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ReSeni zpsobu piipravy protinadoroveého
bioprepardtu cACPL spoéiva ve steriliza~ ‘
ci povrchu skotdpek ptadich vajec s de- i
seti aZ dvandctidennimi embryi UV zéfenin

a pieruSenim jejich rdstu a Zivota para-
finovénim skotépek tekutym parafinem, ne-

bo v atmosféfe &istého dusiku pii 37 oC

po dobu 10 dni.




Vyndlez se tykd protinddorového bisprepardtu cACPL (crude anticancer phospholipid),
jshoZ d&innau sloZkou je 1-O-alkyl~2-acyl-sn-glycero-3-fosfo-(N-acyl)-ethanolamin a jehs
protinddorovd GEinnost je zndma a byla popsdna napiiklad v publikaci J.Kéra a sp., Neo=
plasma 33, 187-205, 1965..ZplGsob pipravy tchoto bispreparitu byl popsdn v &g, autorskén
osvédteni &, 252177 a v s, patentu 145770.

ZpGsob umrtveni desetidennich kufecich embryi pomoci chlorofornu nebos jinych &inidel
jak je popssn v s, patentu 145770 nebo v s, autorském osvidieni &. 252177 se ukézal ne-
vhednym pro piipravu preparftd cACPL urZenych pro percralni pouziti, pro mo2nost konta-
ainaco prepardtd chlorsformom nobos jinymi 3kodlivymi ldtkami. Uvedsnou nevyhodu odstranu-
j& novy z2pdsch piFipravy protinddorcvéhs bisprepardtu cACPL z ptaéich vajec s usmrcenymi
deseti- a7 dvandctidennini kufecimi embryi podle vynélezu, jehoZ podstata spolivé ve ste-
rilisovéani povrchu skoifdpsk vajec s desetidennimi kuifecimi ombryi pod UV~zéiivkami po dp-
bu 80 minut a v pouZitd parafinovdni povrchu skofdpek k piferuSeni réstu embryl a vytvefe~

ni igchemické embryondlni tkéng produkujici 1-O-alkyl=-2-acyl-sn-glycero-3=fosfor=-{N~acyl)-
~ethanolamin pi'L ndsledné inkubaci, nebo pouziti inkubace vajec v Sistém dusiku pii 37 %c,

Priklad 1

Pifiprava bioprepardtu cACPL “parafinovou metodou”:
P P i

a} Slepidf vejce obsahujici desetidenni embrya se nejdiive desinfikuji na povrchu ozéFenim
pod ultrafialovou germicidni z4fivkou. Ozéffeni vajec pod UV-zarivkami ss provddi na pla-

tech, na kterych jsou vajidka umis¥ovéna do thermostatu (1ihn8). Trubicové UV-zidFivky
Jsou umistdny p¥ibliZan& 1 metr nad vajitky ve sterilnim boxu. VajiZka se ozafuji z

jedné strany po dobu 30 minut, potom se obrati o 180° a znovu se ozafuji 30 minut z dru-
hé strany. Tente zplisob desinfekce staZi k odstrandni mikronrganismﬁ s povrchu s&uFépeL.
Tate preventivni desinfekce je nutnd, aby se zabrénilo ztratém vzniklym bakteridlni kon-

taminacl obsahu vajec pii daldim zpracovéni.

- b) Desinfikovand vejco (ozdFend pod UV-zdiivkami) se krdtce (na n&kelik vtoitin) ponofi do
reztevenche parafinu {tepleta 50 0C) a parafin na povrchu skofdpek se ihned ochladi na
vzduchu p#i normdlni tepletd mistnosti. Parafin uzavie priduchy ve skoitdpkéch vajec,

cof vede & dhynu embryi v anaerobnich poedminkdch, zastaveni krevniho obshu v embryonil-

ni tkéni, o tim ke vzniku ischemické embryenslni tkénd, ve které jo timto zplsobem in-
dukovdna synthasa N-acylethanolaminovych glycerofesfolipidt, Bislogicky U&inny alkyl-
~Tosfelipid PNAE (tj. plasmanyl-(N-acyl)ethanolamin) vznikd enzymatickou transacylaci

prexursoru l-oualky;-9-60y1~fnsfatidyle.hanolaminu, ktery je pfitomen ve vajeéném Zlout-

ku, h&hem inkubace parafinovanych embryondlnich vajec.

¢} Parafinovand vajitka so ihned umisti dc thermostatu (1ihngd) p#i 37 °C a inkubuji se pii

této teplotd 24 hodin. Potom se parafin z povrchu vajec odstrani seSkrabénim a vejce
59 inkubuji déle pii toplots 37 °C v lihni po dobu 10 dni.

d) Po desetidenni inkubaci se vajilka postavend v papiravych platech na $pidku na horni
 peloving skodpek desinfikuji lihovym roztokem jodu (1% roztok) a skofdpka se potom

otevis sterilnimi ndZkami a pincetou (kruhové odstiiZeni sko*4pky nad vzduchovou bubli-

nou). Mrtvd embrya sa odstrani pincetou a uloZi se v mrazicim pultu pi -15 %C (mohou
byt peufita k extrakci alkyl-fnsfolipidu PNAE.,

e) Tekuty obsah vajec se filtruje pFes dvojitou vrstvu sterilni (autoklévevané) gazy do
sterilnich sklonénych kiédinek (obsah 1 a2 2 litry). Filtréat cbsahujici predeviim toku-

zici alkohalové l4zni pFi =50 °C lyofilizaZniho plistroje FRIGERA-Kolin, lahve sc ote~
vi‘feu, hrdlo se pfevdZe nylonovou sifkou (sterilni), vloZf se do lyafilizalniho bubnu
uvedené aparatury a obsah lahvi se vysudi mrazevou sublimaci {lyafilizaci).

ty Zlcutek se rozd8li po 200 ml do storilnich NTS lahvi {obsah 500 ml), lahve se uzaviou
Sroubovacini vitky a obsah se zmrazi na vnitifnim vélcovém povrchu lahve otideninm v mra-
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f} Lyofilizovany sbsah lahvi s¢ homegenizuje roztiridnim ve sterilnich perceldnsvich tien~
kZch ve sterilnim boxu (mistnost vyzdifend UV-zditivkani), nebo s honogenizujs ve ste-
rilnim parceldnevém kulsvénm alynku. Zluty lycfilizovany praSek {preparét cACFL) se pl-
ni do sterilnich NTS-~-lahvi a uzavite se vzduchotdsn sterilnini prytovyni zitkemd se
Srcubovacia vilkem. Lahve se ulofi ve chladné mistnosti a chrdni so pfed suitlem nej-
lépe v uzavifend skifini, Za t&chto podminek uskladndni 35 biolagickd aktivita prepars-

% let. Tata
dlouhedobd expirace prepardtd cACPL byla gvdifena testovdnim bislegické Gdinnosti o
devanych praparitd v lotech 1983 - 1988, '

"Dusikavd medifikace® pifipravy cACPL:

Uvedeny postup pfipravy cACPL mife byt modifilkovan tak, Zo mists parafingvéni (bsd
b)) se vajitka s desetidennimi smbryi umisti v dusikové atmosféife {vzduchotSsnd skitin
naplrdnd dusikem z tlakové lahve) a inkubujl se pifi 37 % v dusiku {ti. ancerobnd) go do-
bu 10 dni. Dal3i postup zpracovéni vajec jo stejny jake u "parafinové metedy” {Zody d
az fj.

Frepardt cACPL pitipraveny parafinovou mstodou mé protinddorevou aktivitu stojnau
Jek byle publikovine diffve (J. Kéra 3 sp., NEOPLASMA, 33, 187-205, 1968). Dlkazem tcha
Ssou takd vysledky sxperimentélﬁich vyzkund, ziskané na Faddé experimentilnich mySich né=
dort., éyly studavény ndsledujict typy nédord: adenckarcinom nléEnd £14zy Ca~753, nddor
d&loZniho &fpku REM~5, fibrosarkom Mcll, Crockerdv sarkom £-180 a sarkom 37 [sacitova
forma). Prepardt byl zviratdm aplikovén perordlnd va fyziclogickém roztoku iako homo-
genni suspenze. Byl pouZit 3iroky rozsah dévek {od 10 mg do 1000 mg/kyg) pFi mnshondsab=
né aplikaci prepardtu cACPL v pribdhu 10 - 15 dni. Jake kritoria léZebndého GZinku byly
pouZity: inhibice ristu nidderd (v procentech) a zvySeni délky pfeZfiti lélenych nvifat
ve srovndni s kentralou (v procentech), '

Byle zji5tdno, 2o binprepafét CACPL brzddi rést pevnych nddecrd Ca-755, REM-5, He-1l
0 73 %, 65 % a 67 % a prodluZuje dobu pleiti zvifat se sarkomem =27 o 58 7.

Farmakokinetickyni studiemi p¥i pororélni aplikaci biopreparétu cACPL ny3im BOF o
nddorem Mcll v ddvce 300 mg/kg byle zjifténo, e se v nidoru objevuje frokce N-zcyl-fes-
fatidylethanolaminovych foafolipidd, kterd ubsahuji protinddaoravou komponentu plasmanyl-
~(N~acyl)-cthanolamin (PNAE). .

R Opakovand aplikace bioprepardtu cACPL vede ke kunulaci fosfolipidi v nddorové tkéni
a v krvi my3d, . ' _ i
Farmakokinetika 14c--PNAE v krvi mysi po jednorézové‘perarélni aplikaei Je‘pspaéna
matomatickym farmakokinetickym modelem s poleBasem dosaZfeni maxima v krvid za 1,2 h a 3
polaSasem sniZeni koncentrace ~'C-PNAE v krvi za 126 h. P#i opakovand intravenssad apli-
. kaci 14C-PNAE byla pozsrcvdna kumulace 14C--PNAE v nidoru, v jatrech, plicich, slezind a
* v mozku zvifat a 140 pnag a jcho motabolity nebyly wylufovény ladvinami z organismu.

Blopreparét cACPL neni toxicky pro norndlni tkdnd a nemd negativni Udinky ra krve-
tvorbu. , ' .

PATENTOVE NAROKY
Zpfisob pitdpravy protinddorovéha bioprepardtu cACPL z ptadich vajec s daseti of dva~
nactidennimi embdryl pForusonim jojich rdstu a Ziveta, vyznalujici ce tim, %o sw povrch
skofdpek t&chte vajec nejditive steriliruje po dobu 20 minut UV zd¥onim a ps jojich oto-
Zeni o 180 %c po dobu dals{ch 30 minut, potem se piterudi rist a Zivot embryl parafino-
vinim gkofépok tekutym parafinom p&i 50 %C nebo v atmosféife Gistcho dusikuy, poton su prs-
vede jejich inkubace za anserobnich podminek, nebo v atmosféFe &istého dusiku p#i 37 °C po
dobu 10 dni. )
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