Farmacie 3-011 20.6.2011 10:06 Str. 116 /E
— W=

Farmaceutické aspekty zivocisSnej
lipoxygenazy

MAREK OBLOZINSKY, LYDIA BEZAKOVA, RENATA KOLLAROVA

Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, Katedra bunkovej a molekuldrnej
bioldgie lieciv

Doslo 4. dubna 2011 / Prijato 18. kvétna 2011

SUHRN

Farmaceutické aspekty zivoc¢iSnej lipoxygenazy

Lipoxygendzy (LOX, rastlinna LOX [EC 1.13.11.12], linoleate: oxygen oxidoreductase, Zivo¢iSne
LOX [5-LOX, EC 1.13.11.34; 8-LOX, EC 1.13.11.40; 12-LOX, EC 1.13.11.31; 15-LOX, EC
1.13.11.33], arachidonate: oxygen oxidoreductase) sa zaradujui do rodiny Strukturalne pribuznych
dioxygendz, ktoré obsahuju v aktivnom centre nehémové a nesulfidové Zelezo. LOX katalyzuje
polohovospecificku a stereoSpecificki inzerciu molekulového kyslika do molekuly nenasytenej
mastnej kyseliny s (1Z,4Z)-penta-1,4-diénovou Strukturdlnou jednotkou v alifatickom retazci.
Vysledkom tejto reakcie je tvorba konjugovanych, opticky aktivnych (S)- alebo (R)-hydroperoxidov
polynenasytenych mastnych kyselin. Pritomnost LOX bola dokazand v rastlinnej risi, u Zivocichov,
ale aj u nizSich organizmov, ako su napr. huby, koraly a baktérie. Dominantnym substratom
zivoc¢isnej LOX je kyselina arachidonova, ktora je uvolfiovand z membranovych fosfolipidov
prostrednictvom fosfolipazy A,, alebo sa do bunky dostane z extracelularneho prostredia. Produkty
kaskady kyseliny arachidénovej mdzu zohravat vyznamnu tlohu v patogenéze rozli¢nych ochoreni,
ako je napr. asthma bronchiale, psoridza a zapalové ochorenia, nddorové ochorenia, aterosklerdza,
diabetes mellitus a rendlne ochorenia.
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SUMMARY

Farmaceutické aspekty zivociSnej lipoxygenazy

Lipoxygenases (LOX, plant LOX [EC 1.13.11.12], linoleate: oxygen oxidoreductase, animal LOXs
[5-LOX, EC 1.13.11.34; 8-LOX, EC 1.13.11.40; 12-LOX, EC 1.13.11.31; 15-LOX, EC 1.13.11.33],
arachidonate: oxygen oxidoreductase) belong to the family of structurally related dioxygenases
containing non-heme and non-sulfide iron in the active site. LOX catalyzes the regiospecific and
stereospecific insertion of molecular oxygen into the molecule of unsaturated fatty acid with the
(1Z,4Z)-penta-1,4-diene structural unit in its aliphatic chain. The result of this reaction is the
production of conjugated optically active (S)- or (R)-hydroperoxides of polyunsaturated fatty acids.
The occurrence of LOX was determined in plants, in animals, and also in lower organisms such as
mushrooms, corals and bacteria. The dominant substrate of animal LOX is arachidonic acid which
is released from membrane phospholipids by phospholipase A, or enters the cell from the
extracellular space. Products of the arachidonic acid cascade can play an important role in the
pathogenesis of different diseases such as asthma bronchiale, psoriasis and inflammatory diseases,
cancer diseases, atherosclerosis, diabetes mellitus and renal diseases.
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Uvod

Lipoxygendza (LOX, rastlinnd LOX [EC 1.13.11.12],
linoleate: oxygen oxidoreductase, Zivo¢isne LOX [5-
LOX, EC 1.13.11.34; 8-LOX, EC 1.13.11.40; 12-LOX,
EC 1.13.11.31; 15-LOX, EC 1.13.11.33], arachidonate:
oxygen oxidoreductase) patri do rodiny Strukturdlne pri-
buznych dioxygendz obsahujicich v aktivhom centre
nehémové a nesulfidové Zelezo. LOX katalyzuje poloho-
vosSpecificku a stereoSpecifickd inzerciu molekulového
kyslika do molekuly nenasytenej mastnej kyseliny (MK)
s (1Z,47)-penta-1,4-diénovou Strukturdlnou jednotkou
v alifatickom refazci MK, a to za tvorby konjugovanych,
opticky aktivnych (S)- alebo (R)-hydroperoxidov polyne-
nasytenych MK !? (obr. 1). Podla novsich poznatkov
mdZu byt substratmi LOX nielen volné MK, ale aj MK
pritomné vo viazanej forme vo fosfolipidoch membran
alebo lipoproteinoch .

LOX st rozsirené v risi rastlin ¥ i1 zivo¢ichov ¥, a boli
popisané aj u niz8ich organizmov ako su napr. huby ©,
koraly 7 a baktérie ¥.

K hlavnym polynenasytenym MK s viacerymi dvoji-
tymi vidzbami (PUFA, polyunsaturated fatty acids)
u cicavcov patri kyselina arachidénova (AA). V ramci
kaskady AA sa rozliSuju tri zdkladné vetvy zahfiiajice
enzymami kontrolovanu tvorbu eikozanoidov. Jednd sa
0o LOX (tzv. linearizujtica cesta), cyklooxygenazu (COX)
(tzv. cyklizujica cesta) a cytochrom P450 (CYP) (tzv.
CYP-cesta) (obr. 2).

Ulohy a funkcie LOX v patogenéze
roznych ochoreni

Produkty kaskady AA, ktora je dominantnym substra-
tom Zivoc¢isnej LOX, mdzu zohravat vyznamnui tlohu
v patogenéze rozli¢nych ochoreni, ako je napriklad asth-
ma bronchiale, psoriaza a zapalové ochorenia, nadorové
ochorenia, aterosklerdza, diabetes mellitus a renalne
ochorenia ?.

Bunkovd diferencidcia: 15-LOX z krali¢ich retiku-
locytov bola identifikovana ako agens, ktory je zodpo-
vedny za deStrukciu mitochondrii pocas ich zrenia na
erytrocyty. Mechanizmus uvedeného procesu sa vysve-
tluje ako dosledok oligomerizacie a integracie LOX do
fosfolipidovej dvojvrstvy membran mitochondrii,
nasledkom ¢oho v nich vznikaji hydrofilné poéry
a dochddza k deStrukcii membran. K podobnému pro-
cesu deStrukcie organel mdZe dochadzat v ocnych
SoSovkach pocas ich zrenia '9. Niektoré $tadie nazna-
¢uju, Ze 15-LOX zasahuje podobnym mechanizmom aj

R\/_7/;/ R'COOH + 02 ——> R

Hs H,

mastna kyselina
cis,cis-1,4-dién

do diferenciacie keratinocytov a Iudskych tracheobron-
chialnych buniek 'V.

Bronchidlne ochorenia: Hlavné produkty kaskady
AA zohravaji dolezitd tlohu v rozvoji zapalu dychacich
ciest pri astme 2. Od identifikdcie pomaly reagujicej
substancie anafylaxie (SRS-A) ako zmesi leukotriénov
C,. D, E, (LTC/LTD,/LTE,) (ktoré si vysledkom akti-
vity 5-LOX), sa vyskum v rdmci Stidia astmy sustreduje
prave na tento klucovy enzym. Je zndme, Ze bronchidlna

membranové
fosfolipidy

/‘V

PLA,

LOX-cesta
CYP-cesta

prostaglandiny leukotrién
tromboxany HEEETFE HETE g
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Obr. 2. Schematickd kaskdda AA pri tvorbe eikozanoidov

hyperaktivita nie je sposobena len zvySenym uvoliiova-
nim mediatorov bronchokonstrikcie a zdpalu, ale aj zvy-
Senou senzitivitou bronchidlnych receptorov voci tymto
medidtorom. V plticnych epitelidlnych bunkach dochad-
za k expresii 5-LOX a 15-LOX, ktorych metabolitmi
si napriklad kyselina 5-hydroxyeikozatetraénova
(5-HETE), 15-HETE a leukotriény !* 4. Expresia tychto
enzymov je pritom v rozlicnych typoch buniek prisne
regulovand '>19. Expresia 15-LOX je signifikantne zvy-
Send v bronchidlnych epitelidlnych bunkéich a v eozinofi-
loch u pacientov s astmou a emfyzémom. V porovnani so
zdravymi jedincami bola nédsledne u tychto pacientov
pozorovana vysoka koncentracia 15-HETE " '®. Niekto-
ré Stadie ukazuju, Ze 15-LOX sa zapdja do rdznych pato-
logickych procesov aj pri dalSich bronchidlnych ochore-
niach — ako napr. bronchitida a chronicka obstrukéna
choroba plic 129,

Psoridza a zdpalové ochorenia: Pri psoriaze a inych
proliferativnych dermatézach je kaskada AA charakteri-
zovana zvySenou tvorbou nezvycajného produktu 12(R)-
-HETE 2Y. Uvoliiovanie 12(R)-HETE do postihnutého

HOO . ,O0OH
LOX
—_ R'COOH

hydroperoxid mastnej kyseliny
1-hydroperoxy-2,4-dién

Obr. 1. Hydroperoxiddcia (1Z,47Z)-penta-1,4-diénovej Strukturdlnej jednotky v alifatickom retazci MK (R,R’: alifaticky zvysok,

S,R: stereospecifické oznacenie)
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tkaniva je vysledkom aktivity 12R-LOX v psoriatickych
1ézidch ». V zdravom Iudskom tkanive je aktivita
12R-LOX takmer nedetegovatelna. U pacientov s konge-
nitdlnou ichtysioformnou erytrodermatitidou a s vrode-
nou koznou chorobou s poruchou keratinizacie boli
v niektorych $tidiach identifikované mutacie v regiéne
génu pre 12R-LOX (ALOXI2B) *». ZvySené hladiny
15-HETE st zase spijané so zapalovymi procesmi pri
Tudskej proktokolitide 229, K expresii 155-LOX a tvor-
be 15(S)-HETE dochadza aj v synoviocytoch u jedincov
s reumatoidnou artritidou B 9.

Nddorové ochorenia: Zvysena expresia 12S-LOX
(dostickovy typ) je Casto pozorovand pri rakovine prosta-
ty, pricom miera expresie enzymu je vo vzajomnom
vztahu so stupiiom §tadia ochorenia ?”. ZvySend tvorba
biologicky aktivneho metabolitu 12(S)-HETE, ktora je
odpovedou na zvySent aktivitu 125-LOX, zodpoveda za
progresiu rakoviny prostaty prostrednictvom modulécie
bunkovej proliferacie, ktord indukuje angiogenézu
a sposobuje nasledné metastazy do inych tkaniv 2% 2,
Inhibicia enzymu 12S-LOX mozZe pritom zredukovat
spominané dva procesy *”. ZvySena expresia 125-/15S-
-LOX bola pozorovand v tkanive karcinému hrubého
Ereva 392, Vysledky dal$ich $tadii poukazali na to, Ze
5-LOX zase zohrava doleZitd tlohu v ordlnej karcinoge-
néze 3.

Ateroskleroza: LOX mdZe vyznamne prispievat
k patofyziologickému progresu ateroskler6zy, a to oxida-
ciou lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL) a produkci-
ou prozapalovych leukotriénov **. Znamym faktom je,
Ze 158-LOX oxiduje v in vitro podmienkach LDL na ate-
rogénnu formu. Ludské aterosklerotické lézie pritom
preukazali pritomnost aktivity 12S/15S-LOX. Pritom-
nost mRNA pre 125/155-LOX bola navySe zistend aj pri
pouZiti réznych zvieracich modelov 3. Stidium kaskady
AA pri izoenzyme 5-LOX zase ukdzalo, Ze tento enzym
je aktivny v rozli¢nych Stadiach ateroskler6zy, poc¢inajic
inicidciou vaskularnej 1ézie, dalej v $tadiu rastu a bunko-
vej proliferdcie vo vnutri 1€zie, a aj pocas destabilizéicie
plakov, ktora vedie k ich ruptire 3¢. Signifikantni ulohu
génu pre 5-LOX v patogenéze aterosklerézy potvrdili aj
Stidie na experimentdlnych hyperlipidemickych mysa-
cich modeloch, kde absencia iba jednej alely pre 5-LOX
zabezpecila silnd ochranu pred vyvojom ateroskler6zy

Diabetes mellitus: In vitro $tudie ukazali, Ze glukdza
zvySuje aktivitu 12/15-LOX *¥. U pacientov s diabetom
bol zaznamenany nérast hladin 12-HETE, ktord zvySuje
interakciu monocytov s cievnym endotelom, ¢o vedie
k rozvoju aterosklerézy, hlavnej komplikdcie diabetes
mellitus 3. Modulacia aktivity 12/15-LOX v cievnej ste-
ne by tak mohla viest k predchadzaniu skorych vaskular-
nych zéapalovych komplikacii u diabetu. Pri inzulin-
dependentnom diabete (diabetes mellitus 1. typu) su
inzulin-produkujice 3-bunky Langerhansovych ostrovce-
kov v pankrease znic¢ené cytokinmi zavislymi na autoi-
munitnych procesoch. Cytokiny, ktoré sa na tom podie-
laja, st interleukin 168 (IL-18), interferén y (IFN-y)
a faktor nekrotizujici tumor o (TNF-o). Mechanizmus
uvedeného procesu sa vysvetluje ako dosledok aktivacie
oxidu dusnatého *. IL-1B zvySuje expresiu 12/15-LOX

e

v potkanich bunkovych linidch a v Cerstvo izolovanych
B-bunkach Langerhansovych ostrovéekov *0. ZvySenie
expresiec mRNA pre 12/15-LOX ako aj produktov jej
katalytického ucinku (predovsetkym 12-HETE) bol pozo-
rovany po liecbe IL-18. AvSak niektori autori nesuhlasia
s touto tedriou a tvrdia, Ze zvySend produkcia 12-HETE
je dosledok zvySenej dostupnosti substratu NO-sprostred-
kovanej cesty, a nie nasledok zvysenia enzymovej aktivi-
ty 12-LOX *Y, U mysi s deficitom 12/15-LOX bola pozo-
rovand vysokd odolnost voci streptozotocinom
indukovanej cukrovke “?, pricom u pacientov trpiacich
tymto ochorenim bola pozorovana zvySend hladina
12-HETE #. Ina situécia tykajica sa 12/15-LOX je pri
non-inzulin dependentnom diabete (diabetes mellitus 11.
typu). Hepoxilin totiz indukuje produkciu inzulinu *¥
a 12-HETE indukuje produkciu glukagénu v o-bunkich
Langerhansovych ostrovéekov pankreasu .

Rendlne ochorenia: Niektoré ochorenia obliCiek sa
spdjaju so zvysenou aktivitou 5-LOX, nakolko klicovym
medidtorom v patofyzioldgii renalnej dysfunkcie spdso-
benej ischémiou obliciek je prave LTB,. Tento leukotrién
je zodpovedny za infiltraciu obli¢iek polymorfonuklear-
nymi bunkami (PMN) “©. LTB, totiZ indukuje expresiu
adhezivnych molekdl, a tym aktivuje PMN-bunky, ktoré
nasledne menia svoj tvar a viaZu sa na endotel. Po trans-
migracii tychto buniek do ischemického renalneho tkani-
va za¢ni PMN-bunky uvolfiovat reaktivne kyslikové
radikaly, proteazy, elastazy, myeloperoxidazy, cytokiny
a iné medidtory, ktoré vyvolavaju zapal a prispievaji
k poskodeniu tkaniva 4. Niektoré 3tudie preukazali, Ze
40 % pacientov s glomerulonefritidou m4 signifikantne
zvySenu aktivitu 5-LOX a 5-LOX aktivujici protein
(FLAP). Porovnanie s klinickymi ddajmi ukdzalo, Ze
pacienti so zvySenou expresiou 5-LOX a FLAP mali zni-
Zenu glomerularnu filtraciu, zvySené hladiny mocoviny
v krvi, kreatininu v sére a trpeli proteindriou *®.

Inhibicia LOX

Ako vyplyva z vysSie uvedenych informacii, LOX
a produkty jej katalytického ti¢inku maju cely rad neZia-
ddcich efektov. Velkd pozornost je preto venovana
vyskumu a vyvoju jej inhibitorov, ktorych pozornost sa
vo velkej miere sdstreduje najmé na 5-LOX.

Selektivna inhibicia LOX

Mechanizmus dcinku nesteroidnych protizapalovych
latok (NSAID) spociva v inhibicii katalytickej aktivity
COX, ktord je kli¢ovym enzymom biosyntézy prostano-
idov z AA. AA je uvolilovand z fosfolipidov bunkovej
membrany prostrednictvom fosfolipdzy A, (PLA),
avSak nie je len substritom pre tvorbu prostanoidov
COX-cesty, ale aj inych eikozanoidov LOX-cesty (kyse-
lina hydroperoxyeikozatetraénovd HPETE, HETE, leu-
kotriény, lipoxiny, epi-lipoxiny, hepoxiliny, eoxiny). Jed-
notlivé ucinky tychto biologicky aktivnych zlicenin sd
tzko prepojené so zapalovym procesom. Ich zvySend
tvorba je pritom neZiadiicim faktorom v ramci terapie
roznych zépalovych ochoreni. Mnohé z LOX-inhibitorov
vykazuju zlepSenie funkcii dychacich ciest, zmiernuji
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symptémy astmy a zniZujui potrebu liecby u pacientov
s lahkou az strednou astmou. AvSak v pripade chronic-
kych zapalovych procesov tieto latky zlyhavajd, a to aj
pri vysokych déavkach pri silnej inhibicii syntézy leuko-
triénov. LOX-inhibitory moZno rozdelit do nasledovnych
kategorii:
* vychytavace volnych kyslikovych radikalov (redox-
né inhibitory),
e zliCeniny viaZice sa na centralny atom Zeleza
v aktivnom centre enzymu (Zelezo viaZiice inhibito-
),
e Strukturdlne anal6gy substratu a produktov (substrd-
tové a produktové analogy),
e tzv. FLAP-inhibitory,
* dudlne inhibitory.

Inhibitory LOX

Vychytdvace volnych kyslikovych radikdlov

kaly s nizkou energiou, a takto interferuju s kaskadou
AA v ramci linearizujticej vetvy LOX-cesty. Mnohé inhi-
bitory posobia ako zhaSace retazovo vznikajucich per-
oxidovych radikédlov (lipid O-O). Ide o latky s nizkym
redoxnym potencidlom (napr. organické zliceniny typu
fenolov, chinénov, hydrochinénov a pod.). Uvedené
redoxné inhibitory vykazuji len slabu selektivitu pre
5-LOX vzhladom na COX. NavysSe napriek vysokej in

Tab. 1. Flavonoidné inhibitory LOX

e

Obr. 3. Vieobecna struktira flavonoidov

viizby, dizka vizby) moZu byt pouZité ako parametre na
vyhladavanie novych antioxidantov 2. Polyfenolické
zluCeniny, ku ktorym patri aj velka skupina flavonoi-
dov, st zastipené v zelenine, ovoci, vine a v ¢aji. Tieto
zli€eniny st vSeobecne zndme svojimi antioxida¢nymi
vlastnostami. Aj napriek prijmu vysokokalorickej stra-
vy je vyskyt kardiovaskuldrnych ochoreni vo Francuz-
sku v porovnani s inymi zapadnymi krajinami az zara-
Zajico nizky 3. Tento jav (tzv. ,.francizsky paradox®)
sa pripisuje konzumacii ¢erveného vina, ktoré obsahuje
ovela vic§ie mnozstvo polyfenolov ako biele vino 3.
Zliceniny ako resveratrol, kvercetin, katechin a proan-
tokyanidiny, ktoré st obsiahnuté v hroznovych Supkach
a semienkach, maju schopnost inhibovat agregéciu
trombocytov a zabraiuji oxidéacii LDL 3. Medzi inhi-
bitory Struktirne podobné flavonoidom (ktoré pdsobia
rovnakym mechanizmom ucinku) patri aj kyselina

2 3 ¥ 5 3 5 6 7
flavén -H -H -H -H -H -H -H -H
kempferol -H -H -OH -H -OH -OH -H -OH
fizetin -H -OH -OH -H -OH -OH -H -OH
morin -OH -H -OH -H -OH -OH -H -OH
myricetin -H -OH -OH -OH -OH -OH -H -OH
kvercetin -H -OH -OH -H -OH -OH -H -OH
rutin -H -OH -OH -H -O-rutinéza -OH -H -OH
cirsiliol -H -OH -OH -H -H -OH -H -OCH,
bikalein -H -H -H -H -H -OH -OH -OH

vitro aktivite s v in vivo podmienkach (pri p.o. poddva-  kavovd, kyselina nordihydroguajaretovd (NDGA)

ni) Casto slabé alebo neaktivne.

Rozsiahlou skupinou rastlinnych inhibitorov LOX su
flavonoidy (obr. 3). V tabulke 1 si uvedené niektoré
vybrané flavonoidné inhibitory. Retazova radikdlova
reakcia je kontrolovanid najméd vychytdvanim volnych
radikdlov fenolickymi hydroxylmi antioxidantov -39,
Z jednoduchych analyz vyplyva, Ze sila vizby O-H
v hydroxylovej skupine reprezentuje schopnost hydroxy-
lovej skupiny zachytavat volné radikaly V. Cim je slab-
Sia, tym je antioxidant aktivnejsi.

Indexy charakterizujice silu vidzby O-H (poriadok

a eskuletin.

Popri vyssie uvedenych prirodnych zliceninich st vSak
prototypom tejto skupiny fenidon a indazolinové derivd-
ty 3. Velkym problémom tychto redoxnych inhibitorov je
vSak to, Ze reaguju s ostatnymi biologickymi redoxnymi
systémami, ¢oho dosledkom je aj tvorba methemoglobinu.
Zmena redoxného potencidlu pomocou substittcie funkc-
nych skupin viedla k odstraneniu tvorby methemoglobinu,
avSak zlaceniny boli zle rozpustné a slabo sa absorbovali.
Preto nenasli uplatnenie na trhu, i ked sa pontka moznost
ich vyuzitia pri lie¢be psoridzy 7.
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Zliiceniny viaZiice sa na centrdlny atom Zeleza
v aktivnom centre enzymu

Pri hladani latok schopnych inhibovat LOX sa
vychadzalo aj z predpokladu, Ze vytvorenie stabilného
komplexu medzi i6nom Zeleza v aktivnom centre LOX
a chelatotvornou funkénou skupinou ligandu znemozni
vizbu prirodzeného substritu na enzym. Ebselén (2-
fenyl-1,2-benzizoselenazol-3(2H)-6n) je selénova orga-
nickd zldcenina (obr. 4) nizkej toxicity, ktord ma zauji-
mavy farmakologicky profil 5®. Ebselén bol pdvodne
vyvinuty ako protizdapalové lie¢ivo >, ale boli zazname-
nané aj iné zaujimavé farmakologické aktivity, ako je
napriklad neuroprotektivny efekt . Ebselén je schopny
inhibovat niekolko enzymov participujicich na zéapalo-
vej reakcii, ako sui napr. NADPH-oxiddza, NO-syntaza,
5-LOX a 15-LOX 3¥. Ukazalo sa, Ze mechanizmus inhi-
bicie aktivity 5-LOX a 15-LOX je dvojaky V:

e v pritomnosti glutatiénu prevlada nepriama inhibicia
zaloZena na tom, Ze ebselén redukuje bunkové hyd-
roperoxidy na prislusné alkoholy, a tym je odstrane-
né ich potencialna schopnost oxidovat LOX z neak-
tivnej formy Fe?* na aktivnu formu Fe’*;

e priama inhibicia prostrednictvom tvorby stabilného
komplexu medzi i6nom Zeleza v aktivhom centre
LOX a ebselénom, ¢im vznikne katalyticky inaktiv-
ny komplex.

-0

Obr. 4. Chemicka struktira ebselénu

COOH

ET IA

kurkumin

Obr. 5. Substrdatové a produktové analégy LOX

OCH;

e

K dal§im zlic¢enindm so schopnostou vytvarat s LOX
katalyticky inaktivny komplex patri N-hydroxymocovina,
kyselina arachidénohydroxdmova a mnoZstvo jej N-alkyl
derivatov. Jednymi z najsilnejSich cheldtorov si prave
kyseliny hydroxdmové a derivaty N-hydroxymocoviny
(napr. zileuton). Vykazujui strednu selektivitu pre inhibiciu
5-LOX. Ich problémom vSak je, Ze su rychlo metabolizo-
vané a oxidované prostrednictvom 5-LOX na nitroxidové
radikaly, a rizikom je i indukcia peCetiovych enzymov 7.

Strukturdlne analégy substrdtu a produktov

Do tejto skupiny inhibitorov patria dva typy zlicenin,
avsak ich pouzitie ako lie¢iv je obmedzené, pretoze maji
nizku in vitro aktivitu.

Do prvej skupiny patria latky podobné substratu AA,
ktoré bud sutaZia o aktivne centrum enzymu, ale nie st
enzymom premietané, alebo podliehaju katalyze
danym enzymom za vzniku reaktivnych produktov, kto-
ré spdsobia samovraZednu inhibiciu. Medzi substratové
analoégy patri kyselina all-cis-5,8,11,14-eikozatetraino-
vd (ETYA), ktord ireverzibilne inaktivuje LOX, a kyse-
lina all-cis-5,8,11-eikozatriinovd (ETIA) 9. Dal§im
70 substratovych analégov je kurkumin, ktory je prirod-
zene sa vyskytujuci fenol izolovany z korena rastliny
Curcuma longa L. Vykazuje protizdpalové vlastnosti
a u mysi potlac¢a vznik procesu rakoviny 3.

Druhym typom st zliceniny, ktoré sa podobaji na
produkty LOX-katalyzovanych reakcii (LTA,, 5-HETE,
15-HETE), a ktoré st schopné inhibovat enzym tvorbou
enantioSpecifickych interakcii. Ide vlastne o spdtnd inhi-
biciu enzymu vlastnymi produktami. Medzi anal6gy pro-
duktov patri 5,6-metano-LTA , 5-HETE-lakton a 15(S)-
HETE (obr. 5) 9. Dalej sem moZno zaradif napr.
metoxyalkyltiazol, ktory je silnym inhibitorom 5-LOX,
a pritom neinhibuje COX ani pri koncentracidch vyrazne

ETYA

120

CESKA A SLOVENSKA FARMACIE, 2011, 60, &. 3



Farmacie 3-011

20.6.2011 10:06 Str. 121

Z

N COCH

cl
Obr. 6. Struktirny vzorec MKS886

prevySujucich tie, pri ktorych je inhibovana 5-LOX 9.
Velké nadeje sa kladu aj na triedu lignanov odvodenych
7 prirodného zdroja (justicidinu E). Ich pozitivom je
moZznost davkovania ako prodrug formy s velmi dobrou
biologickou dostupnostou pri p.o. podavani. Problémom
v8ak je extenzivny metabolizmus pyranového kruhu 2.

FLAP-inhibitory

FLAP (5-LOX aktivujtici protein) je integralnym mem-
branovym proteinom s Mr 18 kDa, ktory sprostredkuje
transport a vhodnu orientéciu AA vzhladom k 5-LOX 69,
Aktivita FLAP moze byt blokovana tzv. FLAP-inhibitor-
mi, ktoré predstavuji noviu skupinu latok schopnych
ovplyviovat aktivitu LOX. Prvou zlticeninou tejto skupiny
bol indolovy derivat MK886 (obr. 6), ktory je zarovei aj
antagonistom tromboxanu A, (TXA)) %. MK886 nema
ziaden efekt na COX ani na jednotlivé izoformy LOX, ale
kompetetivne blokuje viazbu AA na FLAP. Niekolko Stadii
preukézalo, Ze MK886 indukuje masivnu apoptézu v hor-
mondlne zavislych aj nezavislych lIudskych rakovinovych
bunkéch prostaty ¢ . Apotza indukovana prostrednic-
tvom MKS886 vSak nemusi stvisiet s inhibiciou FLAP, pre-
toZe k apoptéze dochadza aj v bunkach, v ktorych nie je
pritomnd LOX %), alebo v ktorych si hladiny FLAP zniZe-
né %, MK591 je Strukturdlny anal6g MK886, od ktorého sa
lisi povahou 5-indoyl- substituenta (chinolin). Obidva inhi-
bitory zdielaji rovnaky mechanizmus ucinku, avSak
MKS591 preukazuje silnejsi inhibi¢ny tGéinok . Dalsimi
FLAP-inhibitormi st chinolinové derivaty a kombinované
indolinové/chinolinové derivaty, napr. BAY-X-1015 7Y,

Dudlne inhibitory

COX a LOX predstavuji dva hlavné enzymy kaskady
AA. Mnoho farmaceutickych spolo¢nosti vyvijalo za
posledné desatrocia zliCeniny, ktoré inhibuju 5-LOX
a iné enzymy zucastiiujice sa na progresii zapalového
procesu. Najviac usilia sa kladie prave na duédlne
COX/LOX-inhibitory. Vysledky Stadii naznacuju, Ze
obidve vetvy st vnutorne prepojené, kedZe inhibovanim
cyklizujicej COX-cesty dochadza k zvySenej preferencii
linearizujicej vetvy LOX-cesty . I ked leukotriény
vznikajice cez 5-LOX hraji urcitu tlohu pri zdpalovych
ochoreniach ™, vSetky stvisiace $tudie indikujd, Ze
samotnd inhibicia 5-LOX predstavuje nedostatocny tera-
peuticky model zapalovych ochoreni. V poslednych

o
N OH

cl

™~

Obr. 7. Struktirny vzorec tepoxalinu a likofelénu (A:
tepoxalin, B: likofenén)

rokoch teda stoji v popredi zdujmu najmi dudlna inhibi-
cia COX- a LOX-cesty. Na zdklade ziskanych vysledkov
sa da predpokladat, Ze su¢asna inhibicia tvorby prostano-
idov a leukotriénov ma synergicky efekt a dosahuje opti-
malnu protizapalovi aktivitu . Navyse, dudlna inhibicia
COX/5-LOX neblokuje 12-LOX a 15-LOX, ktoré prispi-
evaju k syntéze biologicky aktivnych lipoxinov s protiza-
palovym ucinkom 7. Lie¢ivd schopné inhibovat obe
COX (COX-1 aj COX-2) a 5-LOX boli pripravené za uce-
lom ponechat si aktivitu NSAID, ale zdroven vynechat
ich hlavné neziadice ucinky. Klasické NSAID pdsobia
protizapalovo hlavne cez inhibiciu COX, a jeden z ich
hlavnych vedlajsich tc¢inkov je zniZenie produkcie gas-
troprotektivnych prostaglandinov za sicasného zvySenia
gastroposkodzujuicich a bronchokonstrikénych leukotrié-
nov. Je preto vyhodné mat zliceninu s oboma aktivitami,
pretoZe prostaglandiny zvySuju leukotriénmi sprostredko-
vany zapal. AvSak pozornost by sa mala venovat aj moz-
nosti, e predizena inhibicia oboch ciest mdze sposobit
niekolko vedIajs$ich Gcinkov, hlavne ak si uZivané chro-
nicky. V sicasnosti st v odbornej literatire uvadzané roz-
ne triedy dudlnych COX/5-LOX inhibitorov:

* modifikované NSAID (indometacinové derivaty,
fenaméatové derivaty, tepoxalin, celekoxibové dereri-
vaty ...),

« di-terc-butylfenoly (tebufel6n, darbufelon ...),

e tiofénové derivaty (RWJ-63556),

e pyrazolinové derivaty (fenidon),

* pyrolizinové derivaty (likofel6n).

Jednym z prvych dudlnych COX/LOX-inhibitorov bol
tepoxalin (obr. 7A). Pri p.o. podavani u psov inhiboval
syntézu prostaglandinu E, (PGE,)) a LTB, v synovialnej
tekutine z kolennych klbov. Zli¢enina bola dobre tolero-
vand, priCom sa nepreukdzal Ziaden vyznamny ulcero-
génny efekt po gastroskopickom vySetreni 7. Likofelon
(obr. 7B) je pyrolizinovy derivat a substratovy analdg
AA. Tato zlicenina preukazuje dudlnu a vyrovnanu inhi-
bicnu aktivitu vo¢i COX a LOX, a zaroveni ma protiza-
palové, analgetické, antipyretické, antiastmatické a anti-
agrega¢né vlastnosti 77
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Duilne COX/LOX-inhibitory budd pravdepodobne
v budicnosti predstavovat perspektivnu skupinu lieciv,
nakolko ich mozno potencidlne vyuZzit v rdmci tychto
oblasti:

V ostatnom Case sa preukazalo uzke prepojenie med-
zi polynenasytenymi MK a karcinogenézou, ¢o viedlo
k identifikacii roznych molekularnych cielov kaskady
AA pri nddorovych ochoreniach. COX a LOX preu-
kazali ,,svoj podiel* viny pri niekolkych typoch karci-
némov, vratane rakoviny hrubého creva, pankreasu,
prsnika, plic, koze, mo¢ového mechira a pecene 2.
Duélne COX-2/LOX-inhibitory si vyhodné pre blo-
kovanie LOX-cesty, ktora byva u klasickych NSAID
hlavnym dévodom vzniku neziadicich déinkov.
Dalgou slubnou terapeutickou indikdciou mdzu byt
s vekom spojené degenerativne ochorenia — ako napr.
zapal nervov a oxidativny stres, ktoré k nim prispie-
vaji. Reaktivne mikroglie sa vo zvySenej miere nasli
v starnicom mozgu a obzvlast u degenerativnych
ochoreni (Alzheimerova a Parkinsonova choroba,
amyotroficka laterdlna skleréza, skleréza multiplex).
Stimulované mikroglie vylucuji neurotoxické pro-
dukty a bezkyslikové radikdly. Dudlne COX/LOX-
inhibitory potlacaji v in vitro podmienkach neuroto-
xicitu mikroglii v zdvislosti na davke a zéaroven
vyznamne potencuji efekt COX-inhibitorov. Potlaca-
nie 5-LOX aktivity mdZe mat tieZ kladny vplyv na
neurodegenerativne ochorenia prostrednictvom dalsSi-
eho mechanizmu, ktorym je inhibicia aktivacie tran-
skripného faktora kB (NF-xB) a tym prevencia
degradécie inhibitor transkripéného faktora kB-o
(TIkB-o) 7. Inhibiciou LOX v centrdlnej nervovej
sustave sa predislo smrti neurénov spdsobenou vycer-
panim zdrojov glutationu 7. Ten kontroluje redoxny
stav buniek a chrani neurény pred toxicitou kysliko-
vych radikalov. Takéto vyCerpanie zdrojov sa objavu-
je uz v skorych stadiach Parkinsonovej choroby.
Dualne COX/LOX-inhibitory moZu tieZ pomdct lep-
Sie zvladnut hlavné nedostatky neselektivnych COX-
inhibitorov (napr. dlhodobé podévanie kyseliny ace-
tylsalicylovej v nizkych déavkach), a to rendlne
a zalido¢né potiaZe spojené s blokovanim tvorby
TXA, v krvnych dostickach a neovplyviiovanim for-
movania prostacyklinu (PGL,). Blokovanim 5-LOX sa
redukuje leukocytmi spdsobeny zapal a trombogénny
potencidl, ¢im sa pdsobi proti poskodzovaniu sliznice
Zalidka spojeného s inhibiciou COX-1 3. Vyznam
tohto poznatku je aj v tom, Ze 5-LOX je vysoko expri-
movand v arteridlnych stenach pacientov postihnu-
tych ateroskler6zou, pricom leukotriény a cysteinové
leukotriény (LTC,, LTD,, LTE,) spustaja kruh zapalu
arteridlnej steny a remodelingu pocas aterogenézy
(tzv. hypotéza 5-LOX aterosklerdzy) 7.
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