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Vyndlez se t¥kd alkyl-fosfolipidu se selek-
tivaim protinddorovym tfinkem pFipravi-
telného biopreparaci a purifikaci. Jednd se
o netoxicky bioprepardt 1-O-alkyl-2-acyl-sn-
-glycerc-3-fosfo(N-acyl)ethanolaminu, tis
plasmanyl(N-acyl)ethanolaminu [PNAE)] s
protinddorovym d&inkem, izolovany z oplo-
zenych slepifich vajec inkubovanych 10 aZ
12 dni a z degenerujicich tkdni kufecich
embryi z téchto vajec.

Byl popsédn selektivni cytolyticky tinek
nekterych syntetickych derivdti alkyl-lyso-
fosfolipidl proti nddorovym buiikdm in vit-
ro a vyznamné protinddorové téinnost téch-
to prepardtfi in vitro (Andreesen R. a kol,,
Cancer Res., 3894—3899 (1978); Modollel M.
a kol.,, Cancer Res., 39, 4681—4686 (1979);
Runge M. H. a kol., ]. Nat. Cancer Inst., 64,
1301—1306 (1980); Berdel W. E. a kol., Eur.
J. Cancer, 16, 1199—1204, (1980]; Berdel E.
E. a kol,, ]J. Natl. Cancer Inst., 65, 813—817
(1981); Berdel W. E. a kol., Anticancer Res.,
1, 345352 (1981); Berdel W. E. a kol.,, Can-
cer Res., 43, 541—b45 (1983), jak je uvede-
no v publikovaném pfehledu (Berdel W. E.,
Blut, 44, 71—78 [1982).

Jeden z nejacinn&jSich syntetickych ana-
logt alkyl-lysofosfolipidfi, racemicky 1-okta-
decyl-2-methyl-sn-glycero-3-fosfocholin (Ar-
nold D. a kol, Liebig's Ann. Chem., 709,
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234—239 (1967); Weltzien H. U. a kol., Lie-
bigs's Ann. Chem. 709, 240—243 ([1967),
zplsobuje selektivni destrukci lidskych leu-
kemickych bungk in vitro a in vivo, zatim-
co pro fyziologické lidské fibroblasty a leu-
kocyty je tento prepardt netoxicky (Andree-
sen R. a kol, Cancer Res., 38, 3894—3899
(1979); Runge M. H. a kol., ]. Nat. Cancer
Inst., 64, 1301—1306 (1980), méd v3ak ved- '
lej3{ toxické déinky in vivo, v klinické tera-
pii (Berdel W. E. a kol., Blut, 44, 177—186
(1982).

Molekuldarn! mechanismus selektivniho
protinddorového tu€inku alkyl-lysofosfolipi-
dd spoéivd v rozdilném metabolismu alkyl-
-fosfolipid@t v normélnich a nddorovych buii-
kdch. Alkyl-lysofosfolipidy jsou degradova-
ny enzymem 3tépicim 1-0O-alkyl-etherovou
vazbu v 1-O-alkyl-lysofosfolipidech (Pfleger
R. C. a kol, Biochim. Biophys. Acta, 144,
633—648 (1967); Tietz A. a kol., ]. Biol
Chem., 239, 4081—4090 (1964). Tento enzym
je pfitomen v normélnich tkédnich (Snyder
F. a kol., Biochim. Biophys. Acta, 318, 259—
—285 (1973), aktivita tohoto enzymu je viak
témé&f nulovéd v nddorovych buiikdch (Scod-
sman J. F. a kol., Cancer Res., 30, 309—311
(1970); Berdel W. E. a kol,, Cancer Res., 43,
541—545 (19283). To vede k akumulaci al-
kyl-fosfolipid@ v nddorovych buiikdch (Sny-
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der F. a Wood R., Cancer Res., 29, 251—257.
(1969), coZ pro dalsi aplikaci syntetickych
analogli alkyl-lysofosfolipidii zpiisobuje se-
lektivni naruSeni metabolismu fosfolipidd v
nadorové buiice a progresivni destrukci né-
dorovych buné&k a jejich bun&fnych mem-
bran Modolell B. a kol, Cancer Res., 39,
4681—4686 (1979); Berdel W. E. a kol.,, Can-
cer Res., 43, 5538—5543 (1983).

Dal3im mechanismem protinddorového -
ginku t&chto syntetickych alkyl-lysofcsfoli-
pidQ je aktivace makrofdgd a stimulace bu-
nééné protinddorové imunity Berdel W. H.
a kol., Eur. ]. Cancer, 16, 1199—1204 (1980);
Berdel W. E. a Munder P. G., Anticancer
Res., 1, 397—402 (1981); Berdel W. H., Blut,
44, 71—78 (1982).

Japonskymi autory byla neddvno podéna
také indukce diferenciace lidskych a my3ich
leukemickych bun&k na normélni fenotypy
(marfologicky a funk&né& normalni granulo-
cyty a makrofdgy) plisobenim syntetickych
analogh alkyl-lysofosfolipidi na buiiky lid-
ské myeloidni leukemie (linie HL-60) a my3i
leukemie ML v tkéiiovych kulturdch (Hon-
ma Y. a kol., Cancer Ros., 41, 3211—3216
(1981). Alkyl-lysofosfolipidy neinhibuji pro-
liferaci bun&k kostni dfené&. Autoi¥i navrhuji
klinické pouZiti derivati alkyl- lysofosfolipi-
dil v 16€bé myeloidni leukemie. :

Podle €s. patentu €. 145770 je zndm zpu-
sob piipravy latek potlafujicich mnoZeni a
riist bun&k, zvl43t8 malignich bun&k embryo-
néalniho ristu.

Tento postup se vyznafuje tfm, Ze se v
oplozeném, zejména na ptatim vejci prerusi
rist zdrodku, odstrani se pevné soufdsti a
z kapalné ¢ésti se izoluje lipofilni podil a

0 CH2—0—R1

I 1

Rz—C—0—CH OH

I
CHz——O—lﬁ—O—CHszHz—NH—CO—Rs

kde

R: je alifaticky nasyceny ret&zec s poftem
atomil uhlik@ Cis, Cis,

R2CO je zbytek nenasycené mastné Kyseli-
ny s po¢tem atomi uhliku C1s a s 1 dvojnou
vazbou nebo Czz se 4 dvojnymi vazbami a

R3—CO je zbytek nasycenych mastnych
kyselin s poftem atomfl uhliku Cis nebo Cis
se selektivnim protinddorov§m G&inkem, pfi-
pravitelny z oplozeného slepifiho vejce in-
kubovaného 10 aZ 12 dni, pferuSenim ristu
emrya a dal3¥i inkubaci pfi teplot& 39 aZ
42 °C po dobu 10 aZ 18 dni a po odstranéni
kapalné &4&sti extrakci neutrdlnich lipidd a
fosfolipiddi z pevné embryonédlni odumfelé
tkdn®& organickymi rozpou3tédly a po od-
stran&ni podilu bilkovinného charakteru vy-
gi§ténim podilu obsaZeného v organickych

rozpoustédlech chromatografickymi meto-
dami. Odstranéni neutrdlnich lipidd a fosfi-
dfi z embryondlni odumi‘elé tkdn& se provéa-
di extrakci organickymi rozpoust&dly, s v§-
hodou smési chloroform-methanol v objemo-

4

podil bilkovinového charakteru a oba po-
dily se vy&isti.

Tento zpisob vychédzi z fertilnich vajec,
tj. vajec oplozenych, ale dosud neinkubova-
nych, respektive inkubovanych velmi krat-
ce (tj. 24 hodin), nadeZ rist je pferuSen po-
nofenim do chloroformu. Podle uvedeného
patentu se lyofilizovany obsah tj. vysuSend
kapalna ¢dst obsahu vajec, kterd je déle o-
znatovéana zkratkou bioprepardt CACPL (cru-
de Anticancer Phospholipids), extrahuje e-
therem v Soxhletové p¥istroji, pfi€emZ pev-
né soutdst (embrya) se odstrani a dédle ne-
zpracovdvad. Ziskany bioprepardt oznaden
zkratkou cACPL [crude Anticancer Phospo-
lipidis]).

Oproti tomu zplsob p¥ipravy alkyl-fosfoli-
pidu se selektivnim protinddorovym u&in-
kem pcdle vyndlezu vychdzi z tkdné deseti
aZ dvandctidennich slepitich embryi, umrt-
venych podobnym zplsobem, tj. pomoci
chloroformu.

Dal8i rozdil je v tom, Ze pevné Cast obsa-
hu vajec (tj. odumield &4st embryi) se ne-
odstraiiuje, ale je hlavnim zdrojem pfipra-
vy alkyl-fosfolipidu. Zpracovéni druhého ob-
sahu vejce, tj. kapalného podilu, vede rov-
né# k ziskani udinné latky, tj. alkyl-fosfoli-
pidu podle vynédlezu, avSak v mnoZstvi asi
ttyfikrdat aZ pé&tkrat men$im (biopreparat
cACPL).

Podstatou vyndlezu je novy biopreparat-
-alkyl-fosfolipid se selektivnim protinddoro-
vym ufinkem, 1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-
-fosfo[N-acyl)ethanolamin, tj. plasmanyl(N-
-acyl)ethanolamin (PNAE) obecného vzorce

(1)

(1)

vém poméru 2:1, PPeruSeni rfistu embrya
1ze s vyhodou provést né&kolikrdte opakova-
nym mactenim vacej do chloroformu po pied-
chozi kratkodobé inkubaci.

Protinddorovd aktivita prepardtu cACPL
byla studovéana jiZ v roce 1966—1967 na ex-
perimentdlnich nédorech (krysi adenokar-
cinom Walker 256, sarkom s37 a Zajdelliv
asciticky hepatom u krys), kde byl proké-
zdn vyznamny protinddorovy G€inek tohoto
bioprepardtu. Byla pozorovdna vakuolisace
a rozpad nddorovych bunék u lé€enych zvi-
Fat bez toxickych Gfink@i na normdlni tké-
n& Molekuldrni mechanismus protinddoro-
vého nudinku cACPL a tu€inné komponenty
tohoto biopreparatu byly v3ak tehdy nezné-
mé.

Testovdnim chronické toxicity na my3ich,
krysdch a psech byl biopreparét cACPL shle-
ddn netoxickym jest& pfi vysoké dédvce 25
miligrami/kg. Tento fakt umoZnil klinické
zkousky prepardtu cACPL, které byly prove-
deny v letech 1976 a 1977. Tehdy dosaZené
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pardtu cACPL a jeho tfinku na lidské na-
dorové buiiky v tka%ovych kulturdch. Byl
pozorovan selektivni cytolyticky Géinek pre-
paratu cACPL na lidské nddorové buiiky (li-
nie Hep-2 a HelLa) je3t& pFi koncentraci 30
ug cACPL v ml média (Eaglovo médium pro
tkétiové kultury MEM s 10% inaktivovaného
teleciho séra, nebo médium Eaglovo-Parke-
rovo, obsahujici hydrofosfat lektalbuminu
EPL) za 48 aZ 72 hodin inkubace pfi 37 °C
v. COz-inkubétcru. P¥i stejné koncentraci pre-
pardt cACPL nemé cytolyticky nfinek na
normélni lidské fibroblasty (linie LEP) w
tkaiiové kultufe. Lyticky tG&inek cACPL na
experimentdlni naddory in vivo (&s. pat. &.
145 770) indikoval moZnost selektivniho na-
ruseni bun&tné membréany lidsk§ch néddoro-
vych bunék bioprepardtem cACPL.

Byly proto provedeny experimentdini stu-
due fcsfolipidi pFitomnych v cACPL a ve
tkdnich kufecich embryi ziskanych uvede-
nym postupem. Chromatografickou analyzou
lipidt a fosfolipid@ pfitomnych v bioprepa-
ratu cACPL (chromatografii v tenké vrst-
v& silikagelu) byly ziskédny fosfolipidy, kte-
ré nejsou pritomny v normélnich slepigich
vejcich. Jeden z t&chto izolovanych fosfoli-
pidit s chemickou strukturou 1-O-alkyl-2-a-
cyl-sn-glycero-3-fosfo(N-acyl)ethanolaminu
(tj. plasmanyl(N-acyl)ethanolamin, [PNAE),
je té% biologicky aktivni komponentou pre-
pardatu cACPL a mé selektivni protinddoro-
vy Gfinek in vitro a také in vivg, jak déle
uvvedeno v piikladech.

Na rozdil od syntetickjch preparéatii al-
kyl-lysofosfolipidii (Berdel W. E. a kol,
Blut, 44, 177—186, 1982) je alkyl-fosfolipid
podle vynélezu bez vedlej$ich toxickych u-
¢inkfl, nebot nedolo k dhynu my3i ani p¥i
7 X opakcvané denni dédvce 0,5 mg na my3
denn# (viz Tabulka 1). To je vyznamnou vy-
hedou alkyl-fosfolipidu podle vynédlezu pro
jeho klinické pouZiti v therapii malignich
nd-ord a leukémii.

Priprava alkylfosfolipidu podle vynédlezu

Vejce s desetidennimi a% dvandctidennimi
kufecimi embryi se vioZi do inkubédtoru vy-
hiivaného na 39 aZ 42 °C. Po dvou hodindch
se vejce vyjmou a namoci na 60 s do chlo-
roformu zah¥dtého na 30 aZ 35°C. Pak se
vejce opét vloZi do inkubédtoru. Po 24 hodi-
néch se operace opakuje, aviak po dobu 150
sekund a tak se postupné denn& pfidava
90 s expozice v chloroformu, a¥ tfeti den
trvd 330 s, kdy embryo odumird. Vejce s o-
dumfelymi embryi se ponechaji v inkubéto-
ru pfi shora uvedené teploté je¥t® 18 dnf.

Po skonéeni této inkubace se vajicka na
povrchu skofapek dezinfikuji zfed&nym roz-
tokem jodu v ethylalkoholu, skofdpka se o-
tevie sterilnimi nfiZkami (v prostoru vzdu-
chcvé bubliny), odumfelé embryo se pfene-
se sterilni pinzetou do sterilni sklen&né 14h-
ve (NTS s vitkem se zdvitem). Emrya takto
ziskand z vétsiho poétu vajec se ulo# v mra-
klinické vysledky vedly autory vynélezu k
dal3imu studiu preparatu cACPL.

(¥

]

Nyni bylo zahdjeno znovu studium biopre-
znici pFi —20°C a% do dal8iho zpracovani.

Takto ziskand kufeci embrya z dvaceti va-
jec (celkovd hmotnost embryonilni tk&ng
89 g), byla homogenizovdna pfi 0°C v me-
chanickém homogenizdtoru a rotujicimi o-
celovymi noZi p¥i pfiddni 50 m! sterilnfho
isotonického roztoku s fosfatcvym pufrem
pH 7,2 (PBS). K homogenétu v lahvi se skle-
nénou zabrou$enou zétkou, {obsah 1 000 ml)
bylo pfiddno 400 ml smési chloroformu a
metylalkoliolu (2:1, objemové dily) a tfe-
pdno 20 minut p¥ teplot& mistnosti. [Fol-
cha a kol.,, ]. Biol. Chem., 228, 497—509
[1957]].

Suspenze homogendtu embryondlni tkdn#
byla cdstfedéna ve sklen&nych kyvetdch
(2 500 obr./min) po debu 15 minut. Spodnf
chloroformové fdze (Zlut® zabarvend, objem
cca 250 ml) byla pFenesena 10 ml pipetou
s balénkem na skiaddany filtr z filtra¢niho
papiru v €isté sklen&né nélevce a pfefiltro-
vand do kulaté sklen&né baiiky se zdbru-
sem [objem 1000 ml/extrakt 1.).

Proteinové ,,disky" (denaturované embryo-
ndlni bilkoviny sedimentujici p¥i centrifu-
gaci homogendtu se smési chloroformu a
methanolu na rozhrani mezi chloroformem
a vodni fazi) byly pieneseny pinzetou do
lahve se zabrou3enou sklen&nou zétkou a
znovu extrahovany smési chloroformu a me-
thanolu (2 :1, obj./obj./150 ml), pfi intenziv-
nim tfepani nejméné& 30 minut. Smés byla
opét odstfedé&na (2500 obr./min.) a spodni
chloroformové fdze (extrakt 2.) prefiltrova-
na a spojena s extraktem 1.

Sjojené extrakty 1. a 2. byly odpafeny v
rotatni vakuové odparce (sklen®nd apara-
tura) na vodni ldzni p¥i teploté 45°C a po
oddestilovdni organickych rozpoust&del by-
ly dosuSeny ve vakuu s pouZitim olejové vy-
vBvy.

Zlutohn&dy olejovity zbytek (7,6 g), obsa-
hujici smés extrahovanych neutrdlnich li-
pidit a fosfolipidd, byl rozpustén ve 20 ml
chlcroformu p.a. a uloZen v mraznice p¥i
—20°C ve sklené&né banitce se zabrou$enou
sklenénou zatkou.

Tato smé&s neutrdlnich lipidd a fosfolipi-
dfi byla déle frakclonovdna chromatografii
na sloupci silikagelu (SILPEARL-UV 254).
Na chromatograficky slocupec [primér 2,5
cm, vy3ka 20 cm), pFipraveny ze 40 g su-
chého silikagelu SILPEARL-UV 254 suspen-
dovaného ve 150 ml chloroformu, bylo na-
neseno pipetou 10 ml chloroformového roz-
toku lipidd a fosfolipidii (ti. 3,8 g smési fos-
folipidfi a neutralnich lipid@i v chloroformo-
vém roztoku]).

Chromatografickd kolona byla eluovéna
postupné& chloroformem (neutrdlni lipidy)
a déle zvy3ujici se koncentraci methanolu v
chloroformu; byly jimdny jednotlivé frak-
ce. V jedné z frakci byl izolovdn alkylfosfo-
lipid vzorce I podle vynédlezu, u né&hoZ byla
zjisténa vysoce selektivni protinddorov4d 1-
¢innost.
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Selektivni protinddorovy ufinek alkyl-fos-
Tolipidu [PNAE) y e A, :

Uinek byl testovdn dvdma zplsoby:

a) Méfenim inhibigniho G&inku alkyl-fos-
folipidu na proliferani aktivitu nddorovych
bunék sledovanou inkorporaci thymidinu-6-
-5H do bun&&né DNA v tkdfiovych kulturdch
lidskych nddorovych bun&k HEp-2 nebo He-
La (tzv. ,thymidinovy test” podle popsané
metody) Runge M. H. a kol.,, ]. Nat. Cancer
Inst.,, 64, 1301—1306 (1980); Berdel M. E.
a kol., ]J. Nat. Cancer Inst., 68, 813—817
(1981) a jeho srovndni s tifinkem na zdra-
vé buiiky, lidské fibroblasty.

b) MérFenim inhibice riistu my$iho sarko-
mu Moll na my3ich B10/Sn (J) in vivo. My-
81 nddorové buiiky Mcll byly pfivodné& indu-
kovdny methylcholanthrenem u my3f B10/
/Sn (Bubenik ]. a kol., Arch. Geschxulstfor-
sch., 51, 349—353 (1981) (viz tab. 1).

Na obr. 1 je graficky zndzorné&n inhibiéni
t¢inek alkylfosfolipidu na proliferaci lid-
skych nadorovych bunék HEp-2.

Na ose X je zndzornéna koncentrace al-
kyl-fosfolipidu PNAE v médiu, na ose Y ra-
dipaktivita thimidinu 6-SH inkorporovaného
do DNK (inm./min.104). Procenta uvedené
v grafu znamenaji % inhibice proliferace
bunék HEp-2.

Na obr. 2 je naznafen selektivni cytoto-
xicky afinek alkylfosfolipidu (PNAE) na
lidské néddorové buiiky HEp-2 v tkédfiov§ch

“kulturédch.

Na ose X je zndzorn&na koncentrace al-
kyl-fosfolipidu PNAE v médiu, na ose Y ra-
dioaktivita thimidinu 6-5H inkorporovaného
¢o DNK (imp/min.10%). Procenta uvedend
v grafu znamenaji % inhibice proliferace
bunék HEp-2.

Na obr. 3 je znédzornén graficky zdznam
infraerveného spektra alkyl-fosfolipidu
(PNAE).

Na obr. 1 je znédzorn&n inhibi¢ni Gfinek
alkyl-Tosfolipidu (PNAE) na proliferaci lid-
skych néddorovych bundk HEp-2, ktery byl
meéfFen inkorporaci thymidinu-6-H do bu-
nétné DNK. Je patrné, Ze p#i koncentraci al-
kyl-fosfolipidfi €dsteén#& purifikovany PNAE
/0,25/ug/m] média a inkubaci 72 h byla pro-
liferace nddorovych bunék [biosyntéza DNK
méfend inkorporaci thymidinu-6-H do bu-
nétné DNK) sniZena o 50 %, p¥i koncentra-
ci 2,5 ug/ml byla inhibice proliferace 98 %,
pfi koncentraci 25 ug alkyl-fosfolipidu/ml
byla syntéza DNK a proliferace lidskych na-
dorovich bun&k HEp-2 zcela inhibovéna.
Koncentrace alkyl-fosfolipidu v médiu kul-
tur byla vypottena ze stanoveni fosforu ve
sterilni suspenzi alkyl-fosfolipidfi v isoto-
nickém roztoku NaCl, p¥iddvaném v uvede-
ném. fed&ni do média a kultur bundk HEp-2.

Obr. 2 dokumentuje selektivni gytotoxic-
ky ufinek alkyl-fosfolipidu (PNAE], kde
koncentrace 12,5 ug fosfolipidfi/mi zcela in-

hibuje syntézu DNK v nédorovych buiikdch
HEp-2 (prdzdné sloupce), zatimco diploid-
ni lidské fibroblasty pii stejné koncentraci
alkyl-fosfolipidu PNAE rostou zcela normal-
né& [plné sloupce).

U obr. 3 na ose X jsou uvedeny hodnoty
vinovych &isel (cm~!) a na ose Y jsou uve-
dena % transmise (optické propustnosti).
Pritomnost amidové skupiny v molekule al-
kyl-fcsfolipidu PNAE je charakterizovédna
absorpénimi pédsy p#i 1650 cm~1 a 1540
centimetrii-!, a pfitomnost acyl-esterové
vazby je dokumentovdna silnym absorp&nim
pdsem p¥i 1720 cm~1.

_Struktura alifatickych fPetézcli Ri, Rz a
R3 ve sloufeniné& vzorce I byla potvrzena
téZ hmotnostni spektrometrii.

Protinddorovy dfinek  alkyl-fosfolipidu
(PNAE) na my3i sarkomy Mcll in vivo je
dokumentovédna v tabulce 1. Je patrné, Ze
purifikovany aikyl-fosfolipid v subkutdnni
ddvce 400 ug/my$/den (celkem 14 ddvek na
my3) inhibuje velmi G€inné& riist mysich sar-
komiti Mcll, bez jakychkoliv vediejich toxic-
kfch déinkd; 50 % my3i 1é¢enych alkyl-fos-
folipidem PNAE bylo zcela bez néddoru Mcll
za 28 dni po s.c. implantaci bundk Mc-l a
priimérnd hmotnost stdvajicich sarkomf v
této 1éCebné skupiné byla pouze 445 mg, za-
timco v kontrolni skupin& (neléfené) by-
la primérnd hmotnost nddordt 1,153 mg a
viechna zvifata meéla sarkomy (tj. 61,4 %
sniZeni primérné hmotnosti nddord u 1é&e-
nych zvifat a 100% inhibice réistu sarko-
mu Mc-1l u poloviny zvifat v 1é€ené skupi-
né. Tyto vysledky dokumentuji signifikant-
ni protinddorovy t1é&inek alkyl-fosfolipidu
(ENAE) in vivo na uvedeném modelu. V sou-
hlase s timto zdvérem je statistické zhodno-
ceni signifikace uvedenych vysledkli in vivo
(experiment 3., SD=2,61; exp. 4., SD=6,00).

Uvedené experimentédlni vysledky té% do-
kumentuji, Ze biologicky G&innou komponen-
tou bioprepardtu cACPL je alkyl-fosfolipid
se selektivnim protinddorovym aéinkem, je-
hoZ zékladni chemickd struktura odpovidd
1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo(N-acyl]-
ethanoleminu (tj. plasmanyl(N-acyl)etha-
nolaminu, PNAE). V tkénich embryi je al-
kyl-fosfolipid PNAE pfitomen v mnoZstvi
4X aZ 5X vétSim neZ v lyofilizovaném bio-
prepardtu cACPL podle &s. patentu d&islo
145 770. Alkyl-fosfolipid PNAE nemd ceto-
toxicky ani cytostaticky Gfinek na normél-
ni lidské fibroblasty, zatimco proliferaci
lidskych nadorovych bun&k HEp-2 (a Hela)
inhibuje jiZ p¥i velmi nizkych koncentracich
(0,25 ug/ml tj. 25 X 10-5 mg/ml) a pfi kon-
centracich vy33ich neZ 10 ug PNAE/ml lid-
ské nddorové buiiky v tkéaiiové kultufe ly-
suji b€hem 72 hodin. Podobny cytolyticky
tucinek byl zjidtén u nékterych syntetickych
derivatd alkyl-lysofosfolipidt [Berdel W. E.
a kol.,, Cancer Res., 43, 5538—5543 (1983},
zkou3Senych rovnéZ na lidskych nédorovych
butikédch v tkdiiové kultufe,
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Mechanismus protinddorového afinku al-
kyl-fosfolipidu PNAE a biopreparatu cACPL
je velmi pravdépodobn& podobny u&inku
syntetickych derivatd alkyl-lysofofosfolipidii
na nddorové buiiky (Modolel a kol., Cancer
Res., 39, 4681—4686 (1979), tj. zpisobuje
destrukci bun&énych membrdn nédorovych
buné&k.

Vysledky dosaZené na studovanych mode-
kozuje fyziologické lidské buiiky. Takové
vlastnosti studovaného bioprepardtu jsou
zdsadnim pfedpokladem pro moZnost klinic-
kého vyuZiti a nejsou v rozporu s vysledky,
které byly ziskdny pFi testech preparatii
CcACPL jiZ dfive. Stanoveni koncentrace al-

Tabulka 1
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kyl-fosfolipidt PNAE v preparatech cACPL
umoZiinje také biochemickou kontrolou a
standardizaci jejich G€innosti.

Ekonomicky aspekt vyroby a purifikova-
ného alkyl-fosfolipidu [PNAE) podle vyné-

" lezu hraje rovn&% vyznamnou ilohu, uvaZzi-

1i se, Ze vyroba tohoto netoxického a tinné-
ho lé¢iva je relativn® levna. Preparat se mi-
7e vyrdbét z doméaci suroviny, kterd je k dis-
pozici ve velkém mnoZstvi (oplozené slepiti
vejce), bez néroki na dovoz materiidlli ze
zahrani¢i. Odhad expiraéni doby bioprepa-
rdtu PNAE je asi 3 roky pfi teplotd 0 aZ
—15°C.

Srovnéni protinddorového téinku bioprepardtu cACPL, fosfolipidi ACPL a purifikovaného
alkyl-fosfolipidu PNAE na rist my$ich sarkom@ Mcll po s.c. implantaci nddorovych bunék

Mcll my3im samcfim BIO/Sn

Skupiny zviFat Podet cACPL, Fosfo- Prii- Pom#&r % Inhi-
a davkovéni preparatii my3i pocet lipidy mérnd poctu bice
1. p. (ACPL] hmot- my3i riistu
injekci a PNAE nost s nddo- Mcll
pocet sarko- rem sarko-
s.C. mil k pottu mil
inj. [mg) my5i
ve sku-
piné
Exp. I. Kontroly (0,2 ml 10 (13) — 1733 10/10 —
1. fyziol. roztoku)
II. Lé&ené i.p. cACPL 10 13 — 77 10/10 55,1 %
(ddvka 10 mg/0,2
mililitri) (podle
€s. pat. €. 145 770)
2 I.  Kontroly (0,2 ml 10 — (10) 2 675 10/10 —
s.c. 2% BSA)
II. Lé&ené s.c. fosfo- 10 —_ 10 1140 9/10 60 %
lipidy ACPL
(ddvka 1 mg/0,2
mililitrd)
3. I.  Kontroly (0,2 ml 8 — (14) 1153 8/8 —
s.c. 2 0 BSA)
II. Lédené alkyl-fos- 8 — 14 445 4/8 61,4 %
folipidem PNAE g
(davka 400 ug s.c.
v 0,2 ml 2 % BSA)
4, I Kontroly 10 — 7 1510 10/10 —
(0,2 ml 2 % BSA)
s.C.
I. LéZené alkyl-fos- 10 — 7 530 6/10 65,0 %

folipidem PNAE
(davka 500 ug
s.c.v0,2ml 2%
BSA)
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Nédory byly izolovadny a vaZeny 28 dni po
s.c. implantaci bungk Mcll (1 X 108 bungk
Mcll na my$). Kontrolnim skupindm byl ap-
likovén sterilni fyziologicky roztok [Exp. 1)
nebo 2 % terilni roztok bovinniho serumal-

12

buminu (BSA) ve fyziologickém roztoku
(Cisla v zdvorkéch). Fosfolipidy ACPL pfed-
stavujl smés v3ech fosfolipidd extrahova-
nych z embryondlni tkdn& (viz pfiklad).

PREDMET VYNALEZU

1-0-alkyl-2-acyl-sn-glycero-3-fosfo (N-
-acyl)ethanolamin obecného vzorce I

L[)[ CHz2—0—R1
R2—C—0—CH OH

I
0

kde

Ri je alifaticky nasyceny retdzec s pot-
tem uhliku Cis nebo Cis,

R2—CO je zbytek nenasycené mastné ky-
seliny s potem atomf uhliku Cisa s 1 dvoj-
nou vazbou nebo s podtem atom@i uhliku
Czz a se 4 dvojnymi vazbami a

R3—CO je zbytek nasycenych mastnych
kyselin s po&tem atomil uhliku Cis nebo Cis,
se selektivnim protinddorovym udinkem, pfi-

l
CH2—0—P—0—CHz—CHz—NH—CO—R3

(1)

pravitelny z oplozeného slepitiho vejce in-
kubovaného 10 aZ 12 dni, pFerudenim réstu
embrya a dal3i inkubaci p¥i teploté 39 aZ
42°C po dobu 10 aZ 18 dni a Po odstranéni
kapalné tésti extrakci neutrdlnich lipidd a
fosfolipidit z pevné embryondlni odumpelé
tkané organickymi rozpoustsdly a po odstra-
néni podilu bilkovinného charakteru vygis-
ténim podilu obsaZeného v organickych roz-
poustédlech chromatografickymi metodami,

2 listy vykrest

('Hw:m-—-.. .
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