo-B-boswellova

kyselina (VI) a acetyl-11-oxo-B-boswellova kyselina (VII) (Pozharitskaya et al., 2006).

R=Ac

Bylo zjiténo, Ze ethanolicky extrakt z Boswellia serrata inhibuje tvorbu
leukotrienu By u krysich peritonedlnich neutrofili (Ammon et al., 1991). Nasledné
zkoumani jednotlivych boswellovych kyselin v extraktu obsaZenych ukazalo, Ze jak
B-boswellova kyselina (IV), tak i jeji derivaty V - VII sniZuji tvorbu leukotrienu By
u potkanich peritonedlnich neutrofili na zaklad¢ inhibice S5-lipoxygenazy. Jako
nejucinngjsi inhibitor se ukazal derivat VII s hodnotou ICso = 1,5 pmol/l (Safayhi et al.,
1992). Bylo prokazano, Ze kyselina VII se vaze pfimo na molekulu 5-lipoxygenazy ve
specifickém misté¢ odliSném od mista navazani arachidonové kyseliny (Safayhi et al.,
1995). Pravé 5-lipoxygendza je velmi vyznamnym enzymem v syntéze leukotriend,
jez jsou biologickymi mediatory u astmatu, artritidy, ulcerézni kolitidy ¢i Crohnovy
choroby (Wasserman, 1983). Pozdgji bylo prokdzano, Ze boswellové Kkyseliny
v koncentraci az 400 pmol/l neovliviiuji u lidskych krevnich destiCek ani aktivitu
12-lipoxygenazy, ani aktivitu cyklooxygendzy. Jsou tedy selektivnimi inhibitory
5-lipoxygenazy (Ammon et al., 1993).

Kromé& inhibice 5-lipoxygenazy, kterd je bezpochyby hlavnim mechanismem
protizanétlivého u&inku boswellovych kyselin, byla popséna i inhibice lidské leukocytarni

elastazy (HLE) (EC 3.4.21.37) B-boswellovou kyselinou (IV) a kyselinou VII (Safayhi et

\
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al., 1997). Negativni i¢inky enzymu HLE jsou podstatné pfi vzniku onemocnéni jako jsou
plicni emfysém, cysticka fibroza, chronicka bronchitida, glomerulonefritida &i revmatoidni
artritida (Bernstein et al., 1994) .

Byl také studovan vliv 3a-acetyl-11-oxo-B-boswellové kyseliny (VII) a 3a-acetyl-
-a-boswellové kyseliny (VIII) na tvorbu TNF-o v lidskych lipopolysacharidem
aktivovanych monocytech. Byla sledovdna jak exprese mRNA pfislusejici TNF-o,
tak koncentrace TNF-a uvolnéného do média. Ob& kyseliny VII a VIII se ukdzaly jako
inhibitory syntézy TNF-a, pfi¢emz kyselina VII, nesouci 11-ketoskupinu, se ukdzala jako
lepsi inhibitor (Syrovets et al., 2005). Ve stejné praci je popsina inhibice NF-xB

kyselinami V a VII pomoci pfimé interakce s IkB kindzami.

2,
%,

Velmi zajimavym vysledkem skonéilo zkoumani vlivu podavani boswellové
kyseliny (IV) na rejekci $té€pu pii allogenni transplantaci srdce u mys$i. Denni davka
0,3 mg/kg podavana Zalude¢ni sondou prodlouzila primémou dobu pfezivani transplantatu
z 8,4 dne u kontroly na 14,5 dne (Dahmen et al, 2001).

Boswellové kyseliny zasahuji do signaliza¢nich drah lidskych neutrofili. Bylo
zjisténo, Ze aktivuji MAP-kinazy p42MAPK a p38. Aktivace je efektivnéjsi u kyselin VI
a VII, zatimco aktivace plisobenim kyselin IV a V, které nemaji 11-ketoskupinu, byla
niz8i. Také se ukazalo, Ze boswellové kyseliny IV - VII ovliviiuji zvySeni intracelularni
hladiny Ca®* (Altmann et al., 2002).

Studium extraktu z Boswellia carterii (Chevrier et al., 2005) bylo zaméfeno na
imunomodulaéni G&inky in vitro. U mysich splenocytl byl in vitro pozorovan cytotoxicky
efekt, pokud byl jako rozpoustédlo extraktu pouzit ethanol. Pokud byl misto ethanolu
pouzit sezamovy olej, projevily se nasledujici imunomodula¢ni efekty: tvorba IL-2 a IFN-y
byla inhibovana, naopak tvorba IL-4 a IL-10 vzrostla. Utinkem extraktu se tedy posilovala

tvorba cytokinti stimulujicich TH2 buriky.



1.2 Ursolova kyselina a oleanolova kyselina

Ursolova kyselina (IX) je v rostlinné fisi Siroce rozsifena. Je pfitomna ponejvice
v kutikule listl a plodi. Obsahuji ji napfiklad 16&ivé rostliny jako rozmaryn Rosmarinus
officinalis (Altinier et al., 2007) &i $alv&j Salvia officinalis. Ursolova kyselina (IX) je
hlavni protizdnétlivou slozkou Salvéje pfi 1é€b& koznich zanéti (Baricevic et al., 2001).
Uvadi se, Ze slupka zralého jablka obsahuje 50 mg ursolové kyseliny (IX) (Fernandes et
al., 1964).

Strukturné podobna je oleanolova kyselina (X). Citace z roku 1995 uvadi, ze byla
dosud izolovéna z pfiblizné 120 rostlin, coz svéd¢i o jejim Sirokém rozsifeni. Jako zéstupce
rostlin obsahujicich oleanolovou kyselinu (X) miizeme jmenovat naptiklad Panax ginseng
nebo Sambucus chinensis, oba pouzivané v tradi¢ni ¢inské medicing. (Liu, 1995).

Jiz v 60. letech 20. stoleti byl popsan protizanétlivy u¢inek ursolové kyseliny (IX)
vici karagenanem indukovanému otoku tlapy u potkanti (Gupta et al., 1969). Mechanismus
protizanétlivého u¢inku nespo¢iva v inhibici 5-lipoxygenazy (Safayhi et al., 1995).

Byl zkoumén vliv na syntézu prostaglandinii cyklooxygendzou COX-1 a COX-2
(EC 1.14.99.1). Ukazalo se, Ze ursolova kyselina (IX) stejné jako oleanolova kyselina (X)
tuto syntézu inhibuji. Ob& kyseliny IX a X selektivné inhibuji zvlast€ syntézu
prostaglandinii cyklooxygenazou COX-2 spomérem selektivity COX-2/COX-1 0,6
(resp. 0,8 u kyseliny X) (Ringbom et al., 1998). Ursolova kyselina (IX) zasahuje do
syntézy eikosanoididl inhibici transkripce cyklooxygendzy COX-2, kterd dava vzniknout
prostaglandinu E,. Enzym COX-2 je indukovéan vn&jsim faktorem, napf. PMA, zatimco
jeho izoenzym COX-1 je konstitutivnim bunénym enzymem. Utinek ursolové kyseliny
(IX) na indukci COX-2 byl zkoumén na lidskych epitelovych buiikdch oSetfenych PMA.
Nejlepsich vysledkdi bylo dosazeno pfi koncentraci ursolové kyseliny (IX) 30 pmol/l.
Transkripce cyklooxygenazy COX-1 se plsobenim ursolové kyseliny (IX) nezménila
(Subbaramiah et al., 2000). Pozd&jsi zkoumani mechanizmu piisobeni ukazalo, Ze ursolova

kyselina (IX) ovliviiuje jaderny faktor NF-kB. Inhibuje jeho aktivaci riznymi faktory
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napfiklad TNF ¢i forbolovymi estery, s ¢imZ p¥imo souvisi suprese tvorby cyklinu D1,
cyklooxygenazy COX-2 a metaloproteinazy 9 (Shishodia et al., 2003).

Ursolova kyselina (IX) je také inhibitorem lidské leukocytarni elastazy HLE. Jeji
inhibi¢ni konstanta K; je rovna 4,4 pmol/l. Také oleanolova kyselina (X) inhibuje HLE
(K; = 6,4 pmol/l). Uvaol (XI), alkohol odvozeny od ursolové kyseliny (IX), a erythrodiol

(XII), alkohol odvozeny od oleanolové kyseliny (X), maji slabsi inhibi¢ni G&inek:
K;=15,7 pmol/l (resp. 17,3 pmol/l) (Ying et al., 1991).

HO

&
&
N

Bylo prokazano, ze ursolova kyselina (IX) in vitro inhibuje tvorbu reaktivnich
forem kysliku (ROS). U lidskych neutrofili aktivovanych opsonizovanym zymosanem
doséhla ursoloyé kyselina (IX) izolovana z Leonurus cardiaca hodnoty ICso = 140 pmol/l,
coz je slibny \}ysledek vzhledem k tomu, Ze indomethacin a aspirin mély ve stejném testu
hodnoty ICsg vyssi (246 pmol/l, resp. 518 mol/l) (Ali et al., in press).

Pfi zkoumani vlivu inhibice indukované syntézy NO u mySich makrofigi
RAW 264.7 aktivovanych lipopolysacharidem a interferonem y se ukdzala oleanolova
kyselina (X) izolovand z Hippophae rhamnoides jako slaby inhibitor syntézy NO
s hodnotou ICso = 40,2 pumol/l. Strukturn& blizky derivat XIII, ktery byl také z této rostliny
izolovan, je silnym inhibitorem syntézy NO s ICso = 7,6 pmol/l (Yang et al., 2007).

HO.

HO z

Byla studovéna aktivita ursanovych triterpenoidii izolovanych z Weigela subsessilis
vi&i komplementu. Ukézalo se, Ze sedm z osmi studovanych derivatd inhibovalo klasickou
cestu komplementu. Nejlepsiho vysledku dosahla pomolova kyselina (XIV) s hodnotou
ICso = 4 pmol/l. Naopak jako zcela nei¢inny se ukdzal ilekudinol A (XV), ktery misto
karboxylové funkce v poloze 28 obsahuje laktonovy kruh. To svédei o vyznamu

)
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28-karboxylové skupiny u ursanovych triterpeniodd pro aktivitu vii¢i komplementu. Rozdil
v aktivit€ kyseliny XVI (ICsp = 56 pmol/l) a kyseliny XVII (ICso =163 pmol/l) zase
ukazuje na to, ze a-konfigurace hydroxylové skupiny v poloze 3 vede k vy3§i aktivit& vici

komplementu (Thuong et al., 2006).

HO £

Prekvapivym zjiSt€nim je fakt, Ze u klidovych mysich makrofiagli RAW 264.7 je
plsobenim ursolové kyseliny (IX) tvorba oxidu dusnatého aktivovéna. Souasné je
indukovana exprese indukovatelné NO syntizy (EC 1.14.13.39) a tvorba TNF-0. Oxid
dusnaty i TNF-a jsou prozanétlivé cytokiny, proto je jejich indukce pravé ursolovou
kyselinou (IX), tedy potencialné protizanétlivou latkou, neobvykld, i kdyZz se jedna
o u¢inek na klidové makrofagy (You et al., 2001). Hypotéza rozdilného w&inku ursolové
kyseliny (IX) z&vislého na tom, v jakém stavu se makrofag pravé nachazi, vedla k dal§imu
studiu U¢inku ursolové kyseliny (IX) na klidové makrofagy. V klidovych mysSich
makrofazich RAW 264.7 byla pozorovana indukce syntézy migraéniho inhibiéniho faktoru
(MIF). Tento cytokin je dulezity v regulaci aktivity jak makrofagl, tak T-lymfocyti.
Indukuje napfiklad tvorbu TNF-a nebo aktivitu COX-2. Ukazalo se, Ze ursolova kyselina
(IX) zvySuje mnozstvi MIF uvolnéného do média, ale nezvySuje vnitrobunéénou
koncentraci mRNA MIF proteinu (Ikeda et al., 2005). Byla provedena i in vivo studie na
mysich sledujici prozanétlivé uginky ursolové kyseliny (IX). Kiize mysi byla senzitizovdna
dimethylbenz[;z]antracenem a PMA a ursolova kyselina byla aplikovana lokdln€. Byla
pozorovana signifikantni indukce COX-2 a TNF-a oproti kontrole (Ikeda et al., 2006).
Studium vyhod a rizik uZivani ursolové kyseliny (IX) jako protizanétlivé substance je

pfedmétem dal§iho vyzkumu.
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1.3  Ginsenosidy a jiné saponiny

Nejznaméj$imi triterpenoidnimi glykosidy, tedy saponiny, jsou glykosidy zvané
ginsenosidy R(x). Maji dammaranovou strukturu a vyskytuji se napf. ve viehoji lékatském
(Panax ginseng). Dosud bylo izolovano jiZ pfes 25 ginsenosidii z &erveného a bilého

ginsengu (DZubak et al., 2004).

OR' XX, R!'=Glc-Rha

X VIII, R' = Gle-Gle
R? = Glc-Gle R*=Glc
XIX, R'=H XXI, R'=Glc
R?=Glc R’=H

Hlavnim saponinem kofene Panax ginseng je ginsenosid Rb; (XVIII). Jedna se
o protopanaxadiolovy derivat. V zazivacim traktu je tento glykosid $t€pen za vzniku
»slou€eniny K* (XIX) (Yim et al., 2004). Tato slou€enina inhibuje in vitro tvorbu NO
umysSich makrofagh RAW 264.7 aktivovanych lipopolysacharidem s hodnotou
ICso =32 pumol/l. Slou€enina XIX také inhibuje tvorbu prostaglandinu E,. Oba jeji
inhibiéni  G¢inky spo&ivaji  vinhibici transkripce indukovatelné NO syntazy
a cyklooxygenazy COX-2 prostiednictvim interakce s transkripénim faktorem NF-xB.
U ,,matef‘skéh(;“ ginsenosidu Rb; (XVIII) zZadné inhibi¢ni u€inky pozorovany nebyly (Park
et al., 2005).

Podobné jsou i derivaty protopanaxatriolu, napfiklad ginsenosid Re (XX),
v travicim traktu $t&€peny stfevni mikroflérou na ginsenosid Rh; (XXI) (Bae et al., 2005).
[u ginsenosidu Rh; (XXI) byla popsana inhibice syntézy indukované NO syntazy
a cyklooxygenazy COX-2 (Park et al., 2004). U ginsenosidu Rh, (XXII), ktery vzniké
Stépenim ginsenosidu Rg; (XXIII), byla kromé inhibice syntézy indukované NO syntazy
a cyklooxygendzy COX-2 popsdna i inhibice uvolnéni B-hexosaminidizy indukované
pomoci IgE u bunék RBL-2H3, tedy u¢inek antialergicky (Park et al., 2003).

Dalsim zajimavym saponinem je glycyrrhizin (XXIV), jenz se vyskytuje v kofeni
lékotice (Glycyrriza glabra). Extrakt z lékofice je hojné pouZivdn v Japonsku pfi 1éeni

akutni i chronické hepatitidy. Glycyrrhizin (XXIV) je §tépen ucinkem stfevni mikroflory
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na 18B-glycyrrhetovou kyselinu (XXIV) (Yim et al., 2004). Bylo prokazéno zvySeni
aktivity NK bunék a indukce tvorby interferont u€inkem glycyrrhizinu (XXIV) (Abe et al.,
1982; Itoh and Kumagai, 1983). Glycyrrhizin (XXIV) také zvySuje tvorbu IL-12 u mysich
peritonealnich makrofagl aktivovanych lipopolysacharidem. Tento efekt je zprostfedkovan
zvySenim transkripce obou podjednotek IL-12 diky ovlivnéni NF-xB (Dai et al., 2001). Byl
také zkouman efekt glycyrrhizinu (XXIV) pfi 1é€b& plicnich zanétlivych onemocnéni.
Glycyrrhizin (XXIV) a glycyrrhetova kyselina (XXV) inhibuji tvorbu IL-8 a eotaxinu-1
u lidskych plicnich fibroblasti HFL1 stimulovanych IL-4 a TNF-a. Zatimco glycyrrhizin
(XX1V) inhiboval zvlast€ tvorbu IL-8, u glycyrrhetové kyseliny (XXV) byla pozorovéana
jen inhibice tvorby eotaxinu-1 (Matsui et al., 2004).

(:)H XXII, R=Glc N XXIV,R = GIcUA-GIcUA
XXIILR = Glc-Gle XXV, R=H

Platycodon grandiflorum je rostlina uZivand v orientdlni mediciné k 1éCb&
chronickych zanétlivych onemocnéni. Byly z ni izolovany biologicky aktivni saponiny
nazvané platycodiny a polygalaciny. Byl studovan jejich in vitro inhibi¢ni efekt na tvorbu
NO a PGE; u mysich makrofagi RAW 264.7. Jako nejlepsi inhibitory se ukazaly
2”’-0O-acetylpolygalacin D (XXVI), polygalacin D (XXVII), platycodin A (XXVIII)
a platycodin D (XXIX). VSechny uvedené saponiny inhibuji transkripci indukovatelné NO
syntazy a cyklooxygenazy COX-2 skrze ovlivnéni transkripéniho faktoru NF-xB (Ahn et
al., 2004).

XXVI, R' =Glc, R?=CH;

° R’=Ac R* = apiosyl

HO XXVII, R'=Gle, R*=CH;
R'0 . R’=H R'= apiosyl
HOH,C' R2 @ XXVIIl, R'=Gle, R?*=CH,0H
0 R’=Ac R* = apiosyl
BROVA XXIX R'=Gle, R*=CH,0H
OH R’=H R* = apiosyl
OH OHOR?
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Daldi rostlinou, zniz byla izolovana fada biologicky aktivnich saponind
(saikosaponintl), je Bupleurum falcatum, japonsky nazyvana ,,saiko“. Pouziva se v tradi¢ni
Japonské a €inské medicin€ k 1é¢eni chronické hepatitidy a autoimunitnich chorob. Vyskyt
saikosaponinii vSak neni vdzdn pouze na rostliny rodu Bupleurum. Byly napfiklad
izolovany i1 z Heteromorpha sp. &i Scrophularia sp. (Bermejo Benito et al., 1998).

Byl studovéan u¢inek saikosaponinu 1 a 2 (XXX a XXXI) na edém ucha u mysi
zpisobeny PMA a na tvorbu PGE; a LTC4 u mysSich peritonedlnich makrofagi
aktivovanych ionoforem. Vliv na edém ucha (94% inhibice, resp. 96% inhibice) byl u obou
saikosaponinli ddvkovanych v mnozstvi 1 mg/ucho srovnatelny s G¢inkem indomethacinu
v davce 3 mg/ucho (94 %). Oba saikosaponiny v koncentraci 100 pmol/l také dosahly
vysoké inhibice tvorby PGE; (75 %, resp. 63 %) a inhibice tvorby LTCs (90 %,
resp. 88 %) (Bermejo Benito et al., 1998).

Je znam také GCinek saikosaponinu A (XXXII) proti alergickému astmatu. Pfi
intraven6znim podani saikosaponinu A (XXXII) u morcete dochazi k signifikantnimu
zmirnéni bronchokonstrikce po podéani antigenu (Park et al., 2002).

Saikosaponin D (XXXIII) méni aktivitu T-lymfocyti. Moduluje signalni drahu
vedouci pies proteinkinazu C. Saikosaponin D (XXXIII) u mysich T-bunék inhibuje
indukci CD69 a CD71 po pusobeni konkanavalinem A, inhibuje téZ indukci CD69
zprostfedkovanou PMA. Také tvorba IL-2 aktivovand plsobenim PMA je uCinkem
saikosaponinu D (XXXIII) v koncentraci 10 pmol/l a 20 pmol/l inhibovéna (Leung et al.,
2005). )

XXX, R! = Glc, R?=Glc
R’=0H R‘=H
XXXI, R!' =Glc, R? = Glc-SO5”

R®}=0H R*=H
XXXII, R' =Glc, R’=H
s R} =OH R'=H

OH po
s XXXIII, R'=Gle, R®=H

OR2 R*=H R*=0OH
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1.4 Betulin a betulinova kyselina

Betulin (I) je v rostlinné {i8i Siroce rozsifeny triterpenicky diol. Bfezova kira
(Betula pendula) obsahuje 20 — 30 % (hmot.) betulinu (I). Také betulinova kyselina (II)
byla izolovdna z mnoha druhl rostlin. Ve v&tsim mnoZstvi (3 % hmot.) je obsaZena
v platanové kife (Platanus hispanica). Pentacyklicky alkohol lupeol (XXX) se &asto
vyskytuje spole¢né s betulinem (I) (DZubék et al., 2006).

Jak betulin (I), tak betulinovd kyselina (II) maji mirné protizanétlivé GCinky
v relativné vysokych koncentracich (Cichewicz and Kouzi, 2004).
spoivd v inhibici fosfolipdzy A,. Bioinformatickd studie ukazala, ze betulin (I)
ibetulinova kyselina (II) se mohou vazat do vazebného mista enzymu. Betulinova
kyselina (II) se ukazala jako lepsi inhibitor fosfolipazy A,, kdyz v koncentraci 2,5 umol/l
vykédzala 30% inhibici enzymu, kdeZto betulin (I) inhiboval fosfolipdzu A; z 15 %
(Bernard et al., 2001).

Betulinova kyselina (II) inhibuje v koncentraci 2,5 — 20 pg/ml tvorbu NO a expresi
cyklooxygenazy COX-2 u mySich makrofagh RAW 264.7 aktivovanych
lipopolysacharidem. Naopak tvorba TNF-a a IL-1 se plisobenim betulinové kyseliny (II)
na makrofagy RAW 264.7 zvySuje, a to i vpfipadé, Ze jsou aktivovany
lipopolysacharidem, i v pfipadé€, kdy aktivovany nejsou (Yun et al., 2003). Naopak pfi
studovani G¢inku betulinu (I) a betulinové kyseliny (II) na leukocyty, které byly ziskany
zplné lidské krve ajez byly aktivovany fytohemaglutininem a lipopolysacharidem, se
ukéazalo, Ze betulin (I) indukuje tvorbu TNF-o. Hladina interferonu y a IL-10 nebyla
betulinem (I) ovlivnéna. Betulinova kyselina (II) neovlivnila hladinu Zadného ze tii

studovanych cytokinl (Zdzisiniska et al., 2003).

I, R=CH,OH
II, R =COOH
XXXIV, R =CH;

HO

O
S
&

Ukézalo se, Ze betulinova kyselina (II) inhibuje aktivaci NF-xB vyvolanou
naptiklad PMA, H,0; &i cigaretovym koufem. S tim souvisi i inhibice transkripce COX-2

a metaloproteinazy 9 (Takada and Aggarwal, 2003).
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Betulinova kyselina (II) ma signifikantni protizanétlivou aktivitu vi¢i edému tlapy
u potkand indukovaném karagenanem a serotoninem, jeZ je srovnatelna s aktivitou
dexamethazonu (Sami et al., 2006).

Betulinové kyselina (II) je mimym inhibitorem fosfodiesterdzy D4 s hodnotou
ICs0 =125 ufﬁol/l. Fosfodiesteraza D4 je dilezitym enzymem vrozvoji astmatu,
chronickych obstrukénich plicnich chorob a psoridzy, proto jsou jeji inhibitory jako
potencidlni 1é€iva intenzivné studovany (Weniger et al., 2005).

Byla studovana inhibi¢ni schopnost tvorby superoxidii lidskymi neutrofily
u betulinu (I), betulinové kyseliny (II) a lupeolu (XXXIV). Byla-li tvorba superoxidii
indukovana fMLP, byla inhibice superoxidl pozorovana u betulinu (I) a lupeolu (XXXIV),
byla-li tvorba superoxidi indukovana PMA, mél inhibi¢ni u¢inek jen betulin (I), byla-li
tvorba superoxidi indukovana arachidonovou kyselinou, byla inhibice superoxidi
pozorovana pouze u lupeolu (XXXIV). Betulinova kyselina (II) tvorbu superoxidi
neovlivnila v Zadném z pfipadl (Yamashita et al., 2002).

Z vy$e zminénych lupanovych derivatl byl pouze u lupeolu (XXXIV) popsén silny

inhibicni Geinek vii lidské leukocytarni elastaze (Tolstikova et al., 2006).
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2. SYNTETICKE TRITERPENOIDNI DERIVATY

2.1 Oleananové a ursanové derivaty

Vroce 1997 byl publikovan ¢lanek o novych syntetickych ursanovych
a oleananovy'/ch triterpenoidech s modifikovanym kruhem A a C, které inhibovaly tvorbu
NO u mySich peritonedlnich makrofagh aktivovanych interferonem 7. Devét
z pfipravenych sloucenin mélo hodnotu ICsp mensi nez 10 pmol/l a jako nejucinn&jii se

ukazala kyselina XXXV s hodnotou ICso = 0,9 pmol/l (Honda et al., 1997).

XXXV, R'=H XXXVIL R' =CN

R’=H R’=CH
1 COOR? ’
R XXXVL R'=CN
R’=H

()
%,
»

Na zéklad¢ slibné aktivity kyseliny XXXV byly syntetizovany dal$i oleananové
derivaty s 1-en-3-onovou strukturou a substituci v poloze 2. Tak bylo pfipraveno dalSich
pét sloucenin s hodnotu ICso mensi nez 10 pmol/l, mezi nimi byla i kyselina 2-kyano-3,12-
-dioxoolean-1,9-dien-28-ovd (XXXVI), nazyvana téz CDDO, kterd& mé& hodnotu
ICso = 0,4 nmol/l, coZ je hodnota srovnatelnad s dexamethazonem. Pfi studiu zavislosti
aktivity pfipravenych enonovych sloudenin na jejich struktufe se ukazala jako
nejvyhodnéjsi elektronakceptorova skupina v poloze 2 a sou€asna pfitomnost enonového
systému na kruhu C. Aktivita CDDO (XXXVI) je srovnatelnd s aktivitou jejitho
methyl-esteru XXXVII (Honda et al., 1998; Honda et al., 1999).

CDDO (XXXVI) inhibuje expresi indukovatelné NO syntazy a COX-2 u mysich
makrofagh RAW 264.7 aktivovanych lipopolysacharidem nebo interferonem y (Suh et al.,
1999). Bylo rovn&z zjisténo, 2¢ CDDO (XXXVI) inhibuje tvorbu matrixovych
metaloproteinaz 1 a 13 vyvolanou plisobenim IL-1 u lidské chondrocytové linie SW-1353
iu primémich” lidskych chondrocytli a jevi se tak jako perspektivni slou¢enina pro 1é¢bu
revmatoidni artritidy a osteoartritidy (Elliott et al., 2003).

Dal§i derivaty odvozené od struktury CDDO (XXXVI) se ukdzaly jako jeSté
aktivn&j3i inhibitory produkce NO u mysich makrofagh RAW 264.7. Konkrétn€ derivat
XXXVII mé hodnotu ICso = 3,5 pmol/l (Honda et al., 20(?2).
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Derivat XXXVIII, oznadovany jako CDDO-Im, vyrazné inhibuje tvorbu
indukovatelné NO syntdzy in vivo. MySim byl nejprve intraperitone4lné podéan
thioglykolat. Po tfech dnech jim bylo intraperitonealn& podano 5 pg interferonu y a po
tficeti minutdch nasledovalo podani 1 &i 10 nmol derivatu XXXVIII i.p. Po desiti hodinach
byly mySim odebrany peritonealni makrofagy. Ukazalo se, z¢ CDDO-Im (XXXVIII)
v mnoZstvi 1 nmol inhiboval expresi indukovatelné NO syntizy z 51 % (resp. ze 98 %
vdavce 10 nmol). CDDO (XXXVI) méla ve stejném testu inhibini ucinek v davce
10 nmol (36 %) (Place et al., 2003).

\Y
&
N

XXXVII XXXVIII

2.2 Lupanové derivaty

Derivaty lupanu byly dosud studovany piedev§im pro své protinadorové
derivata.

Je znam protizanétlivy efekt betulinovych esterti. Naptiklad hemiglutarat XXXIX
efektivné stimuluje imunitni odpovéd’ a regeneraci organismu po zanétu. Jinym piikladem
miZze byt hemiftalat XXXX, ktery ma protizanétlivé u€inky srovnatelné s ortofenem

(Tolstikova et al., 2006).

O
XXXIX, R= k/\
COOH

(@) COOH
XXXX, r=

RO

)
&
&

Byl zkouman inhibi¢ni uinek esterd vy3sich mastnych kyselin s lupeolem
(XXXIV) vi&i serinovym protedzdm. Serinové proteazy, stejné jako metaloproteazy,

jsou diilezité enzymy v rozvoji revmatoidni artritidy. Pfi studiu i¢inku lupeolovych esteri

)
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bylo jako modelové zvoleno Stépeni BSA trypsinem. Ester XXXXI inhibuje tuto
enzymatickou reakci s inhibi¢ni konstantou K;= 30 umol/l, ester XXXXII méa hodnotu
inhibi¢ni konstanty K;= 14 umol/l. V obou piipadech jde o nekompetitivni inhibici.
Oba estery jsou vSak zaroveni kompetitivnimi inhibitory s inhibi¢nimi konstantami
Ki=103 ymol/l pro ester XXXXI, resp. K;=52pumol/l pro ester XXXXII.
Pankreatickd elastaza zadnym z estert XXXXI a XXXXII inhibovana neni (Hodges et al.,

2003). =/

%,
%

(0]
XXXXII, R= |

Bylo syntetizovano patnact derivatll betulinové kyseliny (II) strukturné podobnych
CDDO (XXXVI). Vsechny nové derivaty nesly 3-oxo-1l-enovou strukturu doplnénou
elektronakceptorovou skupinou v poloze 2 (pfedevsim kyanoskupinou). VSechny
pfipravené derivaty maji inhibi¢ni u¢inek na tvorbu NO u mySich makrofiagi RAW 264.7
stimulovanych interferonem y. Osm znich mé&lo hodnotu ICsy nizs§i nez 0,05 pmol/l.
Jako nejaktivnéjsi se ukazal derivat XXXXIII s hodnotou ICso=0,02 pmol/l. Derivat
XXXXIV indukuje hemovou oxygenazu v jatrech in vivo (Honda et al., 2006).

“,

XXXXIII, R = COOCH,CHj;
" 0
XXXXIV, R= I\ A
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2.3 Betulininy

Na pracovisti RNDr. Jana Sarka, Ph.D. byla pFipravena fada lupanovych, des-E-
-lupanovych a 180-oleananovych derivatl, zvanych betulininy, které se vyznacuji vysokou
in vitro protinadorovou aktivitou (ICso < 10 pmol/l) vii¢i nadorovym liniim jako jsou
A549, Saos-2ﬂ, BT-549, DU145, OVCAR-3, K-562 & CEM (Sarek et al, 2003).
Mezi 20(29)-lupenovymi derivaty byl nalezen nejvétSi cytotoxicky ucinek u aldehydu
XXXXYV (Hajduch and Sarek, 2003) a methoxyderivatu XXXXVI (Urban, 2005).

XXXXVI

Vyznamnymi cytotoxickymi u€inky se vyznaluje taktéz diketon XX (Hajduch and
Sarek, 2003). Z oleananovych derivatl je svymi cytotoxickymi aktivitami vyznamny
aminol XXXXVII (Urban, 2005), déle je tfeba z des-E-derivatd zminit vysoce G¢innou
B-ketokyselinu XXXXVIII (Hajduch and Sarek, 2003). Jako vysoce cytotoxicky aktivni
sloudeniny se jevi také 2-deoxyglykosidy, napf. XXXXIX (Spacilova, 2006).

4%
%,
"’

XXXXVI

XXXXVII o) XXXXIX
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3. TESTOVANI PROTIZANETLIVYCH UCINKU

3.1 Testovani inhibice tvorby NO

Inhibice tvorby NO u myS$ich makrofagi stimulovanych lipopolysacharidem miZe
byt sledovana in vitro testem. Mysi peritonealni makrofagy nebo mys$i makrofagové
bunéfné linie jako RAW 264.7 nebo BIOR jsou kultivoviny 24-72 hodin
s lipopolysacharidem. Plisobenim lipopolysacharidu jsou makrofagy aktivovany a dochazi
k expresi indukovatelné NO syntdzy, kterd katalyzuje tvorbu NO z L-argininu. NO je
nasledné oxidovan na nitrit, ktery se uvolfiuje do kultivaéniho média. Pokud jsou
makrofagy kultivovany kromé lipopolysacharidu rovnéz s testovanou sloueninou,
je mozné sledovat vliv testované latky na produkci nitritu. Koncentrace nitritu se stanovuje
pomoci Griessova €inidla (Green et al., 1994).

Griessovo (¢inidlo obsahuje sulfanilamid a N-(1-naftyl)ethylendiamin. Reakci
s nitritovym aniontem dochazi k diazotaci sulfanilamidu a nasledné kopulaci
s N-(1-naftyl)ethylendiaminem v kyselém prostfedi za vzniku rlZov€ zbarvené
azoslou¢eniny s absorpénim maximem pii 540 nm (Schéma 1). Obsah nitritu je nasledné
stanoven spektrofotometricky. Pii stanoveni je tfeba pfesn€¢ dodrzovat pH v rozmezi 1,7 az
3,0 a dobu inkﬁbace analyzovaného vzorku s ¢inidlem (Ivanov, 2004).

Inhibice tvorby NO se vyjadiuje jako hodnota ICso - takova koncentrace
testovaného derivatu, kdy je obsah nitritu v kultivaénim médiu proti kontrole polovi¢ni.

Hodnotu ICso je zexperimentalnich dat mozno ziskat pomoci softwaru, napfiklad

NO,
H2N028—-©—NH2 H2NOZS—©—N2* + Q NH(CH,),NH,

programu Chemorezist (Regner et al, 2000).

H2NOZS—©—N=N O NH(CH,),NH,

Schéma 1: Princip stanoveni nitritd pomoci Griessova ¢inidla

)
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3.2 Testovani cytotoxického uc¢inku pomoci MTT testu

Je nutno rozli$it, zdali testovana latka ma skute¢né inhibi¢ni G¢inek na tvorbu NO,
¢i zda pokles tvorby NO souvisi spiSe s cytotoxickymi vlastnostmi testovaného derivatu.
Proto je soub&Zné se stanovenim inhibice tvorby NO provadeén i in vitro test cytotoxicity.

MTT test byl v literatufe poprvé zminén v roce 1954 (Black and Speer, 1954).
Tento test se béZné€ pouzivd k testovani cytotoxicity novych protinddorovych 1é¢iv
a k urCeni senzitivity primarnich nadorovych bun€k na chemoterapii.

Princip MTT testu spo¢iva ve schopnosti zivych bun€¢k redukovat MTT na fialovy
formazan (Schéma 2). Redukce probiha v mitochondriich pomoci sukcinyl dehydrogenazy.
Formazan neni rozpustny ve vodé€, jeho krystaly se proto rozpoustéji pridavkem
10% vodného ~ dodecylsulfitu  sodného. MTT test je nasledné vyhodnocen
spektrofotometricky. Absorbance ziskaného roztoku pfi 540 nm je iméma poctu Zivych
bun€k v bunééné suspenzi (Styskalova, 2006).

Cytotoxicky efekt se vyjadfuje pomoci hodnoty ICso. Je to takova koncentrace
testovaného derivatu, kdy pfezivd 50 % bunék. Hodnota ICsy se ziskava zpracovanim
naméfenych dat pomoci softwaru, obdobné jako tomu je u sledovani inhibice tvorby NO.

DileZitou hodnotou pro posouzeni souvislosti inhibice tvorby NO a cytotoxicity
derivatu je terapeuticky index, oznalovany TI. Jedna se o podil hodnoty ICso ziskané
ztestu inhibice tvorby NO a hodnoty ICsy ziskané z MTT testu za pfitomnosti

lipopolysacharidu v kultivaénim médiu.

/@ NADH + H* NAD*
N~

CHs

Schéma 2: Redukce MTT na formazan, probihajici v mitochondriich Zivych bun€k
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Obecné poznamky k experimentalni ¢4sti
linie mySich makrofag BI10OR (Barrera et al.,, 1994), ziskana od Dr. Danuty Radzioch
(Montreal, Kanada). Buiiky byly pé&stovany v plastovych kultivaénich lahvich (80 cm?)
v kultivatnim médiu DMEM s glukézou (5 g/l), L-glutaminem (2 mmol/l), penicilinem
(100 U/ml), streptomycinem (100 pg/ml), 10% fetdlnim hov&zim sérem a NaHCOs. Buriky
byly pé€stovany v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféfe 5% CO,.

Absorbance byly méfeny na pfistroji Labsystem iEMS Reader MF (Velka Briténie).

Testované chemikalie byly ziskany z laboratofe RNDr. Jana Sarka, Ph.D., MTT
alipopolysachflrid (katalogové Cislo L4391) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich,
s.r.o. (CR) Griessovo &inidlo (N-(1-naftyl)ethylendiamin hmot. 0,1%, sulfanilamid hmot.
1%, kyselina fosfore¢na obj. 2% v deionizované vod¢€) bylo pfipravovano jako erstvé.

Ke zpracovani naméfenych hodnot byl pouzit software Chemorezist (verze 1.0).

Testovani produkce nitriti a MTT test

Byla pripravena suspenze bunék BIOR o koncentraci 3,75x10° bun&k/ml
v kultiva¢nim médiu s lipopolysacharidem (5 pg/ml). Do 96-jamkového panelu byl
napipetovan roztok testované latky (20 pl) v kultivaénim médiu v Sesti koncentracich
(nejvyssi koncentrace 250 umol/l, roztoky s niz§i koncentraci byly ziskdny Etyfndsobnym
zfedénim predchoziho roztoku). Kazda koncentrace byla testovana v dubletu. Do jamek
panelu byla pfidéna bunééna suspenze (80 pl). Jako kontrola byla pouZzita buné¢na
suspenze bez testované latky (100 pl). Inkubace bunék s testovanymi latkami trvala 24
hodin a probihala v inkubatoru pf#i 37 °C a v atmosféfe 5% CO,. Po inkubaci byly panely
zcentrifugovany (7 minut, 1500 otatek/min) a 50 pl supernatantu z jednotlivych jamek
bylo odpipetovano do prazdného 96-jamkového panelu. Do vSech jamek se supernatantem
bylo pfidano Griessovo ¢inidlo (50 pl). Panely byly inkubovany 10 minut pfi laboratorni
teploté a nasledn& byly na ELISA readeru zmé&feny absorbance pfi 540 nm. Do vSech
jamek panelil s butikami a zbylym supernatantem byl pfidano 5 pl roztoku MTT (5 mg/ml)
a panely byly inkubovény pfi 37 °C v atmosféfe 5% CO, dalsi 4 hodiny. Zluta tetrazoliova
stil byla redukovéna na modry formazan pouze Zivymi bufikami. Formazanové krystaly
byly rozpustény pomoci 50 pl 10% vodného roztoku dodecylsulfatu sodného (pH = 5,5)
pres noc pfi 37 °C. Nasledn& byly na ELISA readeru zméfeny absorbance pfi 540 nm.

Testovéni bylo provadéno ve tfech opakovanich, a to na buiikach z rliznych pasazi.
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Struktury testovanych slou¢enin

Pro testovani byli vybrani zastupci sloucenin napii¢ spektrem pfipravenych
derivati betulininti. Jedna se pfedev§im o slouceniny s niZ§i cytotoxickou aktivitou vici
linii CEM. V testovani byly pouzity i slou¢eniny se popsanou protizanétlivou aktivitou

(1-4 2 43-44).
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Struktury testovanych slou¢enin - pokraovani
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Struktury testovanych slou€enin - pokracovani

Br
(0]
N*(CH,CH,0H);
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Struktury testovanych sloucenin - pokracovani
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Struktury testovanych sloucenin - pokracovani
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TABULKA VYSLEDKU TESTOVANI

V8echny hodnoty ICso jsou uvedeny v jednotkdch pmol/l. Sloupec ,,Produkce
nitritd“  pfedstavuje vysledky testovani inhibice tvorby NO za pfitomnosti
lipopolysacharidu. Sloupec ,,Index“ pfedstavuje terapeuticky index — podil ICso (MTT
s lipopolysacharidem) a ICso (,,Produkce nitritd*). Sloupce SD vyjadfuji hodnoty

smérodatné odchylky v pmol/l.

Tabulka 1
Produkce nitritii MTT mrT
s lipopolysacharidem Index
Slouéenina - ICs SD ICsy SD ICsy SD

1 118 18 99 15 171 9,5 1,44
2 35,1 7,0 40,5 1,5 122 18 3,48
3 27,1 3,7 28 4,9 40,8 6,3 1,50
4 106 15 17,9 2,2 34,1 4,8 0,32
5 120 1,1 12,0 2,0 35,5 1,1 0,30
6 12,9 1,0 13,3 1,9 19,2 2,2 1,49
7 5,28 0,8 9,15 1,5 10,5 1,2 1,99
8 147 21 250 0 250 0 1,70
9 38,9 6,2 32,0 4,1 52,9 5,1 1,36
10 7,09 1,4 29,4 3,8 40,2 2,9 5,68
11 29,7 3,8 47,5 6,8 51,9 3,1 1,74
12 21,7 3,6 53,8 6,6 141 14 6,50
13 250 0 250 0 244 11 0,98
14 250 0 250 0 250 0 1,00
15 249 1,6 250 0 250 0 1,00
16 4,8 0,7 6,14 0,5 8,19 1,1 1,71
17 250 0 18,5 2,6 14,0 1,2 0,06
18 31,2 3,1 101 12 156 16 5,01
19 19,0 1,5 29,5 4,1 39,2 2,7 2,07
20 140 19 139 9,0 222 31 1,59
21 16,8 3,0 33,5 5,1 39,4 3,5 2,35
22 9,23 1,5 0,50 0,06 1,18 0,08 0,13
23 0,94 0,2 3,83 0,4 6,44 0,7 6,85
24 7,87 1,1 38,8 33 433 59 5,50
25 28,1 4,1 38,0 3,6 42,8 0,84 1,53
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Tabulka 1 pokradovani

. Produkce nitriti MTT MTT
s lipopolysacharidem Index
Slouéenina ICyy SD ICs, SD ICs, SD

26 8,61 1,3 30,8 3,2 46,5 5,8 5,41
27 138 18 245 11 248 59 1,79
28 30,5 4,8 274 2,4 32,0 1,1 1,05
29 44,9 59 31,2 3,8 36,6 5,7 0,82
30 133 18 230 29 248 3,7 1,87
31 29,2 5,0 30,8 2,5 31,4 2,7 1,07
32 29,7 2,0 34,7 2,5 33,9 2,7 1,14
33 221 33 44,8 52 40,5 5,5 0,18
34 30,3 2,9 138 3,6 156 11 5,16
35 250 0 17,5 2,5 17,3 1,9 0,07
36 250 0 250 0 250 0 1,00
37 11,7 0,3 34,4 4,0 29,4 43 2,51
38 20,3 2,7 37,6 1,2 39,8 6,0 1,95
39 250 0 250 0 250 0 1,00
40 333 3,8 38,7 4,9 41,4 2,6 1,24
41 250 0 250 0 250 0 1,00
42 250 0 250 0 250 0 1,00
43 250 0 5,94 0,7 10,5 0,7 0,04
44 250 0 0,90 0,07 2,99 0,4 0,01
45 105 13 191 25 248 4,1 2,36
46 11,6 0,8 56,5 7,5 119 4,7 10,25
47 14,2 1,3 334 1,7 40,9 3,7 2,88
48 68,7 8,2 51,8 7,9 46,9 6,5 0,68
49 . 250 0 250 0 250 0 1,00
50 226 23 250 0 250 0 1,10




DISKUZE

-----

Ze testované derivaty mizeme rozdélit do &tyf skupin.

Prvni skupinu tvofi derivaty, které nejevily zadny efekt inhibice tvorby NO
a nemély vﬁéiv mySim makrofadglim B10R ani efekt cytotoxicky. Do této skupiny pati
derivaty s aromatizovanym E kruhem 13 a 14, sirmé derivaty 39 a 41, dien 42, ozonid 49
a bromderivat 50.

Druhou skupinou jsou latky, jejichZ terapeuticky index, tedy podil hodnoty ICsg
produkce nitritd a hodnoty ICso ziskané MTT testem pii inkubaci s lipopolysacharidem,
je niz8i nez jedna. Tyto derivaty projevily nizkou ¢&i velmi nizkou inhibici tvorby NO,
jevily se ovSem jako siln€ cytotoxické. Tento zdanlivy protimluv lze vysvétlit napiiklad
tim, Ze tyto derivaty zasahuji do metabolismu mitochondrii a ovliviiuji jejich schopnost
redukovat MTT. Je tedy mozZné, Ze u té€chto derivat byly pti MTT testu zivé makrofagy
s ovlivnénym metabolismem mitochondrii nespravné povazovany za mrtvé buriky. Do této
skupiny patii oleanolova kyselina (4), benzyl-ester 5, keton 17, diketon 21, acetoxymethyl-
-ester 22, ozonid 33, fluorderivat 35, betulin (43) a betulinova kyselina (44).

Do treti skupiny spadd vétSina testovanych slouenin. Tvofi ji sloueniny
s terapeutickym indexem v rozmezi hodnot 1 aZ 5. Tyto slou€eniny maji vétSinou slaby ¢i
mimy inhibi¢ni G¢inek na tvorbu NO, tento efekt je v§ak siln€ spojen s cytotoxicitou téchto
derivati. Vyrazné je tento vztah patrny u 2-deoxygalaktosidu 7 a methyl-esteru 16,
které jsou silné& cytotoxické a maji hodnotou ICs; inhibice tvorby NO niz8i, resp. blizkou
10 pmol/l. Tato hodnota je povaZovdna za horni mez, kdy je je§t€ mozné hovorit
o aktivnim derivatu, a to i v pfipadg, Ze se posuzuje u€inek na tvorbu NO, i posuzuje-li se
cytotoxickd aktivita derivatu.

Posledni, &tvrtou skupinu, tvofi osm sloudenin, jez v testovani doséhly hodnoty
terapeutického indexu vy33i nez 5. Nejvy$§i hodnotu terapeutického indexu - 10,25 - ma
methoxyderivat 46. Jeho efekt na tvorbu NO je stfedni (ICso= 11,6 pmol/l), pfesto se viak
stale jedna o koncentraci, které je teoreticky moZno v organismu pfi ordlnim podani
dosédhnout. Jako perspektivn&jsi se jevi nenasyceny diketon 10, methylenketon 23,
strukturné podobny heptanorketon 24 a glukosid 26. Viechny tyto slou¢eniny maji hodnotu
ICso inhibice tvorby NO nizsi nez 10 umol/l, methylenketon 23 ma dokonce hodnotu

ICs0= 0,94 pumol/l. Dal3i z testovanych nenasycenych diketond, derivét 12, dale aminol 18
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a sirny derivat 34 sice vykazaly terapeuticky index vys$i nez 5, jejich hodnota ICsg inhibice
tvorby NO je v8ak vys$si nez 10 pmol/l a nelze je tedy povaZzovat za dostate¢né ucinné.

Z testovani nevyplynula zadna zieteln€jsi zavislost hodnoty terapeutického indexu
¢i aktivity na struktufe, pozornost si zaslouzi des-E-derivaty 23 a 24 a nenasycené diketony
10 a 12, které mély hodnoty terapeutického indexu vyssi nez 5. Aktivita jejich pfibuznych
derivati by meéla byt dale studovana. Pozornost zasluhuji také slouCeniny piibuzné
kyselin€ 46 pro jeji vysoky terapeuticky index.

Zavérem je potfeba podotknout, Ze pouhy in vitro screening inhibice tvorby NO
u makrofagi ” aktivovanych  lipopolysacharidem neni  dostateény  k prokézani
protizanétlivych u&inkl testovanych slouCenin. Je potieba rozsifit testovani o testovani
vlivu na tvorbu ROS u aktivovanych makrofagli, uCinku na cyklooxygendzy <i
lipoxygenazy apod. Teprve tehdy miZe byt o protizanétlivych ucincich testovanych
slou¢enin rozhodnuto. Screeningem vSak bylo zjist€éno nékolik zajimavych sloudenin,

které si zaslouzi dalsi studium jejich protizanétlivé aktivity.
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ZAVER

c w1

pfirodnich i syntetickych triterpenoidi.

. U padesati triterpenoidnich derivatd byl proveden in vitro screening inhibice tvorby

NO mySimi makrofagy BI10R stimulovanymi lipopolysacharidem.

. Bylo nalezeno osm sloucenin s terapeutickym indexem vy$§im nez 5, z nichZ jeden

derivat mél hodnotu terapeutického indexu vys$si nez 10.

. Slouc¢eniny 10, 23, 24 a 26 vykazuji inhibici tvorby NO s hodnotou ICsy < 10 pmol/l

a zaroven maji terapeuticky index vyssi nez 5.

. Na zaklad¢ sledovani zavislosti i¢innosti na struktufe si dal$i studium zasluhuji

derivaty pfibuzné des-E-derivatim 23 a 24 a nenasycenym diketoniim 10 a 12.

35



LITERATURA

Abe N, Ebina T, Ishida N: Interferon induction by glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid
in mice. Microbiol. Immunol.: 26, 535 (1982)

Ahn KS, Noh EJ, Zhao HL, Jung SH, Kang SS, Kim YS: Inhibition of inducible nitric
oxide synthase and cyclooxygenase II by Platycodon grandiflorum saponins via
suppression of nuclear factor-kB activation in RAW 264.7 cells. Life Sci.: 76, 2315
(2005)

Ali MS, Ibrahim SA, Jalil S, Choudhary MI: Ursolic Acid: A Potent Inhibitor of
Superoxides Produced in the Cellular System. Phytother. Res.: in press

Altinier G, Sosa S, Aquino RP, Mencherini T, Della Loggia R, Tubaro A:
Characterization of Topical Antiinflammatory Compounds in Rosmarinus officinalis L.
J. Agric. Food Chem.: 55, 1718 (2007)

Altmann A, Fischer L, Schubert-Zsilavecz M, Steinhilber D, Werz O: Boswellic acids
activate p42(MAPK) and p38 MAPK and stimulate Ca(2+) mobilization. Biochem.
Biophys. Res. Commun.: 290, 185 (2002)

Ammon HP, Mack T, Sigh GB, Safayhi H: Inhibition of leukotriene B4 formation in
rat peritoneal neutrophils by an ethanolic extract of the gum resin exudate of Boswellia
serrata. Planta Med.: 57,203 (1991)

Ammon HPT, Safayhi H, Mack T, Sabieraj J: Mechanism of antiinflammatory actions
of curcumine and boswellic acids. J. Ethnopharmacol.: 38, 113 (1993)

Bae EA, Shin JE, Kim DH: Metabolism of Ginsenoside Re by Human Intestinal
Microflora and Its Estrogenic Effect. Biol. Pharm. Bull:. 28, 1903 (2005)

Baricevic D, Sosa S., Della Loggia R, Tubaro A, Simonovska B, Krasna A,
Zupancic A: Topical anti-inflammatory activity of Salvia officinalis L. leaves:
the relevance of ursolic acid. J. Ethnopharmacol.: 75, 125 (2001)

Barrera L1£, Kramnik I, Skamene E, Radzioch D: Nitrite production by macrophages
derived from BCG-resistant and -susceptible congenic mouse strains in response to
IFN-y and infection with BCG. Immunology: 82, 457 (1994)

Bermejo Benito P, Abad Martinez MJ, Silvan Sen AM, Sanz Gémez A, Fernandez L,
Matellano L, Sanchez Contreras S, Diaz Lanza AM: In vivo and in vitro

antiinflammatory activity of saikosaponins. Life Sci.: 63, 1147 (1998)

36



Bemstein PR, Edwards PD, Williams JC: Inhibitors of human leukocyte elastase. Prog.
Med. Chem.: 31, 59 (1994)

Bemard P, Scior T, Didier B, Hibert M, Berthon JY: Ethnopharmacology and
bioinformatic combination for leads discovery: application to phospholipase A2
inhibitors. Phytochemistry: 58, 865 (2001)

Black MM, Speer FD: Further observations on the effects of cancer chemotherapeutic
agents on the in vitro dehydrogenase activity of cancer tissue. J. Natl. Cancer. Inst.: 14,
1147 (1954)

Cichewicz RH, Kouzi SA: Chemistry, Biological Activity, and Chemotherapeutic
Potential of Betulinic Acid for the Prevention andTreatment of Cancer and HIV
Infection. Med. Res. Rev.: 24, 90 (2004)

Dahmen U, Gu YL, Dirsch O, Fan LM, Li J, Shen K, Broelsch CE: Boswellic Acid,
a Potent Antiinflammatory Drug, Inhibits Rejection to the Same Extent as High Dose
Steroids. Transplant Proc.: 33, 539 (2001)

Dai JH, Iwatani Y, Ishida T, Terunuma H, Kasai H, Iwakula Y, Fujiwara H, Ito M:
Glycyrrhizin  enhances interleukin-12 production in peritoneal macrophages.
Immunology: 103, 235 (2001)

Dzubdk P, Hajdich M, Sarek J: Biologické téinky triterpenoidii: protinddorova
aktivita. Klin. Farmakol. Farm.: 18, 14 (2004).

Dzubak P,‘.Hajdﬁch M, Vydra D, Hustova A, Kvasnica M, Biedermann D, Markova L,
Urban M, Sarek J: Pharmacological activities of natural triterpenoids and their
therapeutic implications. Nat. Prod. Rep.: 23 394 (2006)

Elliott S, Hays E, Mayor M, Sporn M, Vincenti M: The triterpenoid CDDO inhibits
expression of matrix metalloproteinase-1, matrix metalloproteinase-13 and Bcl-3 in
primary human chondrocytes. Arthritis Res. Ther.: 5, R285 (2003)

Fernandes AMS, Baker EA, Martin JT: Studies on plant cuticle VI. Isolation and
fractionation of cuticular waxes. Ann. Appl. Biol.: 53, 43 (1964).

Fulda S, Jeremias I, Pietsch T, Debatin KM: Betulinic acid: a new cytotoxic agent
against malignant brain-tumor cells. Int. J. Cancer: 82, 435 (1999)

Green SJ, Aniagolu J, Raney JJ: Oxidative Metabolism of Murine Macrophages.
In Current Protocols in Immunology, Unit 14.5, supplement 12 (1994)

Gupta MB, Bhalla TN, Gupta GP, Mitra CR, Bhargava KP: Antiinflammatory activity
of natural products (I) Triterpenoids. Eur. J. Pharmacol.: 6, 67 (1969)

37



Gupta SS: Prospects and perspectives of natural plants products in medicine. Indian J.
Pharmacol.: 26, 1 (1994)

Hajduch M, Sarek J: Triterpenoid derivates. PCT Int. Patent Appl. WO0190136, 23
May 2001

Hodges LD, Kweifio-Okai G, Macrides TA: Antiprotease effect of anti-inflammatory
lupeol esters. Mol. Cell. Biochem.: 252, 97 (2003)

Honda T, Finlay HJ, Gribble GW, Suh N, Sporn MB: New enone derivatives of
oleanolic acid and ursolic acid as inhibitors of nitric oxide production in mouse
macrophages. Bioorg. Med. Chem. Lett.: 7, 1623 (1997)

Honda T, Honda Y, Favaloro FG, Gribble GW, Suh N, Place AE, Rendi MH,
Sporn MB: A Novel Dicyanotriterpenoid, 2-Cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-
-onitrile, Active at Picomolar Concentrations for Inhibition of Nitric Oxide Production.
Bioorg. Med. Chem. Lett.: 12, 1027 (2002)

Honda T, Liby KT, Su X, Sundararajan C, Honda Y, Suh N, Risingsong R,
Williams CR, Royce DB, Sporn MB, Gribble GW: Design, synthesis, and
anti-inflammatory activity both in vitro and in vivo of new betulinic acid analogues
havingan enone functionality in ring A. Bioorg. Med. Chem. Lett.: 16, 6306 (2006)
Honda T, Rounds BV, Bore L, Favaloro FG, Gribble GW, Suh N, Wang Y, Sporn MB:
Novel synthetic oleanane triterpenoids: a series of highly active inhibitors of nitric
oxide production in mouse macrophages. Bioorg. Med. Chem. Lett.: 9, 3429 (1999)
Honda T, Rounds BV, Gribble GW, Suh N, Wang Y, Sporn MB: Design and synthesis
of 2-cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-oic acid, a novel and highly active inhibitor of
nitric oxide production in mouse macrophages. Bioorg. Med. Chem. Lett.: 8, 2711
(1998)

Chevrier MR, Ryan AE, Lee DYW, Zhongze M, Wu-Yan Z, Via CS: Boswellia
carterii Extract Inhibits TH1 Cytokines and Promotes TH2 Cytokines In Vitro. Clin.
Diagn. Lab. Immunol.: 12, 575 (2005)

Ikeda Y, Murakami A, Nishizawa T, Ohigashi H: Ursolic Acid Enhances
Cyclooxygenases and Tumor Necrosis Factor-o. Expression in Mouse Skin. Biosci.
Biotechnol. Biochem.: 70, 1033 (2006)

Ikeda Y, Murakami A, Ohigashi H: Ursolic acid promotes the release of macrophage
migration inhibitory factor via ERK2 activation in resting mouse macrophages.

Biochem. Pharmacol.: 70, 1497 (2005)

38



Itoh K, Kumagai K: Augmentation of NK activity by several anti-inflammatory agents.
Excerpta Med.: 641, 460 (1983)

Ivanov VM: The 125th Anniversary of the Griess Reagent. J. Anal. Chem.: 59, 1002
(2004)

Leung CY, Liu L, Wong RNS, Zeng YY, Li M, Zhou H: Saikosaponin-d inhibits T cell
activation through the modulation of PKC6, JNK, and NF-xB transcription factor.
Biochem. Biophys. Res. Commun.: 338, 1920 (2005)

Matsui S, Matsumoto H, Sonoda Y, Ando K, Aizu-Yokota E, Sato T, Kasahara T:
Glycyrrhizin and related compounds down-regulate production of inflammatory
chemokines IL-8 and eotaxin 1 in a human lung fibroblast cell line. Int.
Immunopharmacol.: 4, 1633 (2004)

Park EK, Choo MK, Han MJ, Kim DH: Ginsenoside Rh1 Possesses Antiallergic and
Anti-Inflammatory Activities. Int. Arch. Allergy Immunol.: 133, 113 (2004)

Park EK, Choo MK, Kim EJ, Han MJ, Kim DH: Antiallergic Activity of Ginsenoside
Rh2. Biol. Pharm. Bull.: 26, 1581 (2003)

Park EK, Shin YW, Lee HU, Kim SS, Lee YC, Lee BY, Kim DH: Inhibitory Effect of
Ginsenoside Rbl and Compound K on NO and Prostaglandin E2 Biosyntheses of
RAW264.7 Cells Induced by Lipopolysaccharide. Biol. Pharm. Bull.: 28, 652 (2005)
Park KH, Park J, Koh D, Lim Y: Effect of Saikosaponin-A, a Triterpenoid Glycoside,
Isolated from Bupleurum falcatum on Experimental Allergic Asthma. Phytother. Res.:
16, 359 (2002)

Place AE, Suh N, Williams CR, Risingsong R, Honda T, Honda Y, Gribble GW,
Leesnitzer LM, Stimmel JB, Willson TM, Rosen E, Sporn MB: The Novel Synthetic
Triterpenoid, CDDO-Imidazolide, Inhibits Inflammatory Response and Tumor Growth
in Vivo. Clin. Cancer Res.: 9, 2798 (2003)

Pozharitskaya ON, Ivanova SA, Shikov AN, Makarov VG: Separation and
quantification of terpenoids of Boswellia serrata Roxb. extract by planar
chromatography techniques (TLC and AMD). J. Sep. Sci.: 29, 2245 (2006)

Regner B, Dusek L, Hajduch M: Software chemorezist (verze 1.0) - komplexni nastroj
pro analyzu dat a management testdi chemorezistence nadort. Klin. Onkol.: 13, 30
(2000)

Ringbom T, Segura L, Noreen Y, Perera P, Bohlin L: Ursolic Acid from Plantago
major, a Selective Inhibitor of Cyclooxygenase-2 Catalyzed Prostaglandin

Biosynthesis. J. Nat. Prod.: 61, 1212 (1998)

39



Safayhi H, Mack T, Sabieraj J, Anazodo MI, Subramanian LR, Ammon HP: Boswellic
acids: novel, specific, nonredox inhibitors of 5-lipoxygenase. J. Pharmacol. Exp. Ther.:
261, 1143 (1992)

Safayhi H, Rall B, Sailer ER, Ammon HPT: Inhibition by boswellic acids of human
leukocyte elastase. J. Pharmacol. Exp. Ther.: 281, 460 (1997)

Safayhi H,V.Sailer ER, Ammon HP: Mechanism of 5-lipoxygenase inhibition by acetyl-
-11-keto-beta-boswellic acid. Mol. Pharmacol.: 47, 1212 (1995)

Sami A, Taru M, Salme K, Jari YK: Pharmacological properties of the ubiquitous
natural product betulin. Eur. J. Pharm. Sci.: 29, 1 (2006)

Shishodia S, Majumdar S, Banerjee S, Aggarwal BB: Ursolic Acid Inhibits Nuclear
Factor-kB Activation Induced by Carcinogenic Agents through Suppression of IkBa
Kinase and p65 Phosphorylation: Correlation withDown-Regulation of
Cyclooxygenase 2, Matrix Metalloproteinase 9, and Cyclin D1. Cancer Res.: 63, 4375
(2003)

Spaclilova P: Bakalarska prace, Univerzita Karlova v Praze, Praha 2006

Styskalova L: Doktorska dizerta¢ni prace, Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc
2006

Subbarama;iah K, Michaluart P, Sporn MB, Dannenberg AJ: Ursolic Acid Inhibits
Cyclooxygenase-2 Transcription in Human Mammary Epithelial Cells. Cancer Res.:
60, 2399 (2000)

Suh N, Wang Y, Honda T, Gribble GW, Dmitrovsky E, Hickey WF, Maue RA, Place
AE, Porter DM, Spinella MJ, Williams CR, Wu G, Dannenberg AJ, Flanders KC,
Letterio JJ, Mangelsdorf DJ, Nathan CF, Nguyen L, Porter WW, Ren RF, Roberts AB,
Roche NS, Subbaramaiah K, Sporn MB: A Novel Synthetic Oleanane Triterpenoid,
2-Cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-0ic  Acid, with Potent Differentiating,
Antiproliferative, and Anti-Inflammatory Activity. Cancer Res.: 59, 336 (1999)
Syrovets T, Biichele B, Krauss C, Laumonnier Y, Simmet T: Acetyl-Boswellic Acids
Inhibit Lipopolysaccharide-Mediated TNF-o Induction in Monocytes by Direct
Interaction with IxB Kinases. J. Immunol.: 174, 498 (2005)

Sarek J, Klinot J, Dzubak P, Klinotova E, Noskova V, Kietek V, Kofinkova G,
Thomson JO, Janostakova A, Wang S, Parsons S, Fisher PM, Zhelev NZ, Hajduch M:
New lupane derived compounds with pro-apoptotic activity in cancer cells: synthesis

and structure-activity relationships. J. Med. Chem.: 46, 5402 (2003)

40



Takada Y, Aggarwal BB: Betulinic Acid Suppresses Carcinogen-Induced NF-xB
Activation Through Inhibition of IkBa Kinase and p65 Phosphorylation: Abrogation of
Cyclooxygenase-2 and Matrix Metalloprotease-9. J. Immunol.: 171, 3278 (2003)
Thuong PT, Min BS, Jin WY, Na MK, Lee JP, Seong RS, Lee YM, Song KS,
Seong YH, Lee HK, Bae KH, Kang KS: Anti-complementary Activity of Ursane-Type
Triterpenoids from Weigela subsessilis. Biol. Pharm. Bull.: 29, 830 (2006)

Tolstikova TG, Sorokina IV, Tolstikov GA, Tolstikov AG, Flekhter OB: Biological
Activity and Pharmacological Prospects of Lupane Terpenoids: I. Natural Lupane
Derivatives. Russ. J. Bioorganic Chem.: 32, 37 (2006)

Tolstikova' TG, Sorokina IV, Tolstikov GA, Tolstikov AG, Flekhter OB: Biological
Activity and Pharmacological Prospects of Lupane Terpenoids: II. Semisynthetic
Lupane Derivatives. Russ. J. Bioorganic Chem.: 32,261 (2006)

Urban M: Dizerta¢ni prace, Univerzita Karlova v Praze, Praha 2005

Wasserman SI: Mediators of immediate hypersensitivity. J. Allergy. Clin. Immunol.:
72,101 (1983)

Weniger B, Lobstein A, Um BH, Vonthron-Sénéchau C, Anton R, Jiménez Usuga N,
Basaran H, Lugnier C: Bioactive Triterpenoids from Vochysia pacifica Interact with
Cyclic Nucleotide Phosphodiesterase Isozyme PDE4. Phytother. Res.: 19, 75 (2005)
Yamashita K, Lu H, Lu J, Chen G, Yokoyama T, Sagara Y, Manabe M, Kodama H:
Effect of three triterpenoids, lupeol, betulin, and betulinic acid on the stimulus-induced
superoxide generation and tyrosyl phosphorylation of proteins in human neutrophils.
Clin. Chim. Acta: 325, 91 (2002)

Yang ZG, Li HR, Wang LY, Li YH, Lu SG, Wen XF, Wang J, Daikonya A, Kitanaka
S: Triterpenoids from Hippophae rhamnoides L. and Their Nitric Oxide Production -
- Inhibitory and DPPH Radical-Scavenging Activities. Chem. Pharm. Bull.: 55, 15
(2007)

Yim JS, Kim YS, Moon SK, Cho KH, Bae HS, Kim JJ, Park EK, Kim DH: Metabolic
Activities of Ginsenoside Rbl, Baicalin, Glycyrrhizin and Geniposide to Their
Bioactive Compounds by Human Intestinal Microflora. Biol. Pharm. Bull.: 27, 1580
(2004)

Ying QL, Rinehart AR, Simon RR, Cheronis JC: Inhibition of human leucocyte
elastase by ursolic acid. Biochem. J.: 277, 521 (1991)

41



o You HJ, Choi CY, Kim JY, Park SJ, Hahm KS, Jeong HG: Ursolic acid enhances nitric
oxide and tumor necrosis factor-a production via nuclear factor-xB activation in
the resting macrophages. FEBS Lett.: 509, 156 (2001)

o Yun Y, Han S, Park E, Yim D, Lee S, Lee CK, Cho K, Kim K: Immunodulatory
Activity of Betulinic Acid by Producing Pro-Inflammatory Cytokines and Activation of
Macrophages. Arch. Pharm. Res.: 26, 1087 (2003)

o Zdzisinska B, Rzeski W, Paduch R, Szuster-Ciesielska A, Kaczor J, Wejksza K,
Kandefer-Szerszen M: Differential effect of betulin and betulinic acid on cytokine

production in human whole blood cell cultures. Pol. J. Pharmacol.: 55,235 (2003)

42



PODEKOVANI

Zavérem bych rada pod€kovala viem tém, ktefi mi byli ndpomocni pfi sepisovani
této prace. Predevsim chci podékovat doc. MUDr. Marianu Hajdachovi, Ph.D. za mnohé
konzultace a rady a zvlasté za to, Ze mi umoznil pracovat na velmi zajimavém tématu na
jesté zajimavéj$im pracovisti.

Stejné velky dik patii i RNDr. Janu Sarkovi, Ph.D. za velkou podporu a ochotu
vyjit vstfic jak pfi préaci v laboratofi, tak pfi sepisovani prace. D&€kuji i za rady pfi vybéru
testovanych sloucenin.

Dé&kuji také Be. Anné Jano$tdkové za peclivé vysvétlovani a sledovani mych
prvnich po¢ind v biologické laboratofi, Jifimu Lipertovi a Veronice Drabkové za cenné
rady pfi vlastnim testovani a vS8em dal§im pracovnikiim Laboratofe experimentalni
mediciny za pfijemné a pratelské pracovni prostiedi.

Svym kplegﬁm ze Skupiny pfirodnich latek dékuji za ochotu podélit se o své cenné
produkty a za zajem o mou praci.

V neposledni fadé bych rada podékovala doc. Mgr. Janu Cernému, Ph.D. za to,
Ze nejen pro mne, ale i pro ostatni studenty udélal z biologie zajimavou, dobrodruznou
a krasnou védu.

Nemohu také opomenout své rodiée, jimz vdé¢im za umoznéni studia na vysoké

Skole, za pochopeni a zazemi po celou dobu studia.
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