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ISOPRENOIDY V ATMOSFERE
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1. Uvod

Terpeny jsou pfirodni uhlovodiky, vznikajici jako metabo-
lity nekterych rostlin, pfevazné stromi, a zejména jehli¢na-
ni% Ty, které vyznamné ovliviiuji chemické procesy v atmo-
sféfe (obr. 1), se vyznacuji nepfili§ vysokymi body varu (155—
185 °C) a nizkou polaritou molekuly, kterd je pfi¢inou jejich
relativng vysoké t&kavosti®. Tyto slouceniny patii k rozsahlé
skupiné rostlinnych latek (isoprenoidi), do niz zahrnujeme
i zddnlive tak rozdilnd chemicka individua, jako jsou kaucuk,
karoten a kyselina giberelova. Zvlastni postaveni mezi iso-
prenoidy md isopren.

Systematika terpenové chemie déli terpeny na monoterpe-
ny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny, sester-
terpeny a polyterpeny. Tyto ndzvy vznikly historickym vyvo-
jem a oznaceni vychdzi ze sloucenin, které obsahuji dvé
isoprenové jednotky. Monoterpeny obsahuji dvé isoprenové
jednotky, diterpeny Ctyfi isoprenové jednotky, triterpeny Sest
isoprenovych jednotek. Seskviterpeny maji tfi isoprenové jed-
notky a sesterterpeny pét isoprenovych jednotek. Slouceniny
s vy§§im poctem uhlikii nez patnict maji vysoké body varu
a minimdlni t€kavost. V piirodé¢ lze také nalézt skupinu po-
Iyterpend predstavovanou kaucukem a gutaperéou, coZ jsou
polymery se zanedbatelnou tenzi par.

Biochemie tvorby isoprenoidd byla, a stdle je rozsdhle
zkoumdna a jsou zndmy nékteré detaily jejich biosyntézyl’z.
P1i téchto reakcich 1ze dospét az k iridoinovym alkaloidiim,
véetné kyseliny abscisové. Isopren se tvoii v chloroplastu
plsobenim isoprensynth::lsy‘F6 na 3,3-dimethylallyl-difosfdt
v pritomnosti hofecnatych iontd.

Stdle nevime, pro¢ nékteré rostliny terpeny produkuji.
Predpoklada se, Ze jde o urc¢itou formu chemické obrany

Referaty

rostlin pfed hmyzem a cizopasniky’. Tyto slougeniny piisobi
i jako chufovd bariéra pro bylozravee® '° Produkci isoprenu
rostlinami nelze v soucasné dobé uspokojivé vysvétlit. Podle
soucasnych poznatkti jde o metabolickou poruchu, nemajici
piimou souvislost s biosyntézou ostatnich isoprenoidu.
Neékteré terpeny maji praktické vyuziti. V kosmetice a v 1¢-
karstvi tvoii slozky zvlastni skupiny 1é¢iv s antibakteridlnimi
ucinky (pineny, limonen, felandren, kamfen, karen). Na terpe-
ny bohaté rostlinné silice se primyslové ziskdvaji z rostlin-
ného materidlu, napiiklad z borové klry nebo z terpentynu
destilaci s vodni parou''. V etherickych olejich pochdzejicich
z jehli¢nanii pievladaji monoterpeny'’. Jsou to zejména o-
-pinen a B-pinen, v mensi mite limonen, B-felandren, 3-karen
a kamfen, vzacnéji jsou v nich obsazeny tricyklen, terpinolen,
o-terpinen a 7y-terpinen, pifipadné bicyklicky uhlovodik ze
skupiny seskviterpenti, zndimy pod ndzvem kadinen. V téchto
kapalnych silicich je mozno nalézt i kyslikaté derivaty mono-
terpent, jako jsou 1,8-cineol (eukalyptol), kafr, linalool, cit-
ronelol a bornyl-acetdt. Vzacné se v prirodé vyskytuji sabinen
(v jalovci), thujen (v thuji), nebo santen (v sibifské jedli)lz.

2. Atmosférické emise isoprenoidu

Tékavé isoprenoidy patii ke skupiné biogennich slou-
Cenin, které je mozné obecné zaradit mezi t€kavé (VOC) nebo
polotékavé (SVOC) organické slouceniny. V globdlnim mé-
fitku je produkce tohoto druhu isoprenoidii vyznamna'® a za-
sadnim psobem ovliviiuje chemii atmosféry. Emise z rostlin
principielné kontroluji oxida¢ni kapacitu kontinentdlni oblasti
troposféry. Tyto biogenni uhlovodiky jsou prekurzory tropo-
sférického neantropogenniho ozonu', ovlivﬁugl’ koncentrace
OH radikalii a oxidu uhelnatého v atmosfére'*'¢ Isoprenoidy
byly také identifikovany'’ jako vyznamné vychozi reaktanty
pfi okyselovani Zivotniho prostredi.

Zejména lesni porosty emituji do atmosféry velkd mnoz-
stvi téchto reaktivnich uhlovodikd. Terpeny a isopren se ze
zivych i z odumielych stroml uvoliiuji do atmosféry v tako-

5 v o of

tricyklen o-pinen [-pinen kamfen
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vém mnozstvi, Ze i pfes nardstajici primyslové znecistén{
predstavuji hlavni zdroj uhliku v atmosfére. Biogenni emise
fadove pfevyéu[jl’ emise antropogenné emitovanych organic-
kych sloucenin®.

Jako prvni se pokusili odhadnout produkci biogennich
slou¢enin Rasmussen s Wentem'? v roce 1965. Podle jejich
odhadu se do atmosféry uvoliluje ro¢né 432 Tg uhliku/rok,
ktery pochdzi z biogenné produkovanych organickych slou-
Cenin. V ndsledujicim obdobi byly Cinény pokusy zpiesnit
a strukturovat tyto emise'>?°2 Podle poslednich poznatki
emise téchto slouc¢enin odpovidaji ekvivalentu 1150 Tg uhliku
za rok** a jsou strukturovany ndsledovng: 503 Tg uhliku/rok
(isopren), 127 Tg uhliku/rok (monoterpeny), 260 Tg uhliku/
rok (reaktivni organické tékavé latky), zbyvajici ¢dst emisi,
260 Tg uhliku/rok, tvofi ostani organické slouceniny.

Kromé toho, Ze pritomnost terpenti a isoprenu v atmosféie
ovliviiuje obsah fotochemickych oxidanti, kysli¢éniku uhel-
natého a vodiku, je tato skupina uhlovodikt spojovana s at-
mosférickym ukazem, nazvanym modry opar (Blue Haze),
jehoz existenci dokladaji ¢etné historické ndzvy, napt. v USA
,,Blue Ridges” nebo ,,.Blue Mountains” v Austrdlii. Jednd se
o modrfe zbarveny opar aerosolového charakteru vznikajici
nékdy v 1été za jasnych bezvétrnych dnt nad lesy, pfipadné
nad lukami, v mistech vzdédlenych od mist primyslového
znedisténi. Tento jev poprvé diskutoval Went”, ktery se do-
mnival, Ze ¢astice modrého aerosolu jsou bituminosniho a as-
faltického charakteru a vznikaji oxida¢nimi reakcemi par ter-
pent v invezrni vrstvé vzduchu. V soucasnosti predpokla-
ddme, Ze modry opar je pfimo pozorovatelnym disledkem
fotochemickych reakci probihajicich v atmosfére®®’, podle
ndsledujiciho schématu: seskviterpeny reaguji s OH radikdly,
NO, radikdly a ozonem?® v reakcich, jejichz produkty jsou
oxygenované formy seskviterpend. Tyto slouceniny jsou mé-
né tékavé a shlukuji se do mikroskopickych ¢dstic organického
aerosolu (biogenni aerosol).

Struktura biogennich emisi isoprenoidi je geneticky pod-
minéna®®?’. Bylo viak zjiiténo, Ze ani v ramci jednoho ekotypu
nelze extrapolovat sloZeni biogennich sloucenin v jednom
druhu rostlin do geneticky piibuzného druhu rostlin. Jako
piiklad 1ze uvést dub Cervina (Quercus ilex), ktery, na rozdil
od ostatnich druhii dubu, v jejichz emisnich charakteristikach
prevazuje isopren, emituje do okoli vyznamnd mnozstvi mo-
noterpeni’™. Pfi prvnim piibliZeni viak plati, Ze opadavé druhy
stromd uvoliiuji zejména isopren, jehli¢nany uvoliuji prevaz-
né terpeny”'. V lokdlnim méfitku maji vliv na obsah a zastou-
peni isoprenoidli v lesnim vzduchu tyto faktory: botanické
slozeni biotopu, mnozstvi isoprenoidi akumulovanych ve ve-
getaci a jejich tékavost, vegetacni obdobi, denni doba, meteo-
rologické podml’nkzl, pedologické pomeéry, teplota , listi* a in-
tenzita osvétleni***>. V zdvislosti na t&chto parametrech se
koncentrace terpentt v ovzdus$i méni v rozmezi tisicin az
nékolika jednotek ppb(v/v). Maximdlni, jednotkové ppb(v/v)
obsahy terpenti (a-pinenu) byly naméfeny v lesnim vzduchu
v letnich mésicich tésné pred vychodem slunce, pripadné
po zdpadu slunce a mohou byt az desetkrat vyssi nez koncen-
trace denni®’. V lesnim ovzdusi lze nalézt i relativné vysoké
koncentrace B-pinenu, limonenu, ale i dalSich terpend, ja-
ko jsou kamfen, 3-karen, myrcen, tricyklen, 1,8-cineol. Za-
kladnim faktorem, ktery ovliviiuje okamzité emise terpend
z rostlin, je teplota. Emise terpent jsou na teploté exponen-
cidlné zavislé. Mnozstvi emisi a rychlost jejich uvoliiovan{
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souvisi s biologickymi parametry porostu, stupném jeho po-
Skozeni, se strukturni integritou olejnatych bunék a Zivic-
nych 7laz lista®' a 1ze je v nékterych piipadech jednozna¢né
korelovat s fotosyntetickou asimilaci a transpiraci oxidu uhli-
&itého rostlinami®'. Emise isoprenu jsou ovliviiovany aktudlni
intenzitou svétla a jeho spektrdlnim slozenim®*, proto kon-
centrace isoprenu v lesnim vzduchu vykazuji vyrazné denni
fluktuace, jsou maximdlni béhem dne a zanedbatelné v noc-
nich hodindch®. Je piekvapivé, Ze obdobné jako isopren se
chovaji i monoterpeny s thujanovym skeletem®, sabinén
a thujén.

3. Reaktivita isoprenoidi a vliv jejich
reakc¢nich produkti na lesni porosty

Reaktivita isoprenu a terpenl je zaloZena zejména na
elektrofilnich a radikdlovych adi¢nich reakcich dvojné vazby
C=C. Nékteré terpeny jsou natolik citlivé k adi¢nim reakcim,
Ze napriklad o-terpinen, obsahujici dvé konjugované dvojné
vazby v Sesticleném kruhu, reaguje jiz pfi béznych teplotich
se vzdusnym kyslikem za vzniku cyklického peroxidu, s trivi-
dlnim ndzvem askaridol. Reakce ozonu s isoprenem nebo
terpeny vedou ke vzniku hydroxylovych radikli'” a nestabil-
nich ozonidd'>!73>38 Ozon se aduje na dvojnou vazbu za
vzniku primarniho ozonidu, ktery ndsledné pfechdzi na sekun-
dédrni ozonid, ve kterém je kyslikovy a peroxidicky mustek
lokalizovédn v misté, kde pred reakei byla dvojnd vazba mezi
uhlikovymi atomy'% V piitomnosti molekuly vody se sekun-
darni ozonid Stépi, a v zdvislosti na poloze dvojné vazby
vznikaji karbonylové nebo aldehydické slouceniny a peroxid
vodiku'?* Reakéni schéma oi-pinenu s ozonem je uvedeno na
obrdzku 2.

V nocnich hodindch reaguji tékavé isoprenoidy podle do-
posud ne zcela objasnéného chemického mechanismu, s NO,
radikdly. Z experimentt, které provadél Corchnoy s Atkin-
sonem’’ vyplyvd, 7e reaktivita o- a [-pinend, 3-carenu, sa-
binenu, limonenu, myrcenu, ocimenu, y-terpinenu a o-felan-
drenu s OH radikdly, ozonem a radikdly NO, je srovnatelna'®,
Vyjimku mezi sledovanymi terpeny tvoii o-terpinen, u kte-
rého reakce s ozonem dominuje pfi jeho odstrafiovani z tro-
posféry.

V souvislosti s isoprenoidy emitovanymi lesnimi porosty
byla prokazdna tvorba znaéného mnozstvi peroxidu vodiku
a organickych peroxidﬁ35’3840. Tyto peroxoslouceniny maji
vyrazné fytotoxické ucinky***?a zptisobuji patologické zmé-
ny ve struktufe listd a jehli¢i®. Peroxid vodiku vyvoldva
zavéazné deformace™ mezofylovych bunék listd, které se pro-
jevujizvétsenim plochy mezibunécného prostoru a naslednym
zvy3enim emisi biogennich slougenin. Podle Peterse*® piiso-
beni peroxidu vodiku a organickych peroxidi miize zptisobo-
vat vdazné S$kody na lesni vegetaci. Expozice smrkového jehlici
kyselé mlze obsahujici peroxid vodiku generuje katabolické
efekty v primdrnim jehlici, které se projevuji poruchou vodni{
rovnovahy rostliny*®*! a mohou mit v piipadé nedostatku
vldhy fatdlni ndsledky na lesni porosty™.

Kromeé toho, Ze pfitomnost peroxidu vodiku v ovzdusi je
a priori nebezpecnd pro rostliny, molekuly peroxidu vodiku
reaguji*’ s ionty dvojmocného Zeleza v tzv. Fentonové reakci

Fe** + H,0, — Fe’* + OH™ + OH’
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Obr. 2. Reakéni schéma o-pinenu s ozonem

produkujici s vysokym vytéZkem mimorfddné reaktivni hy-
droxylovy radikal. Reakce probiha jiz pfi béznych teplotach
a nevyzaduje plisobeni ultrafialového zdfeni. Ionty dvojmoc-
ného Zeleza*’ jsou fotoredukei regenerovany z komplexi troj-
mocného Zeleza s peroxidem vodiku, a tak mtize Fentonova
reakce predstavovat novy zdroj generujici hydroxylové radi-
kaly do biosféry. Pravdépodobnost priibéhu Fentonovy reakce
Ize v ptirodé pozitivné korelovat zejména s obsahem isopre-
noidid v ovzdus$i a lze ocCekdvat, Ze reakce bude probihat
zejména v mistech s intenzivnim automobilovym provozem,
pfi kterém se uvoliiuje do troposféry zelezo v disledku otéru
tocivych soucdsti motora.

4. Historické mezniky pri stanoveni
isoprenoida v ovzdusi

Prestoze spolehlivé stanoveni isoprenu a terpenti v ovzdusi
ma v sou¢asném obobi mimoradny vyznam a vysokou prio-
ritu, neni problematika jejich stanoveni beze zbytku dofesena.
Chyba stanoveni pii analyze emisi isoprenu sou¢asnymi ana-
lytickymi postupy je vyznamna*®*”. Publikované tidaje o ob-
sahu ostatnich isoprenoidd v ovzdusi jsou diskutabilni**, jsou
s nejvetsi pravdépodobnosti podhodnoceny.

Podle dostupné literatury, prvni historicky dolozitelné po-
kusy, systematicky provadéné za ucelem stanoveni biogen-
nich sloucenin v ovzdusi byly u¢inény Rasmussen s Wentem
v roce 1964 (cit."®). Autofi sledovali obsahy terpent v lesnim
vzduchu. Jejich méfeni pfindSeji prvni kvantitativni ddaje

o aktudln{ koncentraci nékterych rostlinnych t€kavych latek
ve vzduchu i zajimav4 zjisténi, Ze produkce biogennich litek
je spojena s vyvojovym stadiem dievin, zdsahy ¢lovéka do
ekosystému a meteorologickymi podminkami. Analyza se
provddéla pfimym ndstfikem 5 ml okolniho vzduchu do ply-
nového chromatografu (GC) Perkin Elmer 800, umisténém
v mobilni laboratofi, ktery obsahoval ndpliovou kolonu se
staciondrni fazi Carbowax 20M. Detekce jednotlivych slou-
¢enin byla provadéna plamenové ioniza¢nim detektorem (FID).
Tato metodika umoznovala sledovat tékavé rostlinné latky ve
volné pfirodé na urovni 10 ppb(v/v). Rassmusen s Wentem
prokdzali, Ze v ovzdusi je, kromé sloucenin s terpenovym
skeletem (oi-pinen, B-pinen, 3-karen, limonen, myrcen), také
isopren. Tento experiment probihal soucasné& i v Holandsku'".
Vzduch vSak nebyl analyzovdn na misté odbéru, ale po trans-
portu v polypropylenovych saccich do laboratofe, odbérem
injek¢ni stifkackou a ddvkovanim do plynového chromato-
grafu. Pfimy ndstfik analyzovaného vzduchu do plynového
chromatografu byl pouzit v ndsledujicim obdobi nékolikrét.
V roce 1972 Rasmussen?! analyzoval biogenni slou¢eniny po
ndstiiku 1-5 ml plynného vzorku do plynového chromato-
grafu s plamenové ionizacnim detektorem.

Ke snizeni detek¢éniho limitu pfi analyze isoprenoidd v ov-
zdusi jehli¢natych lest vypracovali Whitby s Coffeyem*® tech-
niku, kterd umozinovala ddavkovat do plynového chromato-
grafu stovky mililitr vzduchu. Analyticky postup je zaloZen
na kryofokusaci analytd z naddvkovaného plynného vzorku
v nerezové trubici pii teploté kapalného dusiku. Po kryofoku-
saci nasledoval ohfev trubice a separace v napliové nerezové
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koloné se staciondrni fazi OV-101. Tento postup, ve spojeni
s plamenové ionizacni detekci, umoznil monitorovat sub-ppb
(v/v) mnozstvi isoprenoidd v plynném vzorku.

PrestoZe je metodika pfimého ndstfiku analyzovaného vzdu-
chu do plynového chromatografu jednoduchad, snaha o zvysen{
poctu identifikovanych isoprenoidd v jednom vzorku vedla
k téméf vyhradnimu pouzivani kapilarnich plynoveé chroma-
tografickych kolon, jejichZ pouziti pfimy ndstfik plynného
vzorku vyznamné omezuje. V této souvislosti se pfi vzorko-
vani ovzdus$i zacala aplikovat technika adsorpce na tuhych
sorbentech. Slouceniny jsou ze sorbentil extrahovany rozpou-
stédly, pripadné jsou desorbovany teplem ve specidlnich de-
sorpcnich aparaturdch a analyzovdny plynovou chromato-
grafii. Poprvé se sorbenty experimentoval Hedin***® ktery
stanovoval tékavé biogenni latky v prostiedi bavinikovych
plantdzi. Analyzovany vzduch prosdval ptes Chromosorb 102,
adsorbované slouceniny byly extrahovany n-pentanem a ex-
trakt byl analyzovan na plynovém chromatografu s hmotovou
detekci (MS). Jako prvni separoval biogenni slouceniny na
kapildrni koloné (staciondrni faze OV-17), kterd umoznila
identifikovat v ovzdusi®® celkem 73 sloucenin, véetné o.-pi-
nenu, limonenu, myrcenu a 3-caryophylenu.

Extrakce adsorbovanych sloucenin kapalinou je ¢asové
ndroc¢nd a byla pouzivdna pfi analyze biogennich sloucenin
v ovzdusi vyjimec¢né, napiiklad pii vyvoji pasivnich monitort
monoterpenti v pracovnim prostiedi pii zpracovani dfeva’'.

V roce 1977 Holzer’® jako prvni aplikoval pii analyze
organickych sloucenin emitovanych biogennimi a antropo-
gennimi zdroji adsorpéné-tepelné-desorpéni techniku. Pii vzor-
kovani ovzdusi, které bylo do laboratofe transportovano v 35
litrovém kontejneru, pouzil Tenax GC, Carbopack BHT nebo
Ambersorb XE-340. Analyty byly ze sorbentti tepelné desor-
bovany v upraveném injektoru plynového chromatografu a ve
spojeni s GC-MS analyzovdny. Vyhradné pro monitorovani
obsahu terpenti a isoprenu v ovzdusi slouzila adsorpcné-te-
pelné-desorpéni technika v roce 1979 Holdrénovi®®, ktery
porovndval dva zptisoby vzorkovani biogenné emitovanych
sloucenin z ovzdusi: kryogenicky a adsorpci (Tenax GC). Oba
poskytovaly srovnatelné vysledky. Vzorkovéni do kryotrapu
ipres adsorp¢ni trubicku se neprovadélo piimo v misté métent,
ale z 6-litrového nerezového kanistru, ve kterém byl moni-
torovany vzduch shromazdovan a transportovéan do laboratote
k analyze. Ldtky byly separovany ve sklenéné SE-30 kapildrni
koloné a v ocelové naplinové koloné s Durapakem-Low K. Pri
detekci a identifikaci byl pouzit MS detektor. Minimdlni de-
tegovatelné mnozstvi bylo stanoveno na méné nez 10 ppt(v/v).
Pfi téchto experimentech byla poprvé testovana hypotéza o vli-
vu ozonu pfitomného v analyzovaném vzduchu na vysledky
stanoveni obsahu biogennich latek olefinického charakteru.
Vzijemnd souvislost mezi obsahem ozonu v atmosfére a spo-
lehlivosti vysledkii nebyla potvrzena, byla v§ak nalezena kore-
lace pro reakci téchto sloucenin s oxidy dusiku.

Prestoze se od konce sedmdesatych let pri stanoveni bio-
gennich sloucenin v ovzdus$i pouzivaly vyhradné kapildrni
kolony, Yokouchi*prokazal, Ze vhodnou metodikou (tandem
GC-MS, ,,single ion mode* detekce), 1ze spolehlive sledovat
sub-ppb(v/v) koncentrace monoterpend v ovzdusi i v piipadé,
Ze je pouzita ndpliova kolona. Vzorkovani probihalo na ko-
lonky s Tenaxem GC, ze kterého byly analyty tepelné desor-
bovany do sklenéné ndpliiové kolony se smésnou staciondrni
fazi silikon DC 200 s Bentonem 34. V roce 1982 Arnts>* se
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spolupracovniky analyzovali biogenni slouceniny po odbéru
vzduchu do 20 litrového Tedlarového vaku pokrytého cernou
polyethylenovou f6lif, jehoZ obsah byl k zabrdnéni reakci
s ozonem dopovan oxidem dusnatym. Po transportu do labo-
ratofe bylo 500 ml vzduchu z Tedlarového vaku kryogenicky
zakoncentrovdno v nerezové kapildfe a podrobeno plynové
chromatografické analyze s plamenové ioniza¢ni detekci. Pro
separaci pouzili WCOT kolonu se staciondrni fazi SE 30.
Tento postup umoznil analyzovat obsah biogennich uhlovo-
dikl v ovzdusi na drovni desitek ppt(v/v). Vysledky nepotvr-
dily negativni vliv oxidu dusnatého ani vliv casového prodlen{
mezi vzorkovanim a analyzou na spolehlivost stanoveni.

Pii leteckém i pozemnim odbéru vzorkt vzduchu, které
byly provddény v letech 1977-1980 v rdmci sledovani vlivu
spalovani destného pralesa na Zivotni prostfedi v Brazilii,
vyhodnocovali Greenberg s Zimmermanem” také emise iso-
prenu a nékterych monoterpend. Pii této kampani pouzivali
k odbéru vzduchu 4 litrovy nerezovy kanystr, ze kterého byly
vzorky vzduchu po transportu k analyze kryofokusovdny v ne-
rezové smycce naplnéné sklenénymi kulickami a ponoiené
v chladici ldzni (kapalny kyslik nebo argon). Kondenzdt byl
po zahfdti injektovan do plynového chromatografu a po sepa-
raci v kapildrni koloné SE-30 byly jednotlivé piky detegovany
plamenové ionizacnim nebo MS detektorem. Bylo prokazéno,
ze vzorkovéni vzduchu do nerezovych kanystrd, s vyjimkou
uhlovodikti obsahujicich ve své molekule kyslik, je stejné
spolehlivé jako vzorkovani na Tenax, do teflonového nebo
Tedlarového vaku®.

Pii sledovdni emisi isoprenu a terpent ze stromt charak-
terizujicich ekosystém severni polokoule popsal Isidorov™®
adsorpcné-tepelné-desorpéni techniku bez kryofokusace. Pri
vzorkovéni testoval sorbenty Carbochrom a Tenax GC, sepa-
raci analytl provddél v kapildrni kovové koloné s dinonylfta-
latem a k identifikaci jednotlivych sloucenin chromatografic-
kého zdznamu pouzil MS detektor. Isidorov zjistil, Ze tepelnd
desorpce z Carbochromu zptisobuje piemény, rozklad, izome-
raci piripadné dehydrataci terpend. Takto zpdsobené ztraty
stanoveni ziskal Isidorov pii vzorkovani na Tenax GC.

Od poloviny osmdesatych let se pro vzorkovani biogen-
nich sloucenin z ovzdusi pouzival téméf vyhradné Tenax
(polymer 2,6-difenyl-p-fenylenoxidu). Tento sorbent se v né-
kterych piipadech chova nestandardn&>”*® V piitomnosti oxi-
dujicich litek nebo latek kyselé povahy produkuje analytické
artefakty™, reaguje s ozonem®’ ¥, jeho vlastnosti se zhorsuji
se zvySujicim se po&tem tepelné-desorpénich cykli®®, méni se
po ozéfeni slune¢nim svétlem®. Tyto nevyhody lze ¢dstecné
eliminovat pouzivanim tepeln& kondiciovaného Tenaxu® (Te-
nax TA) piipadné jeho chemickou tipravou®’.,

Pro vzorkovdni biogennich slouc¢enin z ovzdusi neni vhod-
né pouzivat Carbopack B (cit.””) ani ostatni sorbenty obsahu-
jici uhlik, napt. Carbotrap (cit.®®) nebo Carboxen 569, ktery
v souvislosti se vzorkovdnim biogennich sloucenin v ovzdus{
studoval Coeur se spolupracovniky’®. Piesto se uhlikaté sor-
benty pfi vzorkovani isoprenu v ovzduSi pouzivaly, napf.
v ramci projektu’ BEMA (trojslozkové loze Carbotrap C/Car-
botrap B/Carbosiv S III) pfi analyze ovzdusi na obsah biogen-
nich slou¢enin’ (Carbotrap 300). Sorbenty s obsahem uhliku
byly také pouzity v projektu® BEMA, ve kterém tcastnici
projektu méfili denni a sezonnich zmény emisi monoterpent
z dubu Cervina (Quercus ilex); pti kyvetovém studiu emis{
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isoprenoidd z anatomicky i morfologicky srovnatelnych péti
druhtl dubu (Carbosiv IIT a Carbotrap, Carbotrap C s Carbo-
trapem) i r1 Larsenové porovndvacim prOJektu 63

Pro]ekt ATILA, v jehoz pribéhu byly v roce 1984 moni-
torovdny isopren a terpeny v atmosféfe lesnich porosti ve
Francii, vedl k rozsifeni adsorp&né-tepelné-desorpeni tech-
niky bez kryofokusace®>*®. Pii téchto experimentech byl po-
uzit plynovy chromatograf s FID detektorem, pficemz vzor-
kovani atmosféry probihalo na Tenax GC a Tenax TA (cit.%%).
Po adsorpci byla trubicka se sorbentem ptipojena perforaci
septa ddvkovace plynového chromatografu k chromatografu
a adsorbované produkty byly tepelné desorbovény pii 300 °C.
Separace probihala v nerezové ndpliiové koloné€ se staciondrni
fazi Carbowax 20M.

Témét do konce osmdesdtych let vzorkovani a analyza
biogennich sloucenin v ovzdusi probihaly oddélené. V roce
1988 Riba® se spolupracovniky popsali automatizované zafi-
zeni, umozinujici on-line spojeni vzorkovdni a stanoveni iso-
prenoidti v atmosfére. Princip jeho ¢innosti byl ndsledujici:
biogenni slouceniny jsou zachycovany na sorbentu (Tenax
TA) naplnéném v niklové trubicce, ze kterého byly po tepelné
desorpci transportovany pomoci nosného plynu do kapilarni
kolony plynového chromatografu s plamenové ioniza¢nim
detektorem. Po tepelné desorpci analytd byl sorbent ochlazen
a pripraven k dalsimu vzorkovani. Analyza je casové méné
ndro¢nd a v porovndni s metodami pouzivajici kryofokusaci
je pristroj pfi stejné spolehlivosti vysledkd autonomnéjsi.

Se zvySujicim se poctem analyz na obsah biogennich
sloucenin v ovzdusi bylo ziejmé, Ze existuje korelace mezi
mnozstvim ozonu ve vzorku analyzovaného vzduchu a analy-
tickymi artefakty. Proto v roce 1988 Jiittner®’ testoval indigo-
karmin, ktery byl v roztoku kyseliny chlorovodikové nanesen
na kiemenné kuli¢ky naplnéné v ochlazené (0°C) sklenéné
kapilafe a mél slouzit k odstranéni ozonu. Pfi analyze redlnych
vzorki nebyl tento zptisob odstranovani ozonu pouZit, protoze
v disledku kondenzace vodni pary dochdzelo k zahlcovani
reduktoru vodou. Pozdéji Jiittner® 8 pouzil jako reduktor ozonu
komer¢né vyrdbény ozonovy katalyzator. Jiittner doporucuje
pouzivat tento zptisob odstrafiovdni ozonu pii stanoveni bio-
gennich sloucenin v ovzdusi i presto, ze katalyzator nékteré
terpeny (kafr, 3-karen, tricyklen, kamfen a 1,8-cineol) ¢d-
ste¢né zadrzuje nebo je rozklddd. V pozdejsi dobé se k odstra-
néni ozonu pouzivaly: bezvody sifi¢itan sodny®, thiosiran
sodny”, jodid draselny naneseny na vnitinich sténdch anuldr-
niho denuderu’’ nebo na sklenéné vate’, pripadné krystalicky
jodid draselny % K odstranéni ozonu slouzila i kovovd niklovd
trubice”®, uhlicitan draselny74 a oxid manganicity naneseny na
specielné konstruované médéné sifce minimalizujici ztraty
biogennich slou¢enin’.

V roce 1994 dochdzi pii analyze biogennich sloucenin
v ovzdusi k renezanci kryogenniho zpiisobu vzorkovani*’.
Kryotechnika vSak vyzaduje ochlazovat vzorkovany vzduch
na teploty hluboko pod bod mrazu (cca —190 °C) a je provizena
kondenzaci ozonu a oxidu dusicitého spolecné s analyzova-
nymi latkami, coz zvysuje pravdé fodobnost jejich reakei s bio-
gennimi slou¢eninami’'. Peters™ prokdzal, ze spolehlivost
vysledki stanoven{ terpenu zavisi na druhu terpenu a ovliviluji
ji ozon, oxid dusicity a relativni vlhkost vzorkovaného vzduchu.

Petersem™ byly v podstaté vy&erpany instrumentalni moz-
nosti, které skytd pro stanoveni biogennich slouc¢enin v ovzdu-
$1 plynovd chromatografie. V souvislosti se stanovenim iso-
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prenoidu vSak zbyva dofesit problémy, které jsou spojeny se
vzorkovanim isoprenoidii z ovzdusi, zejména jednoznacné
definovat vliv fotooxidanti na spolehlivost stanoveni iso-
prenoidi?*33376

5. Zavér

Smyslem tohoto ¢ldnku bylo sezndmit Citatele se zdklad-
nimi fakty, tykajicimi se produkce a analyzy isoprenoidd
v ovzdusi, a s potencidlem téchto t€kavych uhlovodikii ovliv-
fiovat hladinu fotooxidanti v troposfére.

Prdce byla realizovdna v ramci grantu 203/98/0943 GA CR.
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The article acquaints with the basic facts on the production

and analysis of isoprenoids in the atmosphere, and with the
potential of the volatile hydrocarbons to influence photo-oxi-
dant levels in the troposphere.
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1. Uvod

Kdyz 17. listopadu 1747 ptedndsel némecky chemik An-
dreas Sigismund Marggraf (1709-1782) pied ¢leny berlinské
Kralovské akademie véd a krasnych uméni o vysledcich svych
pokust nalézt ,,pravy* cukr v rostlindch rostoucich v evrop-
skych zemich, jist¢ netusil, jak dilezitou kapitolu v historii
sacharosy otevira'. Sam sice odhadoval, e jednoduchd vyroba
sirupu z fepy by mohla byt pro sedldky v budoucnosti ekono-
micky vyhodnd, ale v této dobé nemohla konkurovat dovozu
titinového cukru. Zdsadni obrat nastal diky ndmorni blokddé
béhem napoleonskych viélek, kdy Francie strddala velkym
nedostatkem cukru. Jakmile Napoleon uslySel o otevieni prv-
niho cukrovaru (nékdy kolem 1806—1807), pfispéchal s celym
dvorem a dekoroval majitele cukrovaru fadem Cestné legie,
ktery strhnul z vlastni hrudi®. Po bitvé u Waterloo zacaly
prakticky vSechny evropské zemé zpracovavat fepu cukrovou
k velké Skodé anglickych kolonii a ve druhé poloviné 19. sto-
leti uz mnozstvi cukru vyrobeného z fepy zacalo konkurovat
cukru titinovému; v kampani 1994/95 bylo 30 % veskerého
cukru vyrobeno z cukrovky.

Sacharosa je viid¢i komoditou po stoleti, a proto nepiekva-
puje, Ze snaha o zjistén{ jeji konstituce sahd az do pravéku
organické chemie. Prvni spalovaci analyzu provedl® Prout
v roce 1827 a na jejim zdkladé odvodili nezavisle Liebig, Pe-
ligot, Berzelius a Dubrunfaut spravny sumdrni vzorec C,H,,0,.
Tollens v roce 1883 navrhl pro sacharosu strukturu glukosep-
tanosylfruktofuranosidu a o 10 let pozdé&ji odvodil Fischer, Ze

sacharosa je glukofuranosylfruktofuranosa. AZ po roce 1926
na zakladé klasické methyladni analyzy Haworth*® postupné
navrhl nékolik dalsich strukturnich vzorci, z nichz ten z roku
1929 (obr. 1) je povazovan za prvni Haworthovu perspektivni
projekei. Sacharosa (B-D-fruktofuranosyl-o-D-glukopyrano-
sid) (obr. 2) je neredukujici disacharid, ktery obsahuje osm
hydroxylovych skupin. Tti primdrni hydroxylové skupiny jsou
reaktivnéjsi (v pofadi 6 ~ 6’ > 1) pfi alkylacich a acylacich
nez zbyvajicich pét sekundarnich hydroxylovych skupin. S ¢i-
nidlem, které je schopno reagovat se vSemi hydroxylovymi
skupinami, by mohla sacharosa teoreticky poskytnout smés az
255 derivatl se stupném substituce 1-8.

Sacharosa se svétovou ro¢ni produkei vy$si nez 115 milio-
nd tun je nejdostupnéjsi organickou slouceninou se 100%
¢istotou, s nizkou molekulovou hmotnosti a nizkou cenou,
presto se ji pro jiné ucely nez ryze potravindiské pouziva jen
zhruba 5 % produkce. Jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti jsou
totiZ pro dal$i modifikace jak vyhodné (je krystalickd, neni
hygroskopickd, je chirdlni a enantiomerné Cistd, je z obnovi-
telnych zdroji a biodegradabilni), tak nevyhodné (vysoka po-
larita, je polyfunkéni a ze vSech disacharidd nejlabilnéjsi
v kyselém prostiedi). Pravé zfejmé vyhody sacharosy podni-
tily obrovsky zdjem chemiki o jeji vyuziti jako primyslové
suroviny. Zatimco v obdobi do roku 1965 bylo publikovdno
jen 15 plné identifikovanych derivatd sacharosy, v soucasné
dobé je popsdno vice nez 300 téchto sloucenin’, coz je pfici-
tdno zdjmu vyvolaném ropnou krizi v letech sedmdesdtych.
Rovnéz velky pocet piehlednych ¢lanki a monografif vystizné
charakterizuje zdkladni orientaci vyzkumu sacharosy za po-
slednich 10 let (cit.” ).

Nizkad cena vstupni suroviny je nutnou ale nikoliv posta-
Cujici podminkou pro technologické uplatnéni. Jestlize se
uvazuje o tom, jaké primyslové vyuziti sacharosy jako uni-
katni chemikdlie mtiZze mit redlnou nadéji na komeréni dspéch,
je nutno zvazovat i dal§i kriteria souvisejici s vlastnostmi
produktt a meziprodukt ze sacharosy a s dostupnosti techno-
logii. Lze je formulovat naptiklad do nésledujicich obecnych
zdsad: i) produkty museji mit lepsi aplikacni nebo ekologické

CHOH—CHOH
HO.CH,CH /CHOH CHOH—CHOH
(6] CH—-0
O CHCH,OH
CH,OH

Obr. 1. Strukturni vzorec sacharosy
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Obr. 2. B-p-Fruktofuranosyl-o-p-glukopyranosid
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vlastnosti, a nebo museji byt levnéjsi nez ty ptivodni, ii) me-
ziprodukty by mély byt zpracovatelné béznou primyslovou
chemif (napf. polymerizaci), iii) technologie by mély zahrno-
vat minimum reak¢nich krokd s vyuzitim levnych ¢inidel
za environmentdlné bezpecnych podminek, iv) reakce by mé-
ly probihat bud ve vodném roztoku nebo bez rozpoustédla,
v) v Zadném stupni nelze pouzit kyselé prostiedi nebo kyselé
katalyzdtory, vi) izolace a separace produktli musi byt co
nejjednodussi a snadno prevoditelnd z laboratorniho do pro-
vozniho méfitka.

Tento ¢lanek si klade za cil podat souhrnnou nikoliv vSak
vycCerpdvajici informaci o moZnostech primyslového vyuZit
sacharosy a o souc¢asném smeéru zdkladniho vyzkumu v této
oblasti.

ovv

2. Degradace na latky s niz$im poc¢tem uhliki
2.1. Hydrolyza, solvolyza

Zpracovani sacharosy na invertn{ cukr (ekvimoldrni smés

D-glukosy a D-fruktosy) patii mezi historické technologie.

Hydrolyza miZe byt katalyzovand mineralnimi kyselinami®,

farmaceuticky primysl
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silné kyselym iontoméni¢em*** nebo enzymaticky. Prave po-
sledni jmenovany postup vyuZivajici invertasu®® (B-fruktofu-
ranosidasa) z rtznych zdroji (drozdi 1927 Sacharomyceszg’”,
syrovzitka3 L grepy %) byl povazovan za velice perspektivni, ale
stdle jesté je ekonomicky méné vyhodny nez hydrolyza che-
mickd. Podminkou rentability'9 je totiz konverze vySSi nez
70 % pii koncentraci sacharosy cca 1 kg.I"\. Bohuzel akti-
vita invertasy klesd s rostouci koncentraci sacharosy jiz od
0,4 mol.I"! jako disledek silnych intra- a intermolekularnich
vodikovych vazeb, které zpiisobuji asociaci molekul substratu
do struktur pro ic¢inek enzymu nevyhodnych. Invertni cukr Ize
dokonce ziskat i hydrolyzou sacharosy bez ptidani kyselého
katalyzdtoru, kdy jako interni katalyzator pdsobi kyseliny
vzniklé oxidaci sacharosy piimo v reakéni smési*>. Chemickd
hydrolyza je doprovdzena tvorbou vedlejSich produkti, dian-
hydrida difruktosy™. Perspektiva vyroby invertniho cukru je
do zna¢né miry také ovlivnéna ekonomikou jeho dalsiho vy-
uziti. V soucasné dobé je hlavni surovinou pro vyrobu manni-
tolu. Katalytickou redukeci se ziskd smés 2:1 D-glucitolu (sor-
bitol) a mannitolu, ze které mannitol krystaluje a pouziva se
pro vyrobu sladidel®’; v Némecku je touto cestou zpracovava-
n0°® ro&né asi 150 000 tun. Déle slouZi k ziskdni L-sorbosy pro
vyrobu vitaminu C mikrobialn{ oxidaci’’ pomoci Zymomonas

OQ\CO’ g@ﬁ—}n’k
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3
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mobilis a Gluconobacter suboxydans. Kone¢né lze invertni
cukr fermentovat na smés D-glucitolu a D-glukonanu sodné-
ho*®. Pokud jeinvertni cukr surovinou pro vyrobu ¢isté D-fruk-
tosy a D-glukosy”, je nezbytné zaradit pro separaci obou
monosacharidd z mateénych louht po odkrystalovani ¢dsti
D-glukosy chromatografii na iontoméni¢ich***? Tento krok
cely proces ponékud znevyhodiuje oproti vyrobé D-glukosy
a D-fruktosy z jejich alternativnich surovin jakymi je Skrob
a celulosa nebo fruktany. Aby se zvysila dicinnost separace
smési D-glukosy a D-fruktosy, je mozné pievést v prvé radé
D-glukosu na jinou vyuzitelnou a soucasné Iépe separovatel-
nou slouceninu. Vyhodné je katalyticky na paladiu oxidovat
D-glukosu na D-glukonovou kyselinu vzduchem*, mozné je to
i enzymaticky***®nebo elektrochemicky*’ ¢i chemicky. Dal3i
moznosti je oxidativni dekarboxylace na D-arabinonovou ky-
selinu, kterd po hydrogenaci poskytne D-arabinitol*. Vyroba
D-glukosy a D-fruktosy za¢ne byt pravdépodobné jesté zajima-
véjsi, nalezne-li alespon jedna z obou hexos néjaké dalsi nové
a vyznamné odbytisté; lepsi vyhlidka je z tohoto pohledu
prisuzovana D-fruktose, kterd je perspektivni jako surovina pro
vyrobu 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF). Tato sloucenina
je produktem degradace vsech hexulos v kyselém prostiedi
a Siidzucker (SRN) md patentovanou jeho vyrobu z D-frukto-
sy®, ve které se vytézek krystalického HMF se pohybuje mirné
nad 40 % po chromatografické separaci na iontoménicich.

Referaty
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HMF vznika také z D-glukosy za drastictéjSich podminek za
zvyseného tlaku®, vedlejiimi produkty jsou D-fruktosa a D-
-mannosa. HMF je sloucenina s velmi Sirokym uplatnénim,
kterd by mohla ve vyrobé velkotondznich chemikalii nahradit’
suroviny zaloZené na petrochemii (schéma 1); typickym pfi-
kladem je ndhrada kyseliny tereftalové za furan-2,5-dikarbo-
xylovou kyselinu pfi vyrobé polyamid.

Solvolyza sacharosy (schéma 2) probihd pies reaktivni in-
termedidt, D-fruktofuranosylkarboniovy kation 7, ktery vznika
i pyrolyzou sacharosy®! a ktery mize ddle reagovat za vzniku
oligosacharidti, polysacharidi nebo reakci s nejriznéjSimi
alkoholy poskytovat glykosidy pouZitelné jako detergenty™>.
Vybér vhodnych alkoholii je prakticky neomezeny a je mozné,
Ze alkylglykosidy pfFipravené z vyssich alkoholi by se mohly
uplatnit jako novd skupina detergentt vedle uz vyrdbénych
alkylpolyglykosidii®®. Ke stejnému tcelu by mohla slouzit
solvolyza fluorovodikem, ktery podporuje tvorbu tohoto oxo-
karboniového kationtu / a narozdil od jinych minerdlnich
kyselin v ném nedochdzi k nezddouci dehydrataci sacharida
az na derivéty furanu. Timto zptisobem lze zatim ekonomickzr
vyrabét alkylglukosidy z D-glukosy, celulosy nebo $krobu’*.
Reakce sacharosy s fluorovodikem za mirnych podminek po-
skytuje® snadno dianhydridy 2 a 3 (schéma 3), které nabizeji
dal$i moznosti transformacim sacharosy na nizkokalorické
pridavky do potravin nebo na vyrobu polymerd.
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2.2. Oxidace

Oxidacni ¢inidla klasicky pouzivand v chemii sacharidd —
octan olovicity a kyselina jodista — selektivné §t&pi>® fruktofu-
ranosovy a glukopyranosovy kruh v molekule sacharosy (sché-
ma 4). Vzniklé dialdehydy 1ze podrobit reduktivni aminaci za
vzniku derivdtd morfolinu 4 a 5, z nichZ nékteré jsou sladké
a mohly by nalézt uplatnéni i v syntéze biologicky aktivnich
latek. Pokud se k oxidaci pouzije sacharosa chranénd v polo-
hach 6 a 6°, pak obé ¢inidla oxiduji oba dva cukerné kruhy na
piislusny tetraaldehyd, ktery redukci a hydrolyzou poskytne
enantiomerné &isté 3-substituované derivaty D-glycerolu®’. Se-
lektivni oxidace primdrnich hydroxylovych skupin sacharosy
na skupiny karboxylové kyslikem na platiné nebo paladiu pro-
bihd zejména na uhliku C-6 a C-6’ za vzniku smési 6,6 -dikar-
boxylové a 6- i 6’-monokarboxylovych kyselin. Za drastictéj-
sich podminek™ se oxiduje i tieti primarni hydroxylova sku-
pina v poloze 1’ a vznikld 6, 17,6 -trikarboxylova kyselina je
pouzivdna do pracich praska proti usazovani vodniho kamene.

2.3. Uplnd destrukce

Hydrogenolyza sacharosy za vysokych tlakti a teplot vede
ke smési ethylenglykolu, glycerolu a propan-1,2-diolu, ktera
byla za II. svétové védlky proddvdna jako nemrznouci smés pro
bojovou techniku. Racemicka kyselina mlécnd vznikd ener-
gickou oxidaci sacharosy ve vysokém vytézku a i ona predsta-
vuje perspektivni surovinu z obnovitelnych zdrojt pro dalsi
prumyslové vyuziti. Alternativni postup vyroby L-mlé¢né ky-
seliny vyuzivd fermentaci sacharosy ale i D-glukosy nebo
melasy pomoci plisni Rhizopus arrhizus nebo R. oryzae™ .
Pyrolyza O-acetylderivdtu methylesteru kyseliny mlécné po-
skytuje totiz methylakryleit62 dilezity monomer pro vyrobu
umelg/ch hmot. Ddle kyselina mléc¢nd celkem ochotné podlé-

463 polykondenzaci na polymer, ktery je biodegradabilni
a vhodny zejména pro vyrobu obali® a pro vyrobu Iéki s po-
stupnym, dlouhodobym ti¢inkem®*® Polymer L-mléné kyse-
liny slozeny ze 3—19 jednotek md kancerostaticky ucinek pfi
rakoving tlustého stieva a prsi®. Jednou z nejvice sledova-
nych pfemén sacharosy je jeji fermentace na ethanol pomoci
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bakterii Zymomonas mobilis, Escherichia coli nebo Klebsiella
oxytoca' . Priimyslovému vyuZiti zatim brani nizka konverze
(<70 %) diky tvorbé vedlejSich produktt a energeticky ndroc-
nd izolace ethanolu ze zfedéného roztoku s koncentraci max
70 g.I"". Pouhd zména experimentalnich podminek se zd4 byt
nedostatecnd, a proto se velké nadéje vklddaji do genového
inzenyrstvi’’. Dile se studuje’’ napf. degradace sacharosy na
kyselinu $tavelovou pomoci Aspergillus niger. Vytézky jsou
bohuzel dost nizké (0,3 kg.1™! kg sacharosy), protoZe extracelu-
larni enzymy hydrolyzuji sacharosu a D-glukosa je pak oxido-
vdna na D-glukonovou kyselinu. Vice nez 60 let je intenzivné
studovdna vyroba methanolu, glycerolu a glykoli hydrokra-
kovanim sacharidl nejnovéji s pouzitim katalyzdtorti na bazi
tranzitnich kov’> Origindlni myslenka na vyuZiti sacharosy
na vyrobu syntézniho plynu (CO + H,), jehoz dalsi konverze
na Sirokou paletu chemikalif a paliv je dostate¢né prozkouse-
nd, je prozatim v pocdtecnim stadiu. Podobné enzymova kon-
verze sacharosy na vodik uz neni neredlnd alespoil v labora-
tornim rnentku dosaZend produkce byla 1,34 mol H, na 1 mol
sacharosy”". Nicméné ndhrada fosilnich paliv 0bn0v1telnym1
zdroji energie patfi mezi technologie budoucnosti.

3. Modifikace v§ech osmi hydroxylovych skupin

V této skupiné derivatl jednoznacné prvni misto ndlezi
esterim sacharosy. Oktaacetdt sacharosy je hotky a piiddvd se
do népoji®, hlinita stil oktasulfdtu sacharosy je populdrni 1ék
proti Zalude¢nim vieddm (Sucralfatum, Anthepsin, Ulcermin,
Ulsanic)*. Smésny ester diacetzit-hexaisobutyrét sacharosy
(SAIB) je v nékterych zemich pfiddvdn do ndpoji jako plni-
dlo™. Oktamethylsacharosa a karboxymethylsacharosa slouzi
k vyrobeé filtra¢nich medii®

4. Zabudovani sacharosy do makromolekul

Jiz samotnd piiprava monomeru je komplikovana nejed-
notnosti produktu, proto se vétsinou vede tak, aby vznikla
smés asi 50 % monomeru vedle nezreagované sacharosy, a po
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radikdlové polymerizaci se sacharosa odstrani extrakc{ 10 Tak
se pripravuji hydrofilni zesitované gely na bdzi akryldtu nebo
methakryldtu sacharosy, které se po vhodné derivatizaci po-
uzivaji k chelataci kovl (schéma 5). Zavedeni p-nitrobenzo-
ylové skupiny dovoluje usit chelata¢ni ¢inidlo na miru né-
slednou transformaci nitro skupiny pfes amino na diazonio-
vou skupinu, kterd snadno podléhd nukleofilnim substitucim.
Z methakrylatl sacharosy byly rovnéz pfipraveny ucinné ka-
talyzdtory fizového pienosu a fotolyzy vody'’. Primyslové by
se mohly vyrabét polyurethany (schéma 6), které jsou vhodné
diky niz&i hoflavosti zejména na autosedacky’®. Pied polyme-
rizaci je sacharosa alkylovédna ethylenoxidem nebo propylen-
oxidem, protoZe urethany vyrobené ze sacharosy samotné jsou
krehké. Rozsdhld patentovd ochrana vyse zminénych polyme-
rt i dalSich doklddd soucasnou renesanci vyuZziti sacharosy na
biodegradabilni polymery; nicméné se doposud zZadny z nich
prumyslové nevyrabi.

5. Neselektivni parcidlni modifikace

Monoestery sacharosy s kyselinou stearovou, laurovou,
behenovou, olejovou, palmitovou nebo myristovou se jiz od
roku 1959 pouzivaji jako neionogenni detergenty v potravi-
ndch a kosmetice. Obsahuji obvykle 70 % monoesteru, 30 %
diesteru a zbytek je tvofen tri- a polyestery. Vyrabéji se
transesterifikaci a to bud triacylglycerolu v dimethylsulfoxi-
du nebo methylesterd mastnych kyselin bezrozpoustédlovou
technologii’’. Monoestery sacharosy dispergované ve vodé
(Semperfresh®), produkt firmy Sempernova (VB), vytvareji
na povrchu ovoce ¢i zeleniny polopropustnou membranu zpo-
malujici zrdni, a proto se uplatiuji i jako obalovy materidl.
Aminoalkylethery sacharosy 6 tvoii zdklad dvou novych per-
spektivnich skupin neionogennich detergenti: i) amidy ziska-

Referaty

(OH) 3 x

H H

0—C—C—NH,
[T, X
R' R

R,R’=alkyl 6

né reakci aminu 6 s chloridy mastnych kyselin a ii) derivaty
mocoviny ziskdvané reakci latky 6 s alifatickymi isokyanaty.
Ve srovndni s béznymi estery sacharosy maji vyssi hydroly-
tickou stabilitu. Polyfunkéni derivaty sacharosy s amidickymi
skupinami se t€8i pozornosti jako kondenzac¢ni komponenty
pro piipravu formaldehydovych pryskyfic’® (schéma 7). Tvor-
ba estert biologicky aktivnich latek se sacharosou nebo D-glu-
kosou zvysi jejich rozpustnost ve vodé az 400x, cehoz se
vyuzivd v humdnni i veterinarni mediciné a v ochrané rostlin.
V pripadé sacharosy nema stugen esterifikace presdhnout 2,
pak rozpustnost rapidné klesd'". Smés estert sacharosy s ky-
selinou olejovou se stupném esterifikace 6 az 8 byla vyvinuta
firmou Procter&Gamble jako nekalorickd ndhrada tukd pod
ndzvem Olestra a po 9 letech vyzkumu byla v roce 1997
povolena pro pouZiti v potravinach. Vyrabi se bezrozpoustéd-
lovou transesterifikaci a ve druhém stupni jsou mono- az
pentaestery odstranény enzymovou hydrolyzou lipasami. Ole-
stra md tu vyhodu, Ze neni organismem metabolizovdna, na
druhou stranu je nutno doddvat vitaminy rozpustné v tucich,
které mohou byt z téla vyplavovdny.

6. Selektivni parcidlni modifikace

4,1’,6’-Trichlor-4,1’,6’-trideoxy-galakto-sacharosa (sukra-
losa), intenzivni sladidlo vyvinuté firmami Tate&Lyle a John-

(s)-om, + snc—cu-ci, —=  (sHo-cnrcron,
0 OH

OH

0-CH;-CH-0~CO-NH

CH,

H,C

Schéma 6
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kr |
Schéma 8 sukraiosa

son&Johnson, je asi 650x slad$i nez sacharosa a miize slouZit
jako dikaz, Ze v primyslovém méfitku je mozno realizovat
i slozitou technologii na polyfunkéni suroving, pokud lze oce-
kdvat vyrazny finan¢ni dspéch. Impuls k zavedeni sukralosy
do vyroby dal obchodni tspéch aspartamu, jehoZ produkce
skocila z 11 miliont dolarti v roce 1981 na 700 miliont v roce
1985. Podle ptivodniho postupu’®*®(schéma 8) byla sacharosa
nejprve tritylovdna na primdrnich hydroxylovych skupindch
a poté acetylovdna. Pfi odstrafiovdni chrdnicich tritylovych
skupin soucasné migruje acetyl z polohy 4 do polohy 6 a vznik-
1y 2,3,6,3’,4’-pentaacetdt je substituovdn chlorem v polohdch
4,1’ a 6. Cely postup by bylo moZno zkrdtit selektivnim
chrdnénim primdrni hydroxglove skupiny v poloze 6. Resenim
je soucasny vyrobni postup®*“ vyuzivajici tiistupiovou cestu
pres diacetal sacharosy 7, ktery kontrolovanou acetolyzou
poskytne 6-O-acetdt 8 a ten je jiz pfimo chlorovan Vilsmeie-
rovym cinidlem (schéma 9). Za timto ucelem byla rovnéz
studovdna piiprava 6-O-acetylsacharosy tak, Ze D-glukosa by-
lanejprve fermentovdna s Bacillus megaterium na 6-O-acetyl-
-D-glukosu a ta byla §lyk0sylovana D-fruktosou pomoci nové-
ho kmene B. subtilis™ Max1maln1 dosaZend koncentrace 6-0O-
-acetylsacharosy byla 120 g.I"!, coz odpovida vytézku 58 %.
Pokud sacharosa md byt skute¢nou primyslovou surovi-
nou, je tfeba nalézt jednoduché a do velkého méfitka snadno
prevoditelné selektivni reakeni cesty od sacharosy k mezipro-
duktiim, které mohou byt dale zpracovdvany arsendlem orga-
nické chemie. Pravdépodobné nejvétsi perspektivu nabizi za-
vedeni aktivované dvojné vazby napt. oxidaci nékteré sekun-
darni hydroxylové skupiny. Tak piistup k derivattim sacharosy
modifikovanym v poloze 2 otevird 2-O-benzylsacharosa 9,
kterou lze ziskat pfimou benzylaci v silné¢ alkalickém prostie-
d®* (schéma 10). Reakce se ukon&i pii 50% konverzi, protoze
pak je izolace benzyletheru 9 od nezreagované sacharosy
jednoduchd. Dile je vyhodné® ether 9 acetylovat a podrobit

nBr
sacharosa O
NaH

Z O

OBZ
NaHCO
BZO OBz
BZO

Schéma 10 13
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SOCl,
Cl - OH
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Schéma 9

hydrogenolyze na krystalicky hepta-O-acetylderivdt /0, jehoz
celkovy vytézek je 21 %, pocitd-li se na skutecné zreagovanou
sacharosu, tak 40 %. Podobné lze pfipravit i hepta-O-benzo-
ylderivét 71, ktery se snadno oxiduje na odpovidajici 2-keto-
sacharosu /2. V mirné alkalickém prostfedi se kvantitativné
eliminuje kyselina benzoovd a vznikne fruktosylovany dihy-
dropyranon /3 v celkovém vytéZku 14 % na sacharosu. Krys-
talickd hepta-O-pivaloylsacharosa 14 zase piedstavuje® Vstup
k derivatim sacharosy v poloze 4 (schéma 11). Lehce mize
byt oxidovana® na 4- ketosacharo%u 15, ktera v silné alkalic-
kém prostred{ ehrmnu]e kyselinu pivalovou na dihydropyra-
non 76, ktery se ziskd s celkovym vytézZkem na sacharosu
kolem 40 %. Nizky pocet reak¢nich krokd, pfiznivé celkové
vytézky a relativné jednoduché ¢istici operace ¢inf z dihydro-
pyranont /3 a 16 perspektivni chirdlni stavebni bloky pro
prumyslové aplikace.

Az do roku 1974 nebyl znam zadny cyklicky acetal sacha-
rosy, prestoze tento zpasob chrdnéni hydroxylovych skupin
cukrl je mozno oznacit za klasicky. MoZnost modifikovat

RO
OR
1. RCI 0 0
OH —» OR RO OR
2.H,/Pd OR o)
OH OR
10 R=Ac
11 R=Bz
pyridinium
dichromat

12
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s . s 4 HO HO
sacharosu v poloze 2 a/nebo 1°, resp. v polohdch 3,4,6,3" 4 OH
a 6’, nabiz{ diisopropylderivdt /7, ktery 1ze kontrolovanou 0 o 0
hydrolyzou pievést na 2,1’-diisopropylderivat /8 ve vysokém HO OH —» /
vytézku®’ (schéma 12). HO 0 HO
K parcidlnim modifikacim sacharosy si rychle nalezly O OH OH 0 OH

cestu i biokatalyzatory, které maji fadu nepiehlédnutelnych
vyhod: biotransformace probihaji obvykle za mirnych podmi-
nek (vodné prostredi, neutrdlni pH, normdlni teplota), jsou
regio- a stereoselektivni a izolace produktti je snadnéjsi. Velké
usili bylo a stdle je upfeno na vyuZiti enzyma jako jsou esterasy
nebo lipasy pro piipravu parcidlnich derivatd sacharosy, ale
v tomto pripadé je selektivita enzymovych reakci Casto para-
lelni k selektivité reakci chemickych, jak ilustruje®® piiprava
6-0- a 6’-O-acylderivatl sacharosy ve vytézcich 20-27 %.
Jednou z nejvice studovanych reakei je oxidace sacharosy
pomoci Agrobacterium tumafaciens, kterd vede® ke 3-ketosa-
charose (/9) a vhodné tak zapadd do koncepce naznacené
vySe. Aby byla takova reakce ekonomicky vyhodna ve velko-
vyrobé&, musi'’ byt koncentrace sacharosy v médiu nejméng
10-12 %. Bohuzel vytézek 0x1dace silné zdvisi na koncentraci
sacharosy (60 % pro 5 g. 1240 % pro 20 g.I""), proto nelze
zatim redlné uvazovat o primyslové vyuziti. Nicméné nékteré
dalsi reakce 3-ketosacharosy jsou zajimavé; rozkladem v alka-
lickém prostiedi vznikd eliminaci endiol 20, ktery se izoluje
jako acetdt nebo benzodt v celkovém vytézku az 30 % na
sacharosu (schéma 13) a pfedstavuje dalsi typ chirdlniho syn-
thonu odvozeného od dihydropyranonu.

7. Biotransformace na oligosacharidy

Nejvétsi pole piisobnosti zatim nasly biotechnologie ve
vyrobé oligosacharidii, kdy sacharosa mtize byt jak donorem
D-glukosy nebo D-fruktosy, tak jejich akceptorem. Leukrosa
(5-O-(0i-D-glukopyranosyl)-B-D-fruktopyranosa) se vyrabi fer-
mentaci 65 % roztoku obsahujictho 1/3 sacharosy a 2/3 fruk-

13

19 20

Schéma 13

tosy pomoci dextransacharasy produkované bakterii Leuco-
nostoc mesenteroides™ . Vytézek je na hranici 90 % a posled-
nim krokem je separace leukrosy od fruktosy na ionomeénicich.
Produkce leukrosy v roce 1989 byla 10 t (Pfeifer&Langen,
SRN). Protoze ma leukrosa jen asi 50 % sladivosti sacharosy
a je drazsi, neni jako sladidlo pfili§ perspektivni, i kdyz neni
kariogenni. OvSem potencidl jejiho dal§tho chemického zpra-
covani neni zdaleka vycerpan. Glykosidickd vazba o(1—5) je
hydrolyticky stabilnéjsi a leukrosa ma jen dvé primdrni hy-
droxylové skupiny, coZ ji proti sacharose zvyhodiiuje.
Velkym tspéchem biotechnologif je vyroba isomaltulosy
(palatinosa, 6-O-(0-D-glukopyranosyl)-B-D-fruktofuranosa),
ktera dosahla 20 000 t v roce 1991 (Siidzucker). Na izomeri-
zaci se pouzivaji’ > imobilizované buiiky bakterii Protami-
nobacter rubrum, isomaltulosa se izoluje ve vytézku asi 80 %
krystalizaci a vedlejSim produktem ve vytézku ca 10 % je
trehalulosa (1-O-(0-D-glukopyranosyl)-B-D-fruktopyranosa).
Isomaltulosa md asi 42 % sladivosti sacharosy, ale sama se
jako sladidlo nepouziva, nybrz se katalyticky hydrogenuje na
smés 6-0-a-D-glukopyranosyl-D-glucitolu a 1-O-o-D-gluko-
pyranosylmannitolu, kterd je nizkokalorickym sladidlem s ob-
chodnim ndzvem Isomalt (palatinitol). Neni kariogenni a je
vhodny pro diabetiky. I isomaltulosa ma pred sebou velkou
perspektivu jako primyslovd surovina. V jednom kroku ji 1ze
pievést”® na a-glukosyloxymethylfurfural ve vytézku kolem
70 %, ktery by mohl byt dalsi velkotondzni chemikalii, nebot
na ném lze provadét fadu reakci bez chranéni cukerné Casti.
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Za zminku stoji i snadna oxidace’ isomaltulosy vzduchem
v alkalickém prostiedi na glukosyl-a.-(1—5)-arabinondt s vy-
tézkem 80-90 %. Jak leukrosa tak isomaltulosa jsou oxidova-
ny'” pomoci Agrobacterium tumafaciens v poloze 3 glukosové
¢asti molekuly a to v daleko vy$$im vytézku nez sacharosa,
coz je jejich dalsi vyhoda.

Pro transglukosylace se sacharosou jako donorem lze po-
uzit rizné mikroorganismy i rlizné akceptory (maltosa, cello-
biosa aj.) a produktem jsou linedrn{ dextrany, které mohou byt
surovinou pro vyrobu iontoménic¢i nebo komplexacnich ¢ini-
del.

Rada mikroorganismu (B. subtilis, Aerobacter levanicum,
Streeptococcus salivarius, Zymomonas mobilis, B. polymyxa)
produkuje fruktosyltransferasy, které prendsSeji fruktosovou
¢ast sacharosy na sacharosu jako akceptor, pficemZ odpadd
glukosa jako vedlejsi produkt. Primyslové se vyrabi® smés
fruktooligosacharidi pod obchodnim ndzvem Actilight (difve
Neosugar, Meiji Seiko Comp., Japonsko) a pouzivd se jako
sladidlo (nerozkldda se v Zaludku, ale fermentuje se stfevnimi
bakteriemi a podporuje tak rast bifidobakterif). Vstupni suro-
vinou je 60% roztok sacharosy, ktery je fermentovdn s buiika-
mi Aureobasidium pullulans var. melanigenum nebo Asper-
gillus niger a vyrobi se produkt s obsahem 1-kestosy a nystosy
kolem 25 %, D-glukosa tvori 27 %, sacharosa 13 % a zbytek
jsou vyssi oligomery (schéma 14). Actilight se oddéli od
glukosy a vys$sich oligomerti chromatografii na ionexech.

8. Zavér

Pies nemalé finan¢ni prostfedky a dsili fady védci investo-
vané do vyuziti sacharosy jako suroviny pro velkotondZni
vyroby nelze fici, Ze by bylo dosaZzeno zdsadniho obratu
situace. Nicméné se zdd, ze trend zaméreny na ndhradu fosil-
nich surovin tak, aby byly ze sacharosy ziskdny napt. polym-
ery s identickymi uZitnymi vlastnostmi, pomalu ustupuje do
pozadi. V soucasnosti se spiSe hledaji nové produkty s novymi
uzitnymi vlastnostmi, ve kterych by sacharosa vystupovala
jako unikdtni surovina. Ekonomiku vyroby miZze pozitivné
ovlivnit i to, Ze jako vstupni surovina mtize figurovat i néktery
cukrovarnicky meziprodukt jako je napt. surovy cukr.

sacharosa glukosa gOHOj

14
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Bn benzyl
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Tato prdce je soucdsti FeSeni vyzkumného zdaméru MSMT
¢ 223300005.
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1. Elipticiny a jejich protinadorové ucinky

Elipticin (5,11-dimethyl-6 H-pyrido[4,3-b]karbazol, obr. 1)
a nékteré jeho derivaty jsou alkaloidy rostlin ¢eledi Apocya-
naceae vykazujici vyznamnou protiniadorovou aktivitu' =, Eli-
pticin samotny a jeho derivdty 9-hydroxyelipticin a 9-hydro-
xy-2-methylelipticin (ve formé acetdtu) jsou uzivany zejména
k 1éceni pokrocilého karcinomu prsu s kostnimi metastdzami,
akutni myeloblastické leukémie, sarkomt ledvin a karcinomu
§titné 71azy’'%. Diivody zdjmu o klinické vyuziti elipticinu
jsou dva: 7) vysokd tcinnost proti nddorovym onemocnénim
(elipticin je cytotoxicky viiéi nddorovym buiikdm jiz v kon-
centracich fddové rovnych 0,1-1 um) a 2) jeho relativné nizké
vedlejsi toxické ucinky. Limitujici toxicitou je xerostomie
(asialie), kterd mtize vyvoldvat dal$i nezddouci dcinky (mo-
nildzy, anorexie)’. AZ na nefrotoxicitu podobnou svym me-
chanismem vzniku nefrotoxicité cisplatiny, jsou dalsi vedlejsi
toxické ucinky elipticinu minimdlni. Hematologicka toxicita
je dokonce prakticky nulova”!".

V organismu potkana je elipticin metabolizovdn oxidac-
nimi reakcemi za tvorby 9-hydroxyelipticinu a 7-hydroxyelip-
ticinu jakoZto majoritnich metabolitii'? (obr. 1). C-Hydroxy-
lace elipticinu v poloze C9 pfitom vede ke zvySeni farmako-
logického ucinku parentdlni molekuly, naopak v poloze C7
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k jeho sniZeni'’. Cytochromy P450 (CYP) jsou st&Zejnimi
enzymy, které elipticin ¢i jeho derivaty metabolizuji; CYP1A1
ev. CYPIA2 jsou pfitom povazovdny za enzymy oxidujici
elipticiny nejefektivnéji. Nelze vsak vyloucit, Ze se na meta-
bolismu elipticinu mohou podilet i dal$i, dosud nezji§téné'>~'¢
isoenzymy cytochromu P450. Zda jsou elipticiny oxidovany
uvedenymi enzymy i v lidském organismu, nebylo dosud
potvrzeno; k objasnéni této problematiky je tfeba dalSich,
detailnéjsich studii. Dilezitym poznatkem ve vztahu k cyto-
chromim P450 je rovnéz skutecnost, Ze elipticin ptisobi jako
induktor jeho dvou isoenzymti, CYP1A1 a CYP1BI1 (cit.!"!8).

Elipticin a jeho 9-hydroxyderivat jsou silnymi mutageny
vykazujicimi mutagenni aktivitu vic¢i kmentm Salmonella
typhimurium, Neurospora crassa, Escherichia coli a jsou mu-
tagenni i vii¢i buitkm savéim'.

Elipticiny patif do skupiny protinddorovych 1éciv, jejichz
mechanismus dcinku nenf jesté presné rozlustén. Predpoklada
se, ze prevlddajicimi mechanismy protinddorového ucinku
jsou i) interkalace do dvojsroubovicové struktury DNA, kterd
vyplyvd z velikosti a tvaru molekuly elipticinu a ii) jeho
plisobeni jako inhibitor topoisomerasy II (cit.'®). Interkalace
elipticinu je zpsobena slabymi reverzibilnimi hydrofobnimi
interakcemi mezi sparovanymi bazemi molekuly DNA (cit.'?).
Interakce mezi methylovou skupinou elipticinu a thyminem
v interkala¢nim misté je urcujici pro orientaci této slouceniny
v DNA (cit.?%). Vzhledem ke svym fluorescenc¢nim vlastno-
stem slouzi elipticin i v fad€ studii feSicich obecné principy
interkalace jako modelova slou¢enina®*!, Poznani mechani-
smu pusobeni elipticinu jako inhibitoru topoisomerasy II je
rovnéz piedmétem intenzivniho vyzkumu®*~* Elipticin, opro-
ti jinym inhibitortm topoisomerasy II, interaguje bud s mole-
kulou DNA nebo s proteinem topoisomerasy II za tvorby
ternarniho komplexu. Vznikly terndrni komplex, ktery je kata-
lyticky inaktivni, pak vysledné vede ke stimulaci tvorby fe-
tézovych zlomi v DNA (cit.?*.

Obr. 1. Schéma metabolické oxidace elipticinu
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Zajimavym zjisténim, které mtize k vysvétleni mechanis-
mu protinddorového plisobenti elipticinu také prispét, je pozna-
tek, Ze elipticin a 9-hydroxyelipticin zptusobuji selektivn{ in-
hibici fosforylace produktu tumorového supresorového ge-
nu, proteinu p33 (cit.”®). Inhibice fosforylace proteinu p53 je
pravdépodobné zlz)ﬁsobena inhibici specifické cyklin-depen-
dentni kinasy (cit.?’). Nahromadéni defosforylovaného protei-
nu p53 pak mize vyustit vindukci apoptozy. Vedle uvedenych
mechanismi miZze elipticin fungovat i mechanismem dalSim.
Inhibuje oxidac¢ni fosforylaci, kterd vede ke drastickému sni-
7eni obsahu ATP v buiikich, coZ rezultuje v jejich zanik®.
Piisobi také jako inhibitor telomerasy'®.

Vsechna uvedend vysvétleni mechanismu protinddorové
aktivity elipticind jsou zaloZena na nespecifickém pisobeni.
Tato skutecnost vSak ostfe kontrastuje s pomérné tizkou spe-
cifitou jejich i¢inu viici nddorovym onemocnénim. Jsou spe-
cifické pouze k ur¢itym typlim neoplasie. Velmi dilezitym
aspektem pozorovanym pii terapii uzivajici elipticiny je navic
individudlni variabilita v odpovédi pacientli na podané 1é¢ivo.
Utinek elipticind je tedy specificky i pro individudlni osoby
(pacienty). Je tudizZ nanejvys pravdépodobné, Ze specifické
pusobeni elipticinu musi vychézet (byt odvozeno) jesté z prin-
cipt jinych, dosud neodhalenych. Jednim z vysvétleni speci-
fity chemoterapeutického tucinku i selektivni odpovédi na
podané 1é¢ivo muze byt rozdilnd enzymova vybava lidského
organismu takovymi enzymy, které jsou dilezité pro biotrans-
formaci elipticinu. Pfislu§né enzymy mohou aktivovat lécivo
na terapeuticky ucinnéjsi derivat, ktery pak buiiky novotvaru
poskozuje efektivnéji, popf. zptisobi az jejich likvidaci.

Souvislosti mezi metabolickou aktivaci elipticinu a jeho
plsobenim jako protinddorového 1é¢iva se dosud nikdo de-
tailné nezabyval. Interkalovdny jsou totiz samotny elipticin ¢i
jeho majoritni metabolit 9-hydroxyelipticin (nebo dalsi tera-
peuticky uzivané derivdty), a to bez jejich aktivace. Také
vazba téchto sloucenin na DNA a topoisomerasu II vedouci
k tvorbé fetézovych zloml v DNA nevyZzaduje jejich metabo-
lické zmény. Zda protinddorovd chemoterapeutika na bazi
elipticind pasobi také prostfednictvim mechanismu, ktery je
podminén jejich metabolickou aktivaci, feSime v grantovém
projektu podporovaném GA CR (grant 203/01/0996).

V predkldadaném clanku shrnujeme poznatky o novych
trendech vyuziti elipticinovych derivdtd jako kancerostatik.
V tomto piipadé se jednd o poznatky informujici o vyvoji
ucinnéjsich elipticinovych protinddorovych 1éciv, kterd jsou
cilen¢ specifickd vici nadorovym burikdm.

2. Derivatizace molekuly elipticinu

V ftadé laboratofi byla pfipravena Sirokd $kdla derivatd
zdkladniho skeletu elipticinu. Uéelem takovych tiprav mole-
kuly elipticinu bylo ptfedevsim: i) zvySeni protinddorového
ucinku, ii) modulace hydrofobicity molekuly ve smyslu zvy-
Sené rozpustnosti, ale i icinn€jsi absorpce 1é¢iva nadorovymi
burikami a iii) zvySen{ selektivity 1é¢iva pro nddorové bunky,
tedy priprava cilené¢ smérovaného protinddorového léciva na
bazi elipticinu.

Vyznamnym mistem pro derivatizaci elipticinového ske-
letu je atom uhliku v poloze 9 molekuly léciva. ZvySeny
protinddorovy ucinek vykazuji derivaty elipticinu substituo-
vané v této poloze, a to hydroxylovany derivat, ktery je rovnéz
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majoritnim metabolitem elipticinu v lidském organismu, ddle
pak 9-methoxyelipticin a 9-chlorelipticin. Dal8i misto dtileZité
pro derivatizaci molekuly elipticinu je atom dusiku v poloze 2.
9-Hydroxy-2-methylelipticinium (ve formé acetdtu) je proti
nddortim prsu s kostnimi metastdzami i jako 1é¢ivo protileu-
kemické nejuicinnéjSim derivdtem elipticinu. Dalsi derivit,
9-methoxy-2-methylelipticinium-acetdt, je cytotoxicky vaci
bunécnym liniim nddortt mozku, experimenty in vivo vSak
neprokazaly jeho u¢innost viigi pevnym nadorim?’. Naproti
tomu 9-chlor-2-methylelipticinium-acetét je vici pevnym nd-
dorim mozku vysoce efektivni.

Vyse uvedené derivatizace molekuly elipticinu vedou ne-
jenke zvySeni protinddorové icinnosti, ale derivatizaci je silné
pozménén i hydrofobni charakter 1éCiva. U léCiva musi byt
zachovdn optimdlni pomér mezi jeho hydrofobnimi a hydro-
filnimi vlastnostmi. Nizkd rozpustnost sniZuje moznost jeho
distribuce v organismu, a ovliviiuje se tak i jeho farmakoki-
netika a farmakodynamika. Vysokd polarita pak naopak sni-
Zuje transport léCiva pres bunécnou membrdnu do bunék.
Elipticin je efektivné transportovan pies bunécnou membranu,
a to prostou, pasivni difuzi. Derivatizace na dusiku v poloze 2
vytvari z molekuly elektricky nabitou ¢astici, uvedené deriva-
ty elipticinu jsou proto pouzivany ve formé soli, nejcastéji ve
formé acetdtu. Zminénou derivatizaci dochdzi sice k lepsi
distribuci l1é¢iva v organismu, naopak vSak k vyraznému zhor-
Senf transportnich vlastnosti 1é¢iva pfes bunéénou membranu.
Takto velkd nabitd a hydrofilni molekula je pfes bunéénou
membrdnu transportovdna mnohem hife nez elipticin samot-
ny. Pro odstranéni tohoto jevu byly pfipraveny konjugéty
9-hydroxy-2-methylelipticinia s hydrofobnimi aminokyseli-
nami glycinem, alaninem, kyselinou a-aminomadselnou, vali-
nem, leucinem a isoleucinem navdzanymi na uhlik 10 mole-
kuly 1éciva®®?. Struktura takovych deriviti je uvedena na
obr. 2. VSechny konjugity s aminokyselinami byly do nd-
dorovych bunék transportovdny efektivnéji (podobné jako
elipticin pasivni difuzi), vétSina konjugatl (vyjma konjugatu

s isoleucinem) vSak vykazovala nizsi protirakovinnou dc¢in-
nost**%,

Ke zvyseni rozpustnosti elipticinu byly rovnéz vyuzity
komplexy elipticinu (a jeho 9-hydroxyderivétu) s y- a B-cy-
klodextriny. Elipticiny nekovaletné vdzané do cyklodextrind
vSak nebyly testovany z hlediska jejich transportnich vlast-
nosti (distribuce) v organismu ani z hlediska jejich kancero-
statickych &ink®.

Optimdlnim feSenim dpravy molekuly protirakovinného
léciva ve smyslu zmény jeho vlastnosti nejen fyzikdlné-che-
mickych, ale i biologickych a terapeutickych, je pfiprava
cilené smérovanych derivatd 1é¢iv. Takové tpravy 1éCiva ve-
dou ke zlepSeni jeho distribuce v lidském organismu, op-

HO R
\C\ C/
Oé \\ CHs
N CH, =%’
HO /=N
(S~
N CH,

Obr. 2. Struktura Kkonjugiti 9-hydroxy-2-methylelipticinia
(NMHE) s aminokyselinami: Gly-NMHE, R = H; Ala-NMHE, R =
CH,; Val-NMHE, R = CH-(CH,),; Lue-NMHE, R = CH,CH(CH,),
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timdlné bez vlivu na zdravé bunky a k selektivnimu pi{jmu
1é¢iva pouze nadorovymi buitkami.

3. Charakterizace cilené smérovanych derivatu
elipticini

VétSina kancerostatik jsou nizkomolekuldrni latky, které
neplsobi mistné specificky a relativné rychle se vylucuji
z organismu. ProtoZe je tieba zajistit ptisobeni 1é¢iva ve vhod-
né terapeuticky uc¢inné koncentraci po delsi dobu, je nezbytné
podavat vhodnou davku léciva opakované, v urcitych caso-
vych intervalech. I v takovém piipadé vsak 1é¢ivo nepisobi
pouze v misté pozadovaného terapeutického efektu, tedy pou-
ze nanadorové buriky. S tim je spojeno riziko vedlejsich, ¢asto
toxickych ucinkt 1éCiva, které jsou pravé u kancerostatik
velmi zavaznym problémem. To vSe plati i pro elipticin a jeho
derivaty. I kdyz jsou vedlejsi toxické ucinky elipticinu nizsi
nez u jinych protirakovinnych 1éc¢iv, je jejich sniZeni pro
zdravé bunky organismu stdle vysoce Zddouci a aktudlni.

Jeden ze sméri pripravy cilené smérovanych kancerostatik
vyuziva jejich navazani na nosi¢ obsahujici tzv. determinantu
cileného transportu (cileného d¢inku)*!*% Vysledkem je kon-
jugdt Iéciva s determinantou. Determinantou cileného ucinku
je molekula, kterd je schopnd rozpoznat povrchové receptory
nadorovych bunék, a k témto receptorim celou molekulu
(konjugat) specificky zavést. Kancerostatikum je v tomto pii-
padé dopravovdno organismem ve své, v idedlnim piipade
biologicky neaktivni formé, a k jeho vlastni aktivaci dochdz{
az po praniku konjugdtu do cilovych nddorovych bunék.

Uspé&sné cilené smérované 1é¢ivo musi splitovat nasledu-
jict kriteria:

1) Lécivo musi byt cilené smérované k receptoru, ktery je
v nddorovych burnikdch pfitomny v signifikantné vys$im
mnozstvi nez v buiikdch zdravych tkani. Determinanta
cileného ucinku musi mit navic k receptoriim, které jsou
pritomné na povrchu nddorovych bunék, vysokou afinitu.
Receptor se po rozstépeni konjugdtu v nddorové buiice
uvolni a mél by byt zpétné recyklovan do bunécného
povrchu, aby mohl byt opét léCivem rozpozndn. Je tieba,
aby pusobil jako ,,pumpa®, kterd transportuje vétsi mnoz-
stviléciva do bunék. Tento pozadavek je obzvlast dilezity,
nebof pocet molekul receptori v cilové buce ziidka pre-
sahuje hodnotu 10° (cit.®).

Konjugét musi byt v pribéhu cirkulace (transportu) 1é¢iva
v organismu stabilni; naproti tomu musi byt snadno hydro-
lyzovén lysosomdlnimi hydrolytickymi enzymy.

Ucinnd slozka konjugdtu (vlastni nemodifikované kan-
cerostatikum) mus{ vykazovat extrémné vysokou toxicitu
uvniti nddorovych bunék s hodnotami ICy, v rozmezi
NM—UM.

Konjugdt nesmi vykazovat imunogenni aktivitu (musi byt
neimunogenni).

Ndvrh a syntéza nadé&jnych ptipravki s cilenym kancero-
statickym tcinkem vychdzi z vyuziti receptort pro i) rdstové
faktory®*S, ii) cytokiny®’*, iii) steroidni i peptidové hormo-
ny***’ nebo iv) monoklonalni protilatky*! ¢ vyuziti lektind —
tedy ve vSech pfipadech domén pfitomnych na povrchu ur-
Citych typ nddorovych bunék. Jinou moZnosti je vyuZiti
skutecnosti, Ze nékteré typy nddorovych bunék vyZaduji pro
svij rist a vyvoj ¢i proliferaci urcité slouceniny (nizko- i vy-

2)

3)

9

5)
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sokomolekuldrni) v daleko vyssich koncentracich neZ buiiky
zdravych tkdni. Takové slouceniny pak mohou byt vyuzity
jako nosice protinddorové ucinné latky.

Elipticin a nékteré jeho derivaty se jevi jako kancerostatika
vhodnd pro pfipravu cilené smérovanych protinddorovych
léciv. Jak jiz bylo uvedeno, jednd se o silné hydrofobni slou-
¢eninu s vyraznou cytotoxicitou pro nadorové buiky a po-
mérné nizkymi vedlej§imi dcinky.

Do soucasnosti byla popsdna pfiprava nékolika konjugati
elipticinu, které byly testovdny jako potencidlni cilené¢ smé-
rovand protirakovinna l1éCiva.

3.1. Konjugdt derivdtu elipticinu
s heptagastrinem

V roce 1998 bylo Michejdou a jeho spolupracovniky**
popsdno, Ze gastrointestinalni (GI) hormon, gastrin, stimuluje
rust nékterych gastroinstestindlnich nadort. Receptor typu B
pro uvedeny hormon (gastrin) a eventudlné rovnéz pro cho-
lecystokinin je exprimovan v mnoha druzich uvedenych na-
dorti. Tento receptor patii do rodiny receptord spojenych
s G proteinem, pro néz je charakteristickd pritomnost sed-
mi transmembrdnovych domén. Gastrin cirkulujici v organi-
smu je peptid, u néhoz je pro vazbu na jeho specificky recep-
tor absolutné nezbytny C-termindlni tetrapetid. Na bdzi vy-
Se uvedenych poznatkti byl Michejdovou pracovni skupinou
pripraven konjugdt C-termindlniho heptapeptidu gastrinu (he-
ptagastrin Ala-Tyr-Gly-Trp-Nile-Asp-Phe-NH,), ktery byl pfi-
pojen k derivétu elipticinu, 1[3-[N-(3-aminopropyl)-N-me-
thylamino]propylJamino-(9-methoxy-5,11-dimethyl-6 H-pyri-
do[4,3-b]karbazolu, prostiednictvim sukcinylovaného penta-
petidu Ala-Leu-Ala-Leu-Ala (obr. 3). Elipticin je vdzan k ter-
mindlnimu alaninu pfes atom dusiku v poloze 2 elipticinového
skeletu.

Sytetizovany konjugdt se specificky vdze na receptor pro
gastrin/cholecystokinin piitomny v NHI/3T3 buiikdch, zatim-
co s povrchem divokého typu téchto bunék (neobsahujicich
receptor) neinteraguje. Endocytosou (pinocytosou) je kom-
plex konjugdtu s receptorem transportovan do bunék a uklddan
do endosomii. Receptor je s velkou efektivitou recyklovan do
bunécného povrchu, zatimco peptidovy ligand (konjugat) do-
sahuje lysosomy. Pravdépodobné prave v lysosomech je pak
konjugdt degradovdn, a volny elipticin pak mtiZe v nddorové
buiice plisobit jako cytotoxické agens*.

3.2. Konjugdty elipticinu
a 9-hydroxyelipticinu s enkefaliny

Enkefaliny (Leu-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, a Met-
-enkefalin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) patii spolu s B-endorfinem
mezi peptidové hormony, které ptisobi na centrdlni nervovou
soustavu podobné jako opidty. Jsou proto nékdy oznacovany
jako opiodni (opidtové) peptidy. VaZou se na opidtové recep-
tory mozkovych bunék, jsou jejich fyziologickymi agonisty.

(0]

N
(
2
O

Obr. 3. Konjugat elipticinu s heptagastrinem

C-Ala-Tyr—Gly—Trp—Nle—Asp—Phe—-NH,

C-Ala—Leu-Ala—Leu-Ala—Ell
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Tyr-DAla—-Gly—Phe—DLeu—NH
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CH,
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Obr. 4. Chemicka struktura konjugati elipticini s enkefalinem
(DADLE, p-Ala>p-Leu’-enkefalin, Tyr-D Ala-Gly-Phe-b Leu-NH-
-(CH,),-elipticin, NME, N*-methylelipticin, NMHE, 9-hydroxy-N-
-methylelipticin)
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Obr. 5. Struktura (E)-clonifenu a estradiolu
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Zajimavé je zjisténi, Ze lidské kolo-rektdlni karcinomy“’44

a malobun&ené plicni karcinomy™’, které jsou silné chemo-re-
zistentni, obsahuji vysoké koncentrace enkefalini a jejich
receptord. Téchto poznatkl bylo vyuzito Rigaudem se spolu-
pracovniky*'*® kteif pfipravili konjugdty uvedenych peptidt
s elipticinem a jeho 9-hydroxyderivatem. Struktura synteti-
zovanych konjugdtd je uvedena na obrdzku 4.

Pripravené konjugity, kterym zistala zachovana schop-
nost tvofit interkaldty s DNA, interaguji s enkefalinovymi
receptory in vitro a jsou transportovany do nddorovych bunék
obsahujicich uvedené receptory. Interakce s receptory je vsak
velmi slabd a konjugdty vstupuji i do bunék, které enkefali-
nové receptory neobsahuji. Pro tspéS$né cilené smérované
l1éCivo, které je pfipraveno na bazi smérovani pro urcity recep-
tor, je ddlezité, aby ta ¢dst molekuly konjugétu (kovaletniho
komplexu), kterd je vlastni aktivni slozkou 1éCiva (elipticin)
nehrdla dominantni dlohu v transportu konjugdtu. V pripadé
konjugdtti elipticind s enkefaliny je pravdépodobné, Ze ztratily
vlastnosti nezbytné pro rozpozndni receptorem. Elipticinovd
¢ast molekuly pfevazuje z hlediska vyznamu pro transport
konjugdtu do bunék, ktery je pravé touto slozkou zprostied-
kovdn pasivni difuzi (hydrofobni povaha molekuly lé&iva)*' ¢
Uvedené konjugdty tedy nemohou byt vyuzity jako cilené
smérovand kancerostatika.

3.3. Konjugdty elipticinu s estradiolem

Rist endometria a téméf 30 % nddort prsu je stimulovan
estrogeny. Z klinickych studii vyplyva, Ze antagonisté estroge-
nd, antiestrogeny, mohou byt uzity k 1éceni nadort zavislych
na estrogenech. Bunky nékterych nddori prsu (napf. karci-
nomu prsu) obsahuji receptory pro estrogeny (jsou estrogen-
-receptor pozitivni) a vyznamné koncentruji estrogeny v bu-
nééném jadie*”*® Mechanismus piisobeni estrogenti a ev. také
antiestrogent je vysvétlovdn predevsim jejich interakei s ce-
luldrnimi receptory, které jsou pravdépodobné lokalizované
v cytoplazmé i jadfe bunék. Jak vyplyva z vyse uvedeného,
estrogeny a jejich antagonisté, antiestrogeny, by mohly byt
rovnéz potencidlné dobrymi pienaseci kancerostatik do bun¢k
a ddle do jader bohatych na receptory. Konkrétné kancerosta-
tik, jejichz cilem jsou molekuly DNA.

K syntéze konjugdtd elipticini s estrogeny a antiestrogeny
bylo pouzito antiestrogenu (E)-clomifenu [1-[4-[2-(diethyl-
amino)ethoxy]-phenyl]-1,2-diphenyl-2-chloroethylenu, obr. 5]
a estrogenniho hormonu estradiolu**® (obr. 5). Z mnoha syn-
tetizovanych konjugdt pouze jediny (obr. 6) vykazoval stej-
nou cytotoxickou aktivitu jako elipticin48. Jeho vyuziti jako
cilené smérovaného 1é¢iva na bazi elipticinu je v§ak omezené.
Transport uvedeného aktivniho derivatu do n'cidorovgych bunék
totiz neni zprostfedkovan receptory pro estrogeny4 .

Dalsimi konjugdty elipticint s estrogeny jsou tfi slouceni-
ny, které byly syntetizovdny z elipticinu a estradiolu Devrajem

O +
CH,~C-N—(CH,),~N ©
" Q @ Cl?
oC 208
HO

Obr. 6. Konjugat elipticinu s estradiolem
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Obr. 7. Struktura konjugaiti elipticinu s estradiolem

se spolupracovnﬂ(y47 (obr. 7). Ani v tomto piipadé nebyly
pripravené konjugdty uspésnymi cilené¢ smérovanymi kan-
cerostatiky. I kdyz jeden z konjugétti (sloucenina / na obraz-
ku 7) je dobrym inhibitorem topoisomerasy II a jeho cytoto-
xicita vac¢i nddorovym bunkdm je vysokd, tento konjugit
nevykazuje selektivitu k estrogen-pozitivnim bunéénym li-
nifm. Uvedend skutecnost pravdépodobné vyplyva ze slabé
afinity konjugdtu k estrogennim receptoriim, kterd je zpd-

sobena modifikaci molekuly estradiolu derivatem elipticinu®’.

3.4. Konjugdty elipticinu se sacharidy

Podrobna studie konjugati velké skupiny monosacharidd
s elipticiny (elipticin, 9-hydroxyelipticin, 9-methoxyelipticin)
(49 konjugdtt) provedena Hondou se spolupracovnﬂ<y49 pro-
kazala, ze cukernd slozka zvysila terapeutickou tcinnost 1é-
¢iva. VSechny studované konjugdty maji cukernou slozku
vdzanou na atom dusiku v poloze 2 elipticinového skeletu, jde
tedy o kvarterni glykosidy. Dva ze studovanych glykosidd
(L-arabinopyranosid a D-xylofuranosid 9-hydroxyelipticinu)
jsou velmi slibnymi kancerostatiky, jejichz ic¢innost vici né-
kterym modelovym bunéc¢nym nadorovych liniim (L1210 leu-
kemické linie, P388 leukemické linie, buriky B16 melanomu)
je nékolikandsobné vyssi, nez je ucinnost elipticini samot-
nych*®. Mechanismus zvy$ené tcinnosti syntetizovanych gly-
kosidd ani selektivita sorpce téchto latek nadorovymi butikami
(cilové receptory) nebyly dosud studovany. O dalSich prekli-
nickych studiich s uvedenymi glykosidy, které byly autory v ci-
tované literatuie* slibovany, viak dodnes nejsou informace.
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3.5. Komplexy estert elipticind
s lipoproteiny

Priprava dalSich cilové smérovanych 1é¢iv na bazi elipti-
cinu vychdzi ze zcela jiného principu, nez jsou principy vyse
popsané. Nddorové buiiky, které se rychle replikuji a nekon-
trolované proliferuji, vyzaduji pro syntézu bunécné membrany
zna¢nd mnozstvi cholesterolu. Cholesterol musi byt bud syn-
tetizovdn z dvouhlikatych jednotek de novo nebo muze byt
dodén z degradovanych plazmatickych lipoproteint (low-den-
sity lipoprotein, LDL), jejichz je soucdsti. Nddorové burniky
pfitom obsahuji receptory pro LDL a metabolizuji tyto lipo-
proteiny daleko rychleji, neZ jsou lipoproteiny metabolizo-
vény buitkami zdravymi’®>2 LDL tedy mohou byt vyuZity
jako nosi¢ protirakovinnych 1é¢iv. Céstice LDL s 1é¢ivy jsou
komplexy, do kterych jsou 1é¢iva inkorporovdna nekovalent-
nimi (hydrofobnimi) interakcemi. Hydrofobicita lé¢iva mus{
tedy byt vyraznd. Samotné komplexy LDL s lé¢ivem jsou
znacné stabilni pii transportu organismem, a dosahuji tak
cilové buiiky v nezménéné podobé.

Derivit elipticinu (9-hydroxy-2-methylelipticinium-ace-
tdt) byl pouzit jako kancerostatickd soucast komplext s LDL.
Jeho polarita v§ak neumozniovala inkorporaci do LDL. Proto
byly z této slouceniny syntetizovdny estery s kyselinou stearo-
vou, palmitovou a oleovou (estery kyselin s hydroxylovou
skupinou v poloze 9 elipticinového skeletu). Jejich hydrofo-
bicita pak jiz byla pro inkorporaci do LDL dostatecnd. Z pfi-
pravenych esterti se do LDL nelépe inkorporoval oledt. Jeho
komplex s LDL byl efektivné transportovan po interakci s re-
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ceptorem do nddorovych bunék endocytosou, jeho cytoto-
xicita byla vy&§i, nez byla cytotoxicita volného lé¢iva®'. Rov-
néz experimenty in vivo na myS$ich melanomech B16 byly
lisp&sné>>,

3.6. Konjugdt elipticinu
s lidskym sérovym albuminem

Strategickym postupem ve zvySeni protirakovinné selek-
tivity kancerostatik je vyuziti transportnich proteind. Vhod-
nym proteinem pro cilené smérovand kancerostatika se jevi
sérovy albumin. Lidsky sérovy albumin je vysokomolekularn{
latka o molekulové hmotnosti 66500. JiZ sama skutecnost, Ze
jde o slouceninu o vysoké molekulové hmotnosti, ma urcity
vyznam pro jeji vyuZiti jako nosice kancerostatik. U konjugatd
samotnd vysokd molekulovd hmotnost proteinového nosice
pozitivni vliv na distribuci lé¢iva v organismu. Vede k az
nékolikandsobnému zvyseni koncentrace konjugovaného 1é-
¢iva v pevnych nddorech ve srovndni s volnym lé¢ivem. Jde
o tzv. pasivni smérovdni (passive tumor targeting) v diisledku
EPR efektu (enhanced permeability and retention effect)>.
Vedle toho je lidsky sérovy albumin (HSA) vhodny jako
proteinovy pienasec jesté z dalsich divoda.

1) Je pohlcovdn (absorbovan) nddorovymi buiikami speci-
ficky, zatimco k buitkdm zdravych tkdni ma tento protein
afinitu mnohondsobné niz&i>>

2) Je snadno dostupny protein, v organismu optimdlné bi-
ologicky stabilni.

3) V nadorovych buiikdch je snadno degradovan

4) Pro lidsky organismus je netoxicky a neimunogenni>>,
Konjugit lidského sérového albuminu s elipticinem (HSA-

-elipticin) byl pfipraven teprve neddvno™. Nadorovymi buii-

kami (linie leukemickych bun¢k Nalm6) je selektivné a efek-

tivné pfijiman a v buiikdch pak hydrolyzovan na volné 1écivo

a proteinovy nosi¢™. Vykazuje vysokou cytotoxicitu vici

testovanym nadorovym buitkdm, obdobnou jako volny elip-

ticin (ICy, = 2 um). Ackoliv jeho ti¢innost v experimentech in
vivo nebyla prozatim studovdna, z testovdni na bunécnych

liniich in vitro se jevi jako nadéjné cilend smérované 1é¢ivo™.
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4. Zavér

Predkladany ¢ldnek ukazuje nové sméry vyvoje a pfipravy
cilené smérovanych 1éCiv na bdzi elipticinu a zobecniuje po-
znatky o vlastnostech, které takovd léciva musi spliiovat.
Zhodnoceni kvality cilené smérovanych derivatd elipticinu
jako kancerostatik s cilenym ucinkem je vSak v soucasnosti
jesté ponékud obtizné. Z vyse uvedenych poznatkl vyplyvd,
ze nove syntetizovanych derivatl, které vykazuji zvySeny
protinddorovy efekt a selektivitu, je doposud maly pocet.
Navic, fada téchto derivatli nebyla jesté dostatecné testovdna
ani v klinickych studiich, ba ani v experimentech in vivo, na
zivocisnych modelech. Nicméné terapeuticky slibné se zdaji
byt predevsim konjugdty elipticinu s heptagastrinem a elip-
ticinu s lidskym sérovym albuminem. Proto %‘e 6pfl’prava obou
typii 16¢iv také piedmétem patentnich fizeni***®. Vedle poten-
cidlniho terapeutickému vyuziti, predpoklddame jejich pouziti
i k osvétleni mechanismu protinddorového ucinku elipticint,
jehoZz podstatu v naSich labotarorich detailné studujeme.
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M. Stiborova® and E. Frei® (“Department of Bioche-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague, "De-
partment of Molecular Toxicology, German Cancer Research
Center, Heidelberg, Germany): Targeting of Ellipticine
Drugs on Tumor Cells

Ellipticines are potent antitumor agents whose mechanism
of action is considered to be based mainly on DNA intercala-
tion and/or inhibition of topoisomerase II. Targeting of the
ellipticine drugs specifically on tumor cells has been the goal
of many studies. A survey of such targeting of ellipticines on
tumor cells and definition of the structural requirements for
receptor-targeted drugs are given in the present article. Targe-
ted cytotoxic drugs consisting of heptagastrin, modified enke-
phalin, estradiol, saccharides, lipoproteins and human serum
albumin linked to ellipticines, designed and prepared by many
authors, are shown and their efficiencies in tumors are dis-
cussed.
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1. Uvod

Optimélnim sloZzenim diety lze preventivné predchdzet
mnohym chronickym onemocnénim. Jiz klasickymi ptiklady
jsou ovlivnéni hladiny cholesterolu v krvi, regulace a kontrola
hladiny glukosy v krvi, sniZeni rizikovych faktord vzniku
aterosklerdézy a cukrovky, dietni substituce estrogennich hor-
mond v menopauze, ovlivnéni pribéhu osteoartritidy, pre-
vence osteopordzy a nddorovych onemocnéni traviciho traktu,
pfiznivy Uc¢inek na priibéh nékterych neurologickych onemoc-
néni, zlepSeni imunitni ochrany organismu, snizenf toxickych
ucinkl nezadoucich slozek potravy a toxickych ldtek v Zivot-
nim prostfedi. Produkty z rostlin, které svymi tcinky ptsobi

pozitivné na lidsky organismus, lze rozdélit na: i) funkénf
potraviny a ii) potravni dopliiky (nutraceutika), tj. koncen-
trované, chemicky charakterizované a standardizované smési
latek ziskanych z rostlin, napf. rostlinné extrakty. U vSech
potravinovych produktd, které vykazuji prokazatelny fyziolo-
gicky efekt, je za jejich ucinek zodpoveédna urcitd skupina
latek, jako napf. biogenni prvky, flavonoidy, fytosteroly, po-
lysacharidy (v¢etné vldkniny), rozvétvené B-D-glukany, poly-
nenasycené mastné kyseliny a dal${ komponenty, u nichz byly
prokdzany pozitivni biologické ucinky.

Zdravotni stav nasi populace je takovy, Ze v oblasti pre-
vence je Zaddouci nabidku trhu rozsifovat o cenové dostupné,
fyziologicky tdcinné pasobici a bezpeéné funkéni potraviny
a potravni dopliiky cilené ur¢ené nékterym rizikovym skupi-
ndm populace a seniorim. Je zajimavé, Ze mnohé plodiny
pochdzejici z oblasti And, na rozdil od brambor a kukufice,
nejsou v Evropé téméf znamy, pfitom fada z nich po stalet{
pomadhala tamni populaci prezit v narocnych klimatickych
podml’nkaichl. V Anddch se péstuji prevdzné hliznaté a kote-
nové plodiny. Kromé nékolika druht bramboru, Solanum tu-
berosum, S. andigenum, S. ajanhuiri, S. stenotomum, S. gonio-
calyx, S. phureja®, také $tavel hliznaty (Oxalis tuberosa),
lichotefisnice hliznatd (Tropaeolum tuberosum), achira (Can-
na edulis), ahipa (Pachyrhizus ahipa), arracacha (Arraca-
cia xanthorrhiza), melok hliznaty (Ullucus tuberosus), jakon
(Smallanthus sonchifolius) amaka (Lepidium meyem'i)3. Tento
Clanek se zabyva poslednimi dvéma uvedenymi plodinami,
jakonem a makou, které lze tisp&sné péstovat v Ceské repub-
lice. Jakon (S. sonchifolius, Asteraceae (Compositae)) je rost-
lina piibuznd topinamburu (Helianthus tuberosus). Maka
(L. meyenii, Brassicaceae) je ptibuzna fefise seté (L. sativum)
a etnofarmakology je nazyvdna perudanskym Zensenem.

7

2. Botanicky popis, historie, rozsireni
a péstovani

Jakon (obr. 1) a jemu piibuzné rostliny byly ptvodné
zatazeny do rodu Polymnia (Asteraceae, Heliantheae, Melam-

Obr. 1. Jakon (Smallanthus sonchifolius); a — celkovy vzhled, b — nadzemnf ¢dst, c — podzemni hlizy, d — fez kofenovou hlizou, e — kaudex

24
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Tabulka I

Dalsi druhy Smallanthus podle H. Robinsona (1978), jejich habitus, vySka, rozsifeni

9

Referaty

. . ¥ o3
a somaticky pocet chromosomi

Druh Habitus Vyska Rozsifeni Chromosomy
S. apus (Blake) velmi mdlo zndmy mexicky druh 32
S. connatus (Spreng.) jednoletd bylina do 2 m, vytvari velmi roz§ifeny — Brazilie, Paraguay, 32
jedlé hlizy Uruguay, vychodni Argentina
S. fruticosus (Benth.) ket nebo strom do 12 m Kolumbie, Ekvador, severni Peru >50
S. glabratus (DC.) kef nebo strom do 8 m Peru, Ekvador, Chile
S. jelksii (Hieron.) ket nebo strom do 8 m Peru 58
S. latisquamus (Blake) bylina do3m Kostarika
S. lundellii bylina do1lm Guatemala
S. macroscyphus vytrvald bylina do3 m Bolivie, severozdpadni Argentina 32
(Baker ex. Martius) A. Grau
S. maculatus (Cav.) hruby ket doSm Mexiko, Guatemala, Honduras, Salvador, 32,68
Nicaragua, Kostarika
S. macvaughii (Wells) bylina do5m Mexiko
S. meridensis (Steyerm.)  bylina se stonky do3m Venezuela a Kolumbie
S. microcephalus kef nebo do 8 m Ekvador 54,60
maly strom
S. oaxacanus bylina do2m Mexiko, Guatemala a Honduras 32
(Sch. Bip. ex Klatt)
S. parviceps (Blake) ket nebo strom do 8 m se stonky jizni Peru a severni Bolivie 58
o 15cm
S. pyramidalis (Triana) strom do 12 m na bazi Venezuela, Kolumbie a Ekvador 60,58
020 cm
S. quichensis (Coult.) bylina Kostarika, Guatemala
S. riparius (H.B.K.) bylina nebo ket do4 m Siroce rozsifeny druh od jizntho Mexika 30,32
po severni Bolivii
S. siegesbeckius (DC.) vytrvald bylina do 5 m, mnoho Peru, Bolivie, Brazilie a Paraguay
hliznatych kofend
podobnych jakonu
S. suffruticosus (Baker) ket nebo bylina do2m niziny Venezuelské Amazonie
S. uvedalius (L.) vytrvald bylina do3m rozsiteny druh na vychodé USA, 32

(Mackenzie)

od New Yorku po Floridu a Texas

podinae)”, prestoZe uz v roce 1933 byl navrhovén rod Smal-
lanthus (Asteraceae, Heliantheae), ktery v roce 1978 znovu
objevil Robinson a zafadil do n&j 21 druh@’. Toto nové za-
tazeni, Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.), se dnes
vSeobecné pouzivd jako primdrni, star$i ndzev Polymnia son-
chifolia (Poepp. & Endl.) se povazuje za synonymum>'’, je
mozné se setkat také s ndzvem Polymnia edulis"'. Piehled
dalsich 20 piibuznych (planych) druhd rodu Smallanthus,
z nichz nékteré vytvaii kefe a mensi stromy, je uveden v tab. I
(Cit.9). Pouze S. connatus, S. macroscyphus, S. riparius, S. me-
ridensis, S. suffruticosus a S. siegesbeckius s ptihlédnutim ke
geografickému rozloZenf, ristovému habitu a morfologii nad-
zemnich &dsti, jsou blizce piibuzné druhy k S. sonchifolius’.
Jakon je vytrvald rostlina, vytvéfejici shluk vice nez dvaceti!
velkych podzemnich kofenovych hliz (obr. 1c, d) o hmotnosti
100-500 g, mimoiddné i vice nez kilogram™'% Hlizy jsou
podobné hlizam jifin®"®, Jejich tvar a velikost zdvisi na kon-
krétnim kultivaru. Kofenové hlizy jsou jedlé, na povrchu jsou
kryté tenkou bezbarvou slupkou, ktera na vzduchu rychle
tmavne. Pod slupkou se nachdzi korova vrstva slabé prys-
kyfi¢naté chuti a pod ni jemnd duZina sklovitého vzhledu, bile
az oranzove zbarvend, jemné ovocné chuti'?. Cel4 rostlina je

25

vyrazn€ citlivéjSi na zmrznuti, nez je tomu u jitin (Dahlia),
proto je v naSich klimatickych podminkdch vymezeno jeji
péstovani od vysadby do sklizn€ na mnohem kratsi vegetacni
obdobi oproti zemi jejiho ptivodu'®. Mimo hlizy kofenové ma
jakon také jedlé hlizy stonkové, tzv. kaudexy (obr. le). Kau-
dexy slouzi k vegetativnimu (jedinému moZznému, schopnost
pohlavniho rozmnoZovini rostlina ztratila®) rozmnoZovani té-
to rostlinylz, pomoci kterého je rovnéz mozné vhodné selek-
tovat odriidy s nejvétsimi vynosy a nejlep$imi vlastnostmi
z hlediska péstovani. Nadzemni ¢dst rostliny je na obr. 1b.
Stonky mohou dosahovat az 2 metrt vysky, jsou husté olisténé
tmavozelenymi listy, které jsou ochlupené a zbarvené do
fialova. Kvétenstvi jsou drobné tbory, Zluté nebo oranzové,
asi 3 cm v priméru, vyristajici v latdch na vrcholu stonku®.
Tvofi oba typy kvétd — oboupohlavni kvéty ve stfedni Cdsti
kvétenstvi a jazykovité samici kvéty po obvodu. Produkce
kvétl je u jakonu pomérné omezena, vice nez u plané ros-
toucich druhti rodu Smallanthus. Plody jsou drobné, asi 2 mm
velké Cerné nazky. Somaticky pocet chromosomd u jakonu je
dle autort'* 2n = 60, coZ je v souhlasu s cytologickymi ana-
lyzami naSeho klonového materidlu. JiZ ve velmi ranych vy-
vojovych stadiich andsti zemédélci poznali vlastnosti jakonu



Chem. Listy 95, 594 — 601 (2001)

Tabulka II

Referaty

Druhy Lepidium s vyskytem v Peru'® uzivané v lidovém lé¢itelstvi'®

Druh Habitus Nadmorskd vyska [m] Lokalita®

L. abronatifolium (Turc.) bylina 2000-2500 JU, LI

L. bipinnatifidum (Desv.) bylina'’ 2500-4500 AN, AR, CA, CU, HU, LI, LL, PU
L. chichicara (Desv.) bylina"® 500-3000 AP, AR, AY, CA, LI, PU

L. cyclocarpum (Thell.) ket 500-1000 AR, LI

L. depressum (Thell.) bylina 4000-4500 JUu

L. kalenbornii (Hitch.) bylina' 3000-4500 AY (endemit)

L. meyenii (Walp.) bylina' 4000-4500 MO, PU (kulturni plodina)

L. peruvianum (Chacén ) bylina 4000-4500 JU, PA

L. pubescens (Desv.) bylina 0-500 LI

L. raimondii (Schulz) bylina 0-500 CA,LL

L. virginicum (Hitch.) bylina 0-1500 CA, LI, LL, MO, PI (introdukce)
L. weddellii bylina 0-500 LI

* AN = Ancash, AP = Apurimac, AR = Arequipa, AY = Ayacucho, CA = Cajamarca, CU = Cuzco, HU = Hudnuco, JU = Junin,
LI =Lima, LL = La Libertad, PA = Pasco, MO = Moquegua, PI = Piura, PU = Puno

apreménili tuto plodinu z plané na kulturni. Jakon byl nalezen
jiz v pohfebistich z dob pied Inky” V pobieznim archeo-
logickém nalezisti Nazca (500-1200 n. 1.) byla objevena viibec
nejstarSi zobrazeni jakonu na textiliich a na keramice’. Prvni
pisemnd zminka o jakonu pochdzi z roku 1653 od kronikare
Padre Bernabé Cobo''. V Andich se jakon péstuje v nad-
mofskych vySkdch od 880 do 3500 m. Je rozsifen od Vene-
zuely aZ po severozdpadni{ Argentinu] ! Vétsinou je péstovano
jen n&kolik rostlin pro potiebu rodiny’. Z And se jakon dostal
v osmdesdtych letech minulého stoleti pfes Novy Zéland az
do Japonska®. Jeho p&stovani bylo také tisp&iné zavedeno
v Italii, Némecku, Francii a v USA, ale zatim nedosahlo
vyznamnéjs$iho rozsifeni. Zejména v Itdlii se hlizy jakonu
pouzivaji k vyrob& alkoholu a inulinu''. Do Ceské republiky
byla tato plodina poprvé zavedena v roce 1993 ve formé
kaudexii pochdzejicich z Nového Zélandu>®. Bylo zjisténo, Ze
jakon je rostlina s neutrdlni reakci na délku dne, schopnd se
dobfie prizpasobit sezonnim vykyvim pocasi, snasejici dobie
sucho a chlad, bez zvlastnich ndrokd na pidu. V podminkdch
Vysociny bez moznosti zavlazovani je mozno dosdhnout vy-
nosu 40 t/ha kofenovych hliz, 10 t/ha kaudext jako sadbového
materidlu a minimdlné 20 t/ha nadzemni hmoty. Rostlina je
citlivd vi¢i mrazu, no¢ni teploty tésné nad bodem mrazu jesté
tispésné snasi®. Sklizef se provadi po objeveni se kvétenstvi
na vrcholech stonki nebo piichodu prvnich podzimnich mra-
zikt. Kofenové hlizy i kaudexy lze uchovavat v temperova-
nych skladech do kvétna pristiho roku.

Rod Lepidium patii do Celedi Brassicaceae (Cruciferae),
ve které jsou i dalsi plodiny jako napf. fepka, zeli, kapusta,
iedkev, hoitice a kterd je rozsifena po viech kontinentech'.
Pochdzi zfejmé ze Stfedomoii, do Ameriky a Austrdlie se
pravdépodobné dostal v obdobi tietihor az ctvrtohor. Lepidium
ma ptiblizné 175 druhi, z nichz nékteré jsou zeleninou, napft.
feficha setd (L. sativum). Piehled druht rodu Lepidium s vy-
skytem v Peru'®a uzivanych v lidovém légitelstvi'’ je v tab. II.
Reficha — maka (L. meyenii Walpers, obr. 2) je roziifena po
celé Jizni Americe a je péstovdna jako Skrobnatd plodina.
L. peruvianum Chacén se vyskytuje pouze v Peru'®'’. Nad-
zemni ¢ast L. meyenii tvotfi rizici 12-20 listl podobné jako
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Obr. 2. Maka (Lepidium meyenii)

u fedkve, hlavn{ stonek je redukovan, %podm’ Cast se rozsifuje
ve skladovaci orgdn podobny tufinu''®. Tento orgén je zduz-
natély hypokotyl a je soucasné hlavnim ekonomickym pro-
duktem fefichy maka. M4 rGzné odstiny od nazloutlé azZ po
hnédocervenou (Perudnci rozeznavaji 4 odridy, krémové Zlu-
tou, nartzovélou, ¢ervenou a éernoul), je 10-14 cm dlouhy
a 3-5 cm §iroky, tvrdé konzistence'®. Maka je jednoletd rost-
lina, schopnd za vhodnych klimatickych podminek dokoncit
béhem jediného roku svij cely vegetacni cyklus a vyproduko-
vat semena, coZ je jediny mozny zpisob jejtho rozmnoZovdni.
Semena nemaji periodu dormance, vykli¢i za 5-7 dnf pti 25 °C
avhodné vlaze. Jedna rostlina je schopna vyprodukovat kolem
14 g semen'®. RozmnoZuje se ziejmé samoopylenim. Zakladni
genomicky pocet chromosomi je u fefich x = 8. Maka je
octoploid s 2n = 8x = 64 chromosomylg. Piimi predchidci
L. meyenii nejsou zndmi, je vSak jisté, Ze to neni zadny ze ti{
hlavnich planych druhti rodu Lepidium rozsitenych v Andéch
tedy L. bipinnatifidum, L. kalenbornii ani L. chichicara. Pés-
tovand maka (L. meyenii) je také jedinym druhem tohoto rodu,
ktery produkuje hliznaté koteny’. Prvni zemédélci a pastevci
zili v Andéch jiz 2000 let pf. n. 1. a zd4 se, ze maka byla
domestikovédna uz dlouho pred zacdtkem fiSe Inkd. Primitivn{
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Tabulka IIT

Obsah latek v hlizach, listech a stoncich ja_konu3’7’24

Referaty

, v hlizdch topinamburu®, v suienych hypokotylech maky* a v fedkvi*®

Rostlinny Jakon Topinambur® Maka®? Redkev?
organ hliza list® stonek® hliza hypokotyl hypokotyl
Voda (%] 93-70° 10,47 80 10,4 88,8
Proteiny 0,4-2,0° 21,48* 9,73 10-15° 10,2° 1,9
Sacharidy 12,58 60-76" 59,0° 6,6

Tuky 0,1-0,3* 4,2 1,98 1° 2,2¢

Popel 0,3-2,0° 12,52 9,60 5° 4,9¢ 1,2
Vliknina 0,3-1,7° 11,63 23,82 4-6° 8,5

Vipnik [mg/100g]  23° 1805 967 23 150¢ 1,2
Fosfor 21° 543 415 99 0,7
Zelezo 0,3 10,82 7,29 34 16,6° 0,02
Med 0,963’ <0,5 <0,5 5,9¢

Mangan 0,541’ 3,067 <0,5 0,8°

Zinek 0,674 6,20 2,93 stopy 3,8°

Retinol 10°

Thiamin 0,01° 0,28'6< 0,05
Askorbit 13,10° stopy 8,000 20,0
Karoten 0,023 -
Riboflavin 0,11° stopy 0,65'6¢ 0,05
Niacin 0,343 stopy 0,30

2 Obsah N-ldtek, ° obsah v susing, € obsah v su§eném hypokotylu

Tabulka IV
Obsah sacharidii v hlize jakonu®

Slozka® Zastoupeni [mg.g”' susiny]
Fruktosa 350,1+42,0
Glukosa 158,3+28.,6
Sacharosa 74,5+19,0
GF, 60,1+12,6
GF, 47,448 2
GF, 33,6+9,3
GF; 20,6+5,2
GF; 15,8+4,0
GF, 12,7+4,0
GF; 9,6+7,2
GF, 6,623
Inulin 13,5+0,4

*G = glukosa, F =fruktosa, GF, = glukosylfruktosa, n je stupei
polymerizace

kultivary maky byly nalezeny v archeologickych nalezistich
z doby kolem 1600 let pf. n. 1. (cit.%). Kupodivu se viak maka
neobjevuje na staré peruanské keramice, tak bohaté vyobraze-
nimi zeméd&lskych plodin'. Znalost této plodiny a jejich &in-
ki se preddvala z generace na generaci. V obdobi $panélské
kolonizace domorodci dokonce maky pouzivali jako plati-
dla'®. Prestoze je maka adaptovdna na vysoké nadmoiské
vysky a extrémné nizké teploty (pfi nizsich teplotach dokonce
rychleji roste'?), je mozné ji s uspéchem presadit na perudnské
pobiezi 18 Je to rostlina s neutrdlni reakci na délku dne'>", Ize
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ji usp&sné péstovat i mimo prirozend stanoviité'. V lotiském
roce se podafilo vypéstovat hypokotyly maky i v CR. Dosud
vsak neni zndmo, jak se zména podminek péstovani odrazi na
slozeni obsahovych litek. Néktefi autofi”' se domnivaji, ze
praveé ndro¢né zivotni podminky ddvaji mace jeji silu a tcin-
nost. V niz§ich nadmortskych vyskdch, jako napt. v Némecku,
maka dokonce netvoii hypokotyly?'. V. CR maka hypokotyly
vytvofila pouze na poli, ve skleniku nikoli. Zda se, ze pro
tvorbu hypokotyld je chladné klima dilezité. Na rozdil od
praxe uplatiiované pii p&stovani fefichy maka v Peru®, pro-
vadeéli jsme individudlni vysevy semen kloni maky a pied-
péstovani mladych rostlin ve sklenikovych podminkdch s je-
jich ndslednou vysadbou do polnich podminek.

3. Chemické slozeni a biologické ui¢inky
komponent

Zakladni chemické slozeni rostlinnych ¢4sti jakonu a suse-
nych hypokotylti maky? (Gerstvd maka obsahuje az 80 % vo-
dy, jeji sloZzeni nebylo v literatufe nalezeno) uvdadi tab. III.
Slozeni jakonu publikované v literatute®’**se riizni. V tab. IIT
je pro srovnani uveden obsah latek v topinamburu (Helianthus
z‘uberosus)25 a v tedkvi seté (Raphanus sativus)2 .

Hlizy obsahuji jako zdsobni litku inulin a jiné fruktany
s nizkym podilem glukosy. Struktura oligofruktant je typu
inulinu, tj. B-1,2 vazbou spojené fruktofuranosové jednotky
zakoncené termindlni sacharosou (viz tab. IV) stejné jako
v jinych rostlindch celedi Asteraceae, jako je napf. topinam-
bur®’. Obdobné fruktany o nizkém stupni polymerizace byly
pouzivany jako ndhrazky sacharosy a jsou povazovany za
nizkoenergetické. Maji pfiznivy vliv na lidskou stfevni fléru
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Obr. 3. Antifungalni fytoalexiny z hliz jakonu
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VI

vl

Obr. 4. Ent-kaurenova kyselina a jeji derivaty obsazené v listech
jakonu

a mohou upravovat nékteré z typt hyperlipidémii. Lidsky
organismus nemd enzym schopny inulin hydrolyzovat®. B-1,2-
-Fruktany inulinového typu jsou soucdsti dietni vldkniny, t%.
nestravitelnych rezidui rostlinného piivodu v lidské diet&™.
[B-1,2-Fruktany jsou svymi t¢inky blizké 3-glukaniim, ptirod-
nim polysacharidiim z kvasinek, hub a drozdi, které ptisobi
jako nespecifické stimuldtory imunitniho systému organismu.
Tyto latky se specificky vdzi na makrofagy, ¢imz je aktivuji,
atim iniciuji celou kaskddu imunitniho procesu. B-Glukany se
doporucuji pri oslabeni imunitniho systému, infekcich, aler-
giich, syndromu chronické dnavy, vysoké hladiné choleste-
rolu, zZalude¢nich obtizich, pfi inavovém syndromu a jako
doplitkova 1é¢ba v terapii nidorovych onemocnéni®. Hliz

jsou ddle bohaté na volnou fruktosu, glukosu a sacharosu’.
Obsah sacharidti a enzyma spojenych s jejich metabolismem
se v hlizdch méni v pribéhu kultivace a skladovéni hliz;
v prubéhu kultivace roste stupeii polymerizace fruktand, za-
timco pfi skladovdni tento klesd a roste obsah volné fruktosy,
glukosy a sacharosy**>!. Ke stejnym zménam ve slozeni do-
chdzi také u topinamburu, dosud nejvétSimu komerénimu
zdroji inulinu a fruktosy>. V hlizich jakonu byly identifiko-
vany polyfenoly v mnozstvi (203 mg/100 g) (cit.*), antioxi-
danty tryptofan (14,6+7,1 ug.g’l) a chlorogenovad kyselina
(48,5+12,9 ug.g ™)', V acetonovém extraktu z hliz byly kom-
binaci chromatografickych metod izolovany antifungdlni fy-
toalexiny odvozené od 4’-hydroxyacetofenonu: 4’-hydroxy-
-3’-(3-methylbutanoyl) acetofenon (/), 4’-hydroxy-3’-(3-me-
thylbutenyl) acetofenon (/) a 5-acetyl-2-(1-hydroxy-1-me-
thylethyl) benzofuran (/1) (obr. 3). Stejné slouceniny se vy-
skytuji i u jinych druhi Celedi Asteraceae™. Listy jakonu
obsahuji kromé ldatek uvedenych v tab. III také katechol,
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Obr. 5. Sonchifolin a jeho derivaty

terpeny a flavonoidy®. Methanolicky extrakt z listd jakonu
obsahuje ve frakci rozpustné v ethylacetdtu ent-kaurenovou
kyselinu (IV) a ptibuzné diterpenoidnf latky (15-angeloylester
kyseliny ent-kaurenové (V), 18-angeloyloxy-ent-kaurenovou
kyselinu (VI) a 15-angeloyloxyester kyseliny ent-kaurenové
16-epoxid (VII) (obr. 4). Tyto slou¢eniny maji pravdépodobné
svoji funkci v obrannych mechanismech jakonu. Béhem jeho
péstovani neni potieba pouZzivat Zadné herbicidy35. Ent-kau-
renovd kyselina je jednim z meziprodukti pfi biosyntéze
terpenoidnich fytohormona giberelint v Gibberella fujiku-
roi*®. V propolisu divokych brazilskych véel Melipona quadri-
fasciata anthidioides je nositelem jeho antibakteridlniho dcin-
ku*’. V 70% methanolickém extraktu z listd byly ve frakci
rozpustné v ethylacetdtu sloupcovou chromatografii na sili-
kagelu a HPLC izolovdny antifungdlni seskviterpenlaktony
typu melampolidfi, sonchifolin (VIII) (methylester 8-angelo-
yl-1(10),4,11(13)-germacratrien-12,6-olid-14-ové kyseliny),
polymatin B (IX) (acetoxyderivat sonchifolinu na C-9), uve-
dalin (X) (derivét polymatinu s epoxidovanou angeloyloxy-
skupinou) a enhydrin (X7) (epoxyderivat uvedalinu)38 (obr. 5).
Tyto latky obsahuji i jiné druhy rodu Smallanthus, napt. S. uve-
dalia® (obsahuje mimo jiné i enhydrin40), S. fruticosus™
a S. maculatus, stejné jako druhy rodu Melampodium (Astera-
ceae)*, podle kterého byly tyto slou¢eniny pojmenovany.
Seskviterpenlaktony z S. maculatus mély protizanétlivou ak-
tivitu®. Z S. fruticosus byly izolovany kromé melampolidd
také flavonoidni liatky s antimitotickou aktivitou, zejména
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centaureidin (XII) (4,5,7-trihydr0xy-3,6-dimethoxy-ﬂavon)44.
Seskviterpenlaktony se zdaji byt chemotaxonomickym zna-
kem pro Celed Asteraceae. V rostlindch této Celedi jsou za-
stoupeny pomérné pravideln¢ a vykazuji vyraznou biologic-
kou aktivitu, napf. artemisin a pifibuzné seskviterpenlaktony
z Artemisia annua vykazuji aktivitu antimalarickou® a cyto-
toxickou vici buitkim kostni dfené a nddorovym®, repin
z Acroptilon repens je toxicky vici embryondlnim senzoric-
kym neurontim®’. Cytotoxické viiéi nadorovym buiikdm jsou
také hypocretenolidy z Leotodon hispidus*®. Seskviterpenlak-
tony typu germacranu, tedy piibuzné tém obsazenym v jakonu,
byly mezi jinymi latkami (flavonoidy, kumariny, fenolickymi
kyselinami, triterpenoidy, steroidy a seskviterpenlaktony typu
gaianu) izolovany i z pampelisky (Taraxacum officinale Web.),
kterd je tradi¢né pouzivdna pro své choleretické, diuretické
a protizdnétlivé ucinky.

V hypokotylech L. meyeni z mastnych kyselin prevazuji
kyseliny linoleovd, palmitovd a olejovd, z aminokyselin lysin
a arginin®. V hypokotylech maky byly zjitény také mnohé
stopové prvky, Mn, Cu, Sn, Al, Zn, Bi, ddle taniny, saponiny,
ale pfedevsim zde byly nalezeny latky alkaloidového charak-
teru nazvané makain 1, 2, 3 a4 (cit. 18’23). Tyto latky, strukturné
necharakterizované, se nachdzely v acetonovém, etherovém
a ethanolickém extraktu. Chacén de Popovici'® ze zavért svych
experimentd (viz nize) predpoklddd, ze pravé tyto alkaloidy
jsou ii¢innou slozkou maky. V semenech piibuzné fefichy seté
(L. sativum) se vyskytuje alkaloid lepidin XIII. Autofi'® se
domnivaji, Ze uc¢innou slozkou maky jsou latky povahy aro-
matickych isothiokyanatd, konkrétné benzylisothiokyandt a 4-
-methoxybenzylisothiokyandt nebo prostaglandiny a steroly.
Aromatické isothiokyandty se vyskytuji v lichofefiSnici hliz-
naté (Tropaeolum tuberosum) zvané mashua, kterd ma poveést
antiafrodisiaka a kontraceptiva u muzd a idajné zvysuje plod-
nost}l 7en™. Jeji hypokotyly maji velmi vyraznou nepiijemnou
vini .

Jiz zminénd mace blizce pribuznd rostlina, feficha setd
(L. sativum), je zajimavym zdrojem kyseliny askorbové (52 mg
ve 100 g hmoty), B-karotenu, vitamind B, a K. Jeji typickou
né ze sirnych etherickych olejt, zvl. glykotropaeolinu a ben-
zylisothiokyandtu. Reficha setd zlepsuje traveni. Jind evrop-
skd pribuznd maky, fedkev setd (Raphanus sativus var. nigra),
obsahuje mimo jiné glukobrassicin (3-indoyl-methylglukosi-
noldt), isothiokyandty a tradi¢né se pouziva jako choleretikum,
cholagogum, pii onemocnéni bronchd a na popaileninySl’Sz.

4. Vyuziti v dieté a tradi¢nim lécitelstvi

Na mistnich trzich v Andéch je jakon klasifikovdn jako
ovoce a proddvdn spolecné s jablky, avokddy, ananasy a nikoli
spole¢né s brambory ¢i kofenovou zeleninou, jak bychom
mohli ocekdvat. Jeho hlizy maji piijemné nasladlou chut, jsou
kfupavé a vétSinou se vystavuji expozici na slunci, kdy do-
chdzi ke zvySeni cukernatosti. Konzumuji se po oloupdni
vétsinou v ovocnych saldtech v kombinaci napf. s banany,
pomeranc¢i. Mohou se jist duSené, kdy do jisté miry zacho-
vavaji svou kiehkost. Z hliz 1ze vymackat osvézujici dzus ¢i
vyrobit koncentrdt vhodny jako sladidlo gro diabetiky’. Je
mozné je varit, smazit ¢i jinak upravovats’ 12 Jako zeleninu
I1ze pouzit i stonek mladych rostlin. Hlavni stonek se pouziva

29

Referaty
OH
OMe

T O
"o ° CH
I Lo 1
MeO OMe N7 N NZ N
OH O \—/ \—/

XiI XIII

podobné jako celer”. VJ aponsku se hlizy jakonu zpracovavaji
do dZusu, peciva, fermentované formy, lyofilizovanych pras-
kit a dfeni®®. Vhodnost potravin z jakonu pro piipravu dia-
betickych pokrmti, reduk¢énich diet a diet pro pacienty s chro-
nickymi jaternimi nemocemi byla prokazdna také studii pro-
vedenou ve Fakultni nemocnici v Olomouci. V literatuie jsou
zminovdny také diuretické ucinky a hojivy ucinek na zanice-
ze kterych je pripravovan ¢aj. V Japonsku se listy a stonky
jakonu michaji s Gajovymi listky>. Hlizy jakonu je moZné
vyuZzit jako krmivo pro hospodariska zvitata, 1ze vyuZit i nad-
zemnich ¢ésti, zejména pro vysoky obsah proteinti’. Hypogly-
kemicky ucinek vodného extraktu z listd 3jakonu byl prokdzdn
na normdlnich a diabetickych potkanech™>>.

Maka se ji syrova nebo se upravuje v ,,Setonové hrnci®,
coz je vyhloubend jama, do niZ se nasklddaji rozpalené kame-
ny. Nejcast&ji se vSak maka volné susi na slunci. Susena si
zachovavi své vlastnosti po mnoho let". Ususené hypokotyly
se vaii ve vodé nebo v mléce, vyvar se pouziva po pridani
cukru, medu, ovoce do koktejli, ovocnych ¢i alkoholickych
ndpojt, ovocnych salatd, pro piipravu Zelatiny a marmelady.
Domorodi 1écitelé doporucuji vyvar pii rekonvalescenci'®. Ze
suSené maky Indidni pfipravuji mouku na chléb a pecivo,
piipadné ji prazi a melou pro pouziti jako kdvovinu'’. Suené
hypokotyly se naklddaji do titinového rumu, kterému dodavaji
specifické aroma'. V nékterych oblastech Peru se maka fer-
mentuje a vyrabi se z ni pivo®. Listy, podobné jako blizce
pfibuznd zahradni feficha (L. sativum), se konzumuji v sald-
tech?. Komplementdrni a alternativni medicina doporuduje
rozemleté hypokotyly maky jako prostifedek ke zvySovani
fertility, kterd je ve vyssich nadmorskych vyskach redukovina,
a jako afrodisiakum u lid{ a zvitat. Indidnské Zeny ji jedi, kdyz
chtgji otéhotnét'. V Jizni Americe je maka nazyvina perudn-
skym nebo andskym Zensenem"!>*®. Ddle se mace pfipisuji
adaptogeni vlastnosti, imunostimula¢ni icinky, pfiznivy vliv
na hormondlni rovnovahu, doporucuje se v obdobi menopau-
zy, puisobi jako anabolikum. Maka se mele na prasek a proddva
se jako potravni doplnék'. V Peru je maka nabizena ve formé
mouky, lupinkd, likér a%.“g, v USA se distribuuje pod komerc¢-
nimi ndzvy Royal Maca M cit.57) nebo MacaMagicTM (cit.ss),
v nasi republice se proddva pripravek Vimaca®. Seriézni vy-
zkum ohledné jejich dcinkt nebyl dosud podle dostupnych
literarni zdroji proveden. Afrodiziakdln{ tic¢inky maky se pfi-
pisuji zejména jejim alkaloidtim, které podle Natural Health
Consultants®” piisobi na hypothalamo-hypofyzarni systém.
Producent tablet MacaMagic HERBS AMERICA®® naproti
tomu uddvd, Ze jedine¢né ucinky maky jsou ddny predevsim
slozenim esencidlnich aminokyselin, mastnych kyselin, vita-
mintl a minerdld. Chacén de Popovici'® doporucuje pouziti
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maky pfi malabsorbénim syndromu, karenci proteinti, jako
podptlrny prostfedek pii chemotherapii leukemickych one-
mocnéni, AIDS, ethylismu a menopauzdlni anémii, uvadi se
jeji pouziti k 1é¢bé chronické polyarthritidy, pfi alergickych
zéchvatech a jako laxativum>’. Tradiéni pouZiti maky se vdze
i k ndbozenskym obfadiim. Maka se michala s halucinogen-
nimi ldtkami pouZivanymi pii obétnich obfadech®®. Hodno-
vérnych farmakologickych prikazi vsech citovanych ucinkt
je ve svétové literatuie malo. Chacén de Popovici'® v experi-
mentu na potkanich samicich krmenych makou po dobu 6 mé-
sici ¢i extraktem obsahujicim alkaloidy uvadi, Ze u samic
doslo ke stimulaci zrani Graafovych folikulé. Ué¢inek nebyl
pozorovdn u kontrolnich zvifat ani u zvitat, kterym byla droga
aplikovdna intraperitonedlné. U samct krmenych makou se
projevila zfetelnd stimulace spermatogeneze. Hodnoceni nu-
tri¢nich vlastnosti maky bylo studovano na bilych mysich™®.
Ristové kiivky byly ve vSech skupindch mysi krmenych ma-
kou statisticky vyznamné lep$i nez v kontrolni skupiné. Vy-
sledky, dle autorid, demonstruji vynikajici nutri¢ni vlastnosti
maky, jak je tradovédno po staleti.

5. Zavér

Trendy v oblasti potravnich dopliiki a fukénich potravin,
obsahujicich biologicky aktivni pfirodni latky, jsou orien-
tovany v tomto tisicileti na vyuziti intaktnich rostlin nebo
rostlinnych extraktd. Nutraceutika se postupné stanou nezbyt-
nou soucasti dietniho rezimu vSech skupin populace v preven-
ci nebo podpirné terapii nékterych chronickych onemocnéni.
Vzhledem k tomu, Ze jakon a maku je mozné péstovat v kli-
matickych podminkéch Ceské republiky, pfedpoklidddme, Ze
by potravni dopliiky z téchto plodin mohly byt pfinosem
k prevenci a podptirné 1é€bé onemocnéni jako je diabetes mel-
litus, kardiovaskuldrni onemocnéni, inavovy syndrom a jiné.
Pripravky by mély byt ekonomicky dostupné Siroké populaci,
bez negﬁ’znivych vedlejsich dcinkd a vyhovujici platné legis-
lative®. Komplexni vyzkum jakonu a maky, které 1ze ziskat
z domdcich zdroju, je spojen s malym ekonomickym rizikem
a dobrymi moznostmi rychlé aplikace vysledka.

Tato prdce vznikla za finanéni podpory GA CR (grant
¢. 303/01/0171), Ministerstva Skolstvi, mlddeZe a télovychovy
(Vyzkumny zdmeér MSM 151100003) a LF UP Olomouc (in-
terni grantovy projekt ¢. 11501109). Autori dekuji prof. Alesi
Lebedovi, DrSc. (PFF UP) a prof. Vilimu Simdnkovi, DrSc.
(LF UP) za cenné pripominky.
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K. Valentova?, J. Fréek®, and J. Ulrichova?® (“Institute of
Medical Chemistry and Biochemistry, Faculty of Medicine,
Palacky University, Olomouc, bPotato Research Institute,
Havlickiiv Brod): Yacon (Smallanthus sonchifolius) and
Maca (Lepidium meyenii), Traditional Andean Crops as
New Functional Foods on the European Market

Yacon (Smallanthus sonchifolius) and maca (Lepidium
meyenii) are traditional crops of the original population of
Peru, which are also used in traditional medicine. However,
these plants are little known in Europe and Northern America,
although they can be cultivated in the climatic conditions of
these regions. This article is areview of their botanical aspects,
their growing in the Czech Republic, composition and struc-
ture of main constituents, and biological activity. These plants
are already on European market as prospective functional
foods and nutraceuticals for use in certain risk groups of
population.
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Prolog

-Soudim, Ze muzi i Zeny, ktefi pravidelné piji malé mnoz-
stvi alkoholu, jsou méné ndchylni k nemocim a maji men-
§{ umrtnost na srde¢ni onemocnéni a viibec mens$i Umrt-
nost ze vSech pfi¢in neZ ti, kdo trvale abstinuji.* Tato slova
pronesl osmaosmdesitilety emeritni profesor Oxfordské uni-
verzity Sir Richard Doll roku 1991 na kongresu v austral-
ském Sydney. Jeho slova nikdo nezpochybnil, nebof pra-
vé tento gentleman, ktery je vazenou autoritou v oboru me-
diciny, nezvratné prokdzal souvislost koufeni a rakoviny
plic.

Tato slova jisté potési tu (zfejmé znacnou) cast lidské
populace, kterd je s alkoholem (ethanolem) zcela kompati-
bilni. Sir Richard vlastn€ uvedl na pravou miru slova jednoho
z prukopnikd tohoto oboru dietologie, Hoga Foga z filmu
Limonadovy Joe, ktery jiz pred fadou let pronesl okiidlenou
vétu: ,,Alkohol poddvany v malych ddvkdch neskodi v jakém-
koli mnozstvi®.

Dalsim obecnym dtivodem, pro¢ piti alkoholu (minéno
vina) nemiiZe byt pfili§ Skodlivé, miize byt Darwinova teorie,
kterd pravi, Ze Zivé organismy se bud pfizplsobi okolnim
podminkdm, nebo vyhynou. Lidstvo pije vino po tisicileti
(ddajné 6000 let) a nevyhynulo. Tato my§lenka logicky dove-
dena do dutsledkt vede k zdvéru, Ze pokud se lidstvo piti vina
pfizplsobilo, je abstinence vlastné Skodlivd, jak je uvedeno
shora.

Autofi nijak nepodceiiuji dietologii a rady pro zdravou
vyzivu, ale pamatuji fadu doporuceni, Ze se m4 jist to ¢i ono,
a za nékolik let se se stejnou jistotou tvrdilo, Ze tomu tak iplné
neni, nebo dokonce je tomu pravé naopak.
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1. Uvod

Zdjem o sledovéni vyskytu resveratrolu byl podminén exis-
tenci tzv. ,,francouzského paradoxu“! Bylo zjiténo a statis-
nost umrti na onemocnéni korondrnich tepen (infarktu myo-
kardu), a to navzdory tomu, Ze spotieba tukd byla vysoka.
Konzumace vina byla jednim z faktord, kterym bylo mozno
vysvétlit nizkou dmrtnost na onemocnéni véncitych tepen.
Tato skutecnost vedla k domnénce, Ze pozivani vina mize
pisobit proti ti¢inkiim diety s vysokym obsahem tukt, a ome-
zit tak moZnost vzniku a rozsah onemocnéni véncitych tepen.
V soucasné dobé fada pracovist testuje biologické vlastnos-
ti resveratrolu od antioxida¢nich vlastnosti® a vlivu na atero-
sklerozu a kardiovaskuldrni choroby*~’ az po antimutagenni
efekt® a chemoprevenci’ nadorovych onemocnéni. V fadé pii-
padut bylo dosazeno pozoruhodnych vysledki.

Komplexnéjsi poznatky o resveratrolu byly ziskdny v osm-
desatych letech minulého stoleti, kdy pfistrojové vybaveni
(zejména HPLC) umoznilo sledovini jeho vyskytu a koncen-
trace ve vinné réve, Vitis vinifera L. (Vitaceae)'" %2 Nasledné
byly zkoumdny biologické vlastnosti resveratrolu a v fadé
studii bylo prokdzano, ze resveratrol jakozto polyfenol ptirod-
niho pivodu je biologicky aktivni, md vyrazné antioxidacn{
vlastnosti a pohlcuje volné radikdly. Obecné plati, Ze rostlinné
polyfenoly jako slouceniny s antioxidacnimi vlastnostmi in-
hibuji zhoubné nddorové bujeni. Kromé toho je resveratrol
patrné jednou z hlavnich slozek rostlinnych extraktt, které
jsou vyuzivany v orientdlni mediciné k 1éceni srdecnich a na-
dorovych onemocnéni.

2. Vyskyt v prirodé

Resveratrol byl poprvé izolovan z podzemni Casti ky-
chavice velkokvété, Veratrum grandiflorum A. Gray (Lilia-
ceae)®. Resveratrol byl ddle nalezen ve vice nez 72 rostlin-
nych druzich, které patii systematicky do 31 rodi a 12 ¢eledi
(je pochopitelné, ze se zdokonalovdnim analytickych metod
se pocty rostlinnych druhti obsahujicich resveratrol zvysuji).
Rada t&chto rostlin je béznou souddsti lidské diety, napi. vinné
hrozny (a z nich vino jako ndpoj), fada druhti zeleniny a ofechy

(napf. arasidy). Pomérné€ bohatym a rozsifenym zdrojem res-



Chem. Listy 95, 602 — 609 (2001)

veratrolu jsou pravé hrozny révy vinné. Stfedni koncentrace
resveratrolu v Cervenych vinech je cca 2-6 mg.1™', v bilych
vinech je jeho koncentrace nizsi, cca 0,2-0,8 mg.l’1 (cit.]9’24).

Koncentrace resveratrolu v béZné konzumovanych potra-
vindch v Ceské republice (stanoveno v roce 2000) je uvedena
v tabulce I (cit.). Z tabulky je patrné, Ze mnozstvi 1 mg
resveratrolu je obsazeno v 0,4 az 2,5 kg uvedenych zelenin.
Z hlediska obsahu resveratrolu je vhodné pro konzumaci ze-
jména Cervené zeli, brokolice nebo Cervend fepa, nebot 0,5 kg
téchto zelenin se sni spie nez 0,5 kg arasida. Cervend vina
obsahuji 2-6 mg.lI"" resveratrolu, tedy 1 mg resveratrolu je
obsazen v 0,17-0,50 1 ¢erveného vina. Optimdlni je patrné
kombinace zeleniny a vina, coZ odpovidd vySe uvedenym
stravovacim zvykim Francouzg.

3. Chemicka struktura

Resveratrol (trividlni ndzev) je svou strukturou 3,4’,5-tri-
hydroxystilben (/). Z jeho struktury je ziejmé, Ze mohou

OH HO N
oA (
O OH O
OH OH

trans-resveratrol, la cis-resveratrol, /b

OH

pinosylvin, 111

pterostilben, IV
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existovat dva geometrické isomery, trans- la a cis- Ib. V rost-
linném materidlu se obvykle vyskytuje smés obou isomerd,
vétSinou prevazuje trans-isomer. Resveratrol se vyskytuje
rovnéz ve formé glukosidi', B-glukosyloxy skupina je vdzana
bud v poloze 3-(trividlni ndzev piceid) I, nebo v poloze 4’-
~(resveratrolosid), od obou typii je zndm trans- i cis-isomer .

Kromé toho jsou v rostlinném materidlu pfitomny oligo-
mery (tedy presné dehydrooligomery) resveratrolu, tzv. kon-
stitutivni stilbeny], dimer resveratrolu e-viniferin (Ic) a trimer
a-viniferin (/d). Uvedené oligomery resveratrolu nejsou jedi-
né, v posledni dob& byla popsdna &inskymi autory’®*’ fada
analogickych oligomert resveratrolu, amurensiny H (Ie) a G
z podzemni ¢dsti révy amurské, Vitis amurensis Rupr. (Vi-
taceae). Amurensin H je vlastné dehydro-e-viniferin, tj. oxi-
dac¢ni produkt e-viniferinu. Podobné japonsti autofi*® izolovali
z loubince trojlalo¢ného, Parthenocissus tricuspidata Sieb et
Zucc. (Fabaceae, diive Leguminosae) dimer isoampelopsin F
a francouzsti autofti izolovali z Cissus quadrangularis L. (Cis-
tacezags) dal3f tfi dimery, které nazvali quadrangularin A, Ba C
(cit.™).

OH
OH
HO
amurensin, /e piceid, 11
OH OH
L ¢
X OH

HO l
OH

piceatannol, VIII

*  Vtextuje uzivdn jak trividlni ndzev resveratrol, tak i systematicky nazev 3,4’,5-trihydroxystilben (/). Pokud neni v ndzvu slouceniny uvedeno,
o jaky stereoisomer se jednd (citovand literatura geometrické usporaddni neuvadi), je minén trans-, tedy (E)-isomer.
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Tabulka I
Koncentrace resveratrolu v béznych druzich potravin

Referaty

Rostlina Latinské jméno rostliny (Celed) Resveratrol SuSina Resveratrol MnoZstvi
[mgkgu 1 [%]  [mgkg™l [kl
obsahujici
1 mg res-
veratolu
Zeli ¢inské Brassica oleracea L. var. chinensis (Brassicaceae) 9 5 0,5 2,2
Kapusta hldvkovd  Brassica oleracea L. var. capitata (Brassicaceae) 7 14 1,0 1,0
Kapusta rizickovd  Brassica oleracea L. var. gemmifera (Brassicaceae) 15 17 2,6 0,4
Zeli Cervené Brassica oleracea L. var. capitata convar. rubra (Brassicaceae) 15 16 2.4 0.4
Zeli bilé Brassica oleracea L. var. capitata convar. alba (Brassicaceae) 8 7 0,6 1,8
Brokolice Brassica oleracea L. var. italica (Brassicaceae) 15 12 1,8 0,6
Cekanka Cichorium intybus L. var. foliosum (Cichoriaceae) 20 5 1,0 1,0
Petrzel nafova Petroselinum hortense L. (Daucaceae) 5 19 1,0 1,1
Mrkev karotka Daucus carota L. (Daucaceae) 4 10 0,4 2,5
Cervend fepa Beta vulgaris L. (Chenopodiaceae) 8 22 1,8 0,6
Cesnek Allium sativum L. (Liliaceae) 2 29 0,6 1,7
Cibule zluta Allium cepa L. (Liliaceae) 17 9 1,5 0,7
Cibule Cervena Allium cepa L. (Liliaceae) 12 9 1,1 0,9
Podzemnice olejnd  Arachis hypogaea L. (Fabaceae) (burské orisky) 2 94 1,9 0,5
Cajovnﬂ< ¢insky Thea sinensis L. (Theaceae) (zeleny Caj) 1 94 0,9 1,1
Tabulka II

Obr. 1. Hrozen révy vinné napadeny plisni Botrytis cinerea

Cinsti autofi pripravili amurensin H (le) oxidaci resvera-
trolu chloridem Zelezitym?. Je mozné, Ze analogicky pfi izo-
laci téchto sloucenin z rostlin, kde jsou obvykle pfitomny
v katalytickém mnozstvi Zelezité ionty, dochdzi k oxidaci
resveratrolu na nékteré z vyse uvedenych dimerd a trimerd.

Vyse uvedené dimery a trimery jsou tedy oxida¢ni pro-
dukty resveratrolu. Otdzkou vsak je, zda vznikaji oxidaci
resveratrolu v rostliné (tedy jsou obsahovou latkou rostliny),
nebo zda nékteré z nich vznikly az oxidaci resveratrolu béhem
zpracovani rostlinného materidlu, a jsou to tedy artefakty.

4. Funkce v rostliné

Resveratrol Ize zaradit mezi fytoalexiny, coz jsou sekun-
darni metabolity rostlin, které se zacnou tvofit de novo nebo
ve zvySené mife jako odpovéd na stres (mechanické poskoze-
ni, UV zdieni, ozon) nebo po napadeni rostliny nepatogennimi
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Koncentrace resveratrolu ve slupkdch hroznu 48 h po napadeni
plisni Botrytis cinerea

Zona Trans-resveratrol [mg.kg ]
(obr. 1) Pinot Chardonnay Gamay
A 6 2 6
B 28 6 16
C 22 4 9
D 20 2 9

Hodnoty jsou zaokrouhleny, presnost stanovent je cca 20 % rel.

nebo avirulentnimi bakteriemi, viry ¢i houbami. Nékteré fyto-
alexiny maji antibakteridlni nebo antifungdlni dc¢innost, jiné
jsou pro danou infekci neucinné; nejsou tedy ekvivalentni
protildtkdm, které vyssi organismy tvofi po infekci.
Fyziologickd funkce resveratrolu v rostlindch nenf stile
zcela jasnd. Tvorba fytoalexind (trans-resveratrolu a e-vinife-
rinu) je jednim z mechanismd rezistence buiiky. Pii napadeni
révy vinné g)h’snérni (napt. Botrytis cinerea ¢i Plasmospara
viticola)'*>?* nebo po expozici UV zatenim'®!" se zatnou
rychle tvofit a akumulovat fytoalexiny, maximaln{ koncentra-
ce trans-resveratrolu je dosazeno po 24-96 h od expozice, poté je-
ho koncentrace klesd a po cca 16 dnech se ustdli na plivodnim stavu.
Pti napadeni hroznu révy vinné plisni Botrytis cinerea lze
pozorovat, jak rostlina vytvafi resveratrolovou bariéru okolo
napadeného mista’?? (obr. 1). V misté napadeni (zéna A) je
koncentrace resveratrolu nizkd, je mozné, ze plisen rozkladd
fytoalexin, jehoZ piisobeni je vystavena. Maximalni koncen-

trace resveratrolu (cca 4x vyss$i nezZ v napadeném miste) je
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Schéma 1. Biosyntéza resveratrolu. Reakce jsou katalyzovany témito enzymy: /) fenylalanin amonium-lyasa (EC 4.3.1.5), systematicky ndzev:
L-fenylalanin amonium-lyasa, 2) cinnamat-4-hydroxylasa (EC 1.14.13.11), systematicky ndzev: trans-cinnamdt, NADPH:kyslik-oxidoreduktasa
(4-hydroxylujici), 3) 4-kumarat-CoA ligasa (AMP) (EC 6.2.1.12), systematicky ndzev: 4-kumarat: CoA ligasa(AMP), 4) trihydroxystilben
synthasa, nebo resveratrol synthasa (EC 2.3.1.95), systematicky ndzev: malonyl-CoA: 4-kumaroyl-CoA, malonyl transferasa (cyklizujici), 5)
naringenin-chalcon synthasa, nebo chalcon synthasa (EC 2.3.1.74), systematicky ndzev: malonyl-CoA:4-kumaroyl-CoA, malonyl transferasa

(cyklizujici)

v sousedni z6né B (nabizi se pfirovnani sanitdrni kordon), se
zvysujici se vzddlenosti od centra napadeni pak koncentrace
zvolna klesd. Koncentrace resveratrolu v jednotlivych zéndch
je uvedena v tabulce II. Podobnd bariéra se rovnéz vytvari
kolem napadeného mista listu révy vinné'2

Je pravdépodobné, Ze ve zralych hroznech je syntéza trans-
-resveratrolu nebo jeho glykosidu néjakym zptisobem inicio-
vana. Kromé vyse uvedenych faktorti i mechanické poskozen{
slupky bobuli indukuje i u neinfikovanych hroznt syntézu
fytoalexint, zfejmé jako preventivni ochranu pied napadenim
plisnémi. Predpokladd se, Ze zdrojem trans-resveratrolu ve
viné (jako ndpoji) jsou polyfenolické slouc¢eniny (konstitutivn{
stilbeny, tedy viniferiny), extrahované ze slupek bobuli, zbyt-
ki tfapin a stonkd, ze kterych vznikd trans-resveratrol béhem
dal$ich procesi.

5. Biosyntéza resveratrolu

Péivodnim prekurzorem pro biosyntézu' resveratrolu (sché-
ma 1) jsou glykosidy, ze kterych vznikd nejprve Shikimatovou
cestou fenylalanin. Fenylalanin je fenylalanin amonium-lya-
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sou pfeménén na kyselinu skoficovou, kterd je pak oxidovdna
cinnamat-4-hydroxylasou na kyselinu 4-hydroxyskoficovou.
Z této skoricové kyseliny vznikd reakci s volnym CoA za
plsobeni specifické CoA ligasy 4-hydroxycinnamoyl-CoA, ze
kterého kondenzaci s tfemi molekulami malonyl CoA (vznikd
karboxylaci acetylkoenzymu A) za pisobeni resveratrol syn-
thasy se v fadé druhti ¢eledi Vitaceae syntetizuje resveratrol,
pricemz se uvoliiuji ctyfi molekuly oxidu uhlicitého.

Rostliny ¢eledi Vitaceae maji kromé stilben synthasy k dis-
pozici jesté jeden enzym, chalkon synthasu, kterd katalyzuje
kondenzaci 4-hydroxycinnamoyl-CoA se tfemi molekulami
malonyl-CoA, pfi které se vSak uvoliiuji pouze tii molekuly
oxidu uhlic¢itého a jejimz produktem je naringenin-chalkon, ze
kterého pak dals$imi reakcemi vznikaji flavonoidy. Skupina
flavonoidii zahrnuje taniny a anthocyaniny, které zptisobuji
horkost, resp. pigmentaci slupky zralych hroznt.

Zajimavé je, Ze v fadé€ druhi borovic (napf. borovice lesni,
Pinus sylvestris L. (Pinaceae)) je kyselina skoficova konver-
tovdna jinou ligasou na cinnamoyl-CoA, ze kterého pak ana-
logickym zptsobem vznikd pinosylvin ((E)-3,5-dihydroxy-
stilben, 111), ktery, stejné jako resveratrol, piisobi jako fyto-
alexinovy fungicid v jadie dieva’.
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Schéma 2. Syntéza resveratrolu podle Spitha

6. Izolace resveratrolu

Jak je uvedeno v kapitole 2, koncentrace resveratrolu ve
ving jako ndpoji je cca 2 mgl, tj. 2 g.m™. I kdyZ jeho
koncentrace je ve slupkdch bobuli, zbytcich tfapin a stoncich
Vy3§i (4-40 mg.kg™! Gerstvého materidlu), jeho ziskdni jako
chemicky ¢istého individua je pomérné obtizné, nebot je do-
provizen fadou dal$ich slougenin obdobné struktury. Cis-
ty resveratrol byl pro experimentdlni ucely ziskdvan izolaci
z rostlinného materidlu, Casto z rdesna kadetavého, Polygo-
num cuspidatum Sieb. et Zucc. (Polygonaceae)’**', nebo z pe-
rudnské Cassia quinquangulata Rich. (Caesalpiniaceae)g, kde
z 1 kg drogy bylo ziskdno 30 mg resveratrolu. V soucasnosti
se pro experimenty spise pouziva resveratrolu ziskaného syn-
teticky (viz dalsf kapitola).

Resveratrol jako antioxidant je citlivy na ptisobeni vzdus-
ného kysliku, takze izolace z piirodniho materidlu je pomérné
pracnd. Ostatné kauzdlni otdzkou zdstdvd, proC resveratrol
jako potravni doplnék z rostlinného materidlu izolovat, kdyz
je mozno hrozny révy vinné nebo zeleninu konzumovat jako
takové v Cerstvém stavu nebo pit vino jako ndpoj.

7. Syntéza resveratrolu

Takaoka® izoloval resveratrol (b.t. 261 °C) z podzemni
casti kychavice velkokvété, Veratrum grandiflorum A. Gray
(Liliaceae). Urcil jej jako fenolickou slouceninu a pfipravil
z ni methylaci resveratroltrimethylether (V, b.t. 56-57 °C),
ktery oxidaci oxidem chromovym poskytl kyselinu 3,5-dime-
thoxybenzoovou a kyselinu 4-methoxybenzoovou. Na zdkla-
dé struktury téchto rozkladnych produkta urcil resveratrol ja-
ko 3,4’ 5-trihydroxystilben (/). Spith se spolupracovniky>> >
ktery se zabyval konstituci a syntézou pfirodnich stilbent,
napf. pterostilbenu (4’-hydroxy-3,5-dimethoxystilbenu, 1V)
izolovaného z ¢erveného santalového dfeva Pterocarpus san-
talinoides 1’Herit (Fabaceae), ptipravil z pterostilbenu IV
methylether (b.t. 5657 °C), ktery byl totozny s trimethyl-
etherem resveratrolu (V), a tak byla jesté jednou potvrzena
struktura Eterostilbenu 1V i struktura resveratrolu.

Spith™ syntetizoval resveratrol kondenzaci natrium-2-(4-
-hydroxyfenyl)-acetdtu (VI) a 3,5-dihydroxybenzaldehydu (VII)
a ndslednou dekarboxylaci vzniklé stilbenkarboxylové ky-
seliny VIII (schéma 2). Obdobnym zpisobem syntetizoval
Spiith® i pinosylvin (I1).

Po téchto klasickych prikopnickych pracich japonskych
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a rakouskych autorti uplynulo téméf pul stoleti, nez studium
plsobeni fytoalexind v révé vinné vyvolalo potiebu vétsiho
mnozstvi ¢istého resveratrolu jako substance. [zolace z rostlin-
ného materidlu je pracnd, jak bylo uvedeno vySe, timto zpt-
sobem se za vynaloZeni pfiméfeného mnozstvi prace dd v la-
boratornim méfitku pfipravit resveratrol v mnozstvi 0,1-1,0 g.
Kromé toho se jako vychozi suroviny pouzivd pomérné exo-
tického rostlinného materidlu. Rovnéz neni zndm vhodny
prirodni ¢i synteticky meziprodukt, ktery by se dal na resvera-
trol snadno chemicky transformovat. Jako jediny zpisob pii-
pravy resveratrolu zbyva tedy totdlni syntéza.

Fytoalexiny se obvykle studuji tam, kde roste vinnd réva
a je ndsledné rozvinuta vyroba vina jako ndpoje. Je tedy
pochopitelné, Ze prvé novejsi syntetické studie pochdzeji od
$panélskych autori*® z Barcelony (Moreno-Mafias a Pleixats),
nebot Spanélsko je zemé vina, stejné jako Francie a Itdlie. Jako
vychozi latky bylo pouzito kyseliny dehydroacetové (3-ace-
tyl-4-hydroxy-6-methylpyran-2-on, IX), kterd byla prevedena
na orcinol (5-methylbenzen-1,3-diol, X). Orcinol (X) byl nej-
prve acetylovan acetanhydridem na diacetylorcinol, ten pak
byl ndsledné¢ bromovan N-bromsukcinimidem v tetrachlor-
methanu na 5-brommethylbenzen-1,3-diyl-diacetdt (XI). Re-
akei X1 s trifenylfosfinem byl pfipraven 3,5-diacetoxybenzyl-
trifenylfosfonium-bromid (X7I), z né¢ho byl reakci s metha-
nolem za katalyzy p-TsOH (podle Reimanna®’) piipraven
odpovidajici dihydroxyderivat XIII, a ten Wittigovou reakci
s 4-(trimethylsilyloxy)-benzaldehydem poskytl trans-resve-
ratrol (la) v 10 % vytézku (schéma 3). Postup podle Moreno-
-Mafiase a Pleixatse pouzili i francouzsti autofi, Jeandet
a spol.*®

Je popsdna tada zpiusobl provedeni Wittigovy reakce.
Moreno-Mafias pouzil jako bazi fenyllithium v trojndsobném
moldrnim pfebytku v etheru (2 moly fenyllithia reaguji s -OH
skupinami fosfoniové soli XIII). Japonsti autofi*’, ktefi pouzi-
li pro Wittigovu syntézu methoxysloucenin (3,5-dimethoxy-
benzaldehydu, XI/V a trifenyl-4-methoxybenzyl-fosfonium-
bromidu XV), zvolili jako bdzi kalium-terc-butoxid v ekvi-
moldrnim mnoZstvi v tetrahydrofuranu. Produktem Wittigovy
reakce byla smés (E)- a (2)-isomeru 3,4’ ,5-trimethoxystilbenu
(Va a Vb) v poméru 48:52, celkovy vytézek reakce byl 99 %.
Smés isomert Va a Vb bylaisomerizovdna za katalyzy difenyl-
sulfidlem na cisty (E)-isomer Va, a ten byl demethylovdn
bromidem boritym na trans-resveratrol (Ia).

Wittigovu-Hornerovu reakci pro syntézu resveratrolu apli-
koval profesor Cushman se spolupracovniky*’. Jako vychozi
slouceniny pouzil benzyloxyderivaty. I vtomto piipade vznikd
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Schéma 3. Syntéza resveratrolu podle Moreno-Mafiase a Pleixatse
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Schéma 5. Syntéza resveratrolu dle Alonsa a spol.

smés (E)- a (Z)-isomerd, izolovan byl pouze (E)-isomer (vy-
tézek 76 %). Benzylskupiny byly odstépeny pisobenim chlo-
ridu hlinitého v pfitomnosti dimethylanilinu a trans-resve-
ratrol (Ia) byl ziskdn ve vytézku 69 %. Analogicky byla
Wittigova-Hornerova metoda uZita némeckymi autory*!, &in-
skymi autory* a Geskymi autory® (schéma 4), kde reakci
diethyl-3,5-dimethoxybenzylfosfondtu (XVI) a 4-methoxy-
benzaldehydu (XVII) byl pfipraven (E)-trimethylether V, a ten
byl demethylovan bromidem boritym na trans-resveratrol (Ia).
Analogicky byl timto zplsobem piipraven pinosylvin (ZII)
(cit.* a piceatannol (XVIII) (cit.").
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Spanéliti autofi Alonso a spol.*’ publikovali origindlni
syntézu resveratrolu (schéma 5), jejimz klicovym stupném je
reakce (3,5-dimethoxybenzyl)-trimethylsilyletheru (XIX) a 4-
-methoxybenzaldehydu (XVII) na hydroxyslouceninu (XX), ze
které ndslednou dehydrataci v dimethylsulfoxidu za varu vzni-
ka (E)-3,4’,5-trimethoxystilben (V) (vznika pouze E-isomer),
a ten demethylaci methylmagnesiumjodidem (moldrni pomér
1:20) pti 100-160 °C poskytne trans-resveratrol (Ia).

Je popséna i syntéza glykosidu resveratrolu*® (schéma 6).
Piceid, tedy (E)-3-(B-D-glucopyranosyloxy)-4’,5-dihydroxy-
stilben (II) byl pfipraven ndsledujicim zpisobem. Wittigovou
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Schéma 6. Syntéza piceidu (1]) 11

reakci trifenyl-4-methoxybenzylfosfonium-chloridu (XX1)
a 3,5-bis-(z-butyldimethylsilyloxy)-benzaldehydu (XXII) byl
ziskan XXIII (smés (Z/E)-isomeru v poméru 2,3:1). Desilylaci
XXIII tetrabutylamonium-fluoridem vznikla smés XXIVa
a XXIVb, ze které byl izolovan (E)-3,5-dihydroxy-4’-metho-
xystilben (XXIVa). Z dihydroxystilbenu XXIVa byla reakci
s 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-o.-D-glukopyranosyl-bromidem za pod-
minek fazové katalyzy pfipravena smés acetylmonoglukosidu
XXV a acetyldiglukosidu. Acetylmonoglukosid XXV byl izo-
lovédn, deacetylovdan methoxidem sodnym v methanolu na
monoglukosid, ktery byl demethylovan natrium-ethanthio-
latem na piceid (1]).

Lze fici, Ze totdlni syntéza resveratrolu neni slozitd, spiSe
je pracnd a zdlouhava a nékteré vychozi slouceniny (zvlasté
3,5-disubstituované) jsou obtiznéji dostupné. To je také dad-
vod, pro¢ cena komer¢né nabizeného resveratrolu je na drovni
cca 20 000,—- K¢. g'l) (cit. ™.

8. Praktické vyuziti resveratrolu v soucasnosti

V USA se v soucasné dobé& nabizi fada prepardti obsahu-
jicich bud cisty resveratrol, nebo smés polyfenold z vinnych
hroznd, ¢asto v kombinaci s extraktem z jader vinnych hrozn.
Ptipravky jsou deklarovédny jako potravinové fortifikacni do-
pliky.

Piipravek LifePath® 50 (cit.**) obsahuje extrakt z jader
hroznt (50 mg), ddle koncentrét bioflavonoidi a extrakt z Cer-
veného vina, ktery je uveden jako resveratrol, obsah resve-
ratrolu v8ak neni deklarovan (cena 180 kapsli je 104 $).
U ptipravku jsou uvddény antioxida¢ni, antimutagenni a pro-
tizanétlivé icinky. MaxiLife Resveratrol (cit.*’) je deklarovan
jako antioxidant s obsahem cistého resveratrolu (60 kapsli za
18 $). Pripravek ResVerin™ (cit.”%) je deklarovén jako &isty
resveratrol s antioxida¢nimi a chemopreventivnimi dcinky.

1) MeOH, MeONa

-
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Pripravek Resveratrol (cit.5') je roztok resveratrolu (obsah
resveratrolu neni uddn) v 11 % alkoholu, ldhev o obsahu 32
oz (neni jasné, zda se jednd o ,.fluid ounce* tj. 28,413 ml ¢i
,ounce apothecaries tj. 31,1035 g), tj. cca 0,9 1, se nabizi za
14,95 $ aje uréena na 1 tyden (kvalitni Cervené vino md stejny
obsah alkoholu a obsahuje také resveratrol, pozn. aut.).

Vitaminy, po pozndni jejich vyznamu pro vyZzivu, byly
nejprve poddvany v lékové formé jako dopliky k vyzivé
a ndsledné pak byly aplikovdny v kosmetice. Stejné tak je
tomu s resveratrolem. Jak je uvedeno vySe, prepardty pro
vyZzivu s resveratrolem se jiz nabizeji. Kosmetické piipravky
s resveratrolem na trhu jesté nejsou, ale predni svétovd fran-
couzskd firma L’OREAL jiz podala patentové piihlasky na
pouziti hydroxystilbentdi (zminén je resveratrol) v kosmetic-
kych pﬁ’pravcichn’“.

9. Zavér

Biologické ucinky resveratrolu a dalSich antioxidantt se
v soucasné dobé intenzivné studuji. Konzumace potravin ob-
sahujicich resveratrol (tedy zeleniny) je zcela jisté zdravi
prospésnd, jako ostatné byla i predtim, nez bylo zjisténo, Ze
obsahuje resveratrol.

Urcitym pokrokem nepochybné je, Ze na zakladé vysledki
fady studif se ukdzalo piti vina v rozumném mnoZstvi spise
zdravé nez Skodlivé. Tento fakt jisté pfivitaji konzumenti vina
i jeho vyrobci.

Lze predpoklddat, Ze béhem nékolika let se resveratrol
stane béznou slozkou komerénich multivitaminovych pre-
pardtl a bude tak dlouho propagovin jako nezbytny pro lidské
zdravi, nezZ se objevi néco nového stejné nezbytného. Rovnéz
neni vylouceno, Ze se stane i i¢innou sloZkou nového léciva.

Projekt je podporovdn grantem GA CR 525/99/1338.
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Uvodnik

BRASSINOSTEROIDY

LADISLAV KOHOUT
Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd Ceské

republiky, Flemingovo ndm. 2, 166 10 Praha 6

Doslo dne 12.1V.2001

Klicova slova: brassinosteroidy

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou latky, které po
rostlinném organismu rozndseji signdl vyvoldvajici fyziolo-
gickou odpovéd (odezvu). V poslednich letech se uziva spise
pojem reguldtory rustu rostlin. Brassinosteroidy ptedstavuji
jeden z typi reguldtorG rtstu rostlin. Prvnim brassinoste-
roidem izolovanym z rostlinného materidlu byl brassinolid
[(22R,23R,245)-201,301,22,23-tetrahydroxy-24-methyl-7a-ho-
mo-7-oxa-5a-cholestan-6-on].

OH OH

Byl pojmenovén podle rostliny, z jejthoz pylu byl poprvé
izolovan — Brassica napus (fepka). Tato sloucenina se vsak
nevyskytuje jenom v této jedné rostlin¢. Brassinolid byl izo-
lovan z mnoha rostlinnych druhti, napt. kastanu, ¢ajovniku,
slunecnice, borovice, ryze, olse, fazole, motskych fas, je pii-
tomen i ve v¢elim medu atd. Bylo prokdzano, Ze brassinolid
u rostlin zvySuje pocet bunék a prodluzuje je. Z makropohledu
se tento vliv projevuje zvétSenim mnozstvi zelené hmoty,
suché hmoty, zvySenim poctu nasazenych kvétl, zvySenim jak
mnozstvi tak velikosti plodd atd. Jeho tcinek je pozorovatelny
jiz pii aplikaci mnozstvi 4.107'% g na 5iednu rostlinu. Pii poctu
250 rostlin na 1 m* to znamend 1.10~ g na hektar. Maximalni
ucinek je vSak pii asi 1000x vy$$im mnozZstvi, tj. kolem 0,01 g
na ha.

V posledni dobé se zacind studovat protistresovy ucinek
brassinolidu, ktery se projevuje zvySenou odolnosti rostlin
proti stresu, kterému je rostlina vystavena, napiiklad ptsoben{
herbicidu, chladu, sucha, nedostatku Zivin apod.

Brassinolid je vSak i pfi své vysoké ui¢innosti velmi drahy.

40

V piirodnich materidlech je obsazen ve velmi malém mnozstv{
(nejvice v pylu fepky, 0,1 ppm). Synteticky je obtizné piistup-
ny. Proto se pouZivaji jeho analoga, brassinosteroidy. Brassi-
nosteroidy jsou dnes povazovany za podstatné pro vyvoj rost-
liny. Nejsou-li pfitomny, rostlina nemize Zit.

Problémy, které se dnes v této oblasti fesi, se dotykaji
nékolika obori. V chemii se studuje syntéza a vzdjemny vztah
mezi strukturou a aktivitou. Biologie studuje vztah mezi bras-
sinosteroidy a dal§imi rostlinnymi hormony, pokousi se také
objasnit, jaké zmény brassinosteroidy vyvoldvaji v rostlinném
organismu, zabyva se i mechanismem uc¢inku. Rovnéz gene-
tika studuje mechanismus; nejvice se pracuje na husenicku
(Arabidopsis thalliana), u kterého se podafilo pozménit jeden
z gend tak, Ze pozménénd rostlina neni schopna syntetizovat
brassinolid. Na zemédélskych pracovistich se pak hleda nej-
lepsi zpiisob aplikace v zdvislosti na typu rostliny, stadiu jejtho
vyvoje a vnéjSich podminkach (zvlasté stresovych: sucho,
chlad, pesticidy, stl).

Brassinosteroidy se zabyvame i v Ustavu organické che-
mie a biochemie Akademie véd Ceské republiky. Jednim
z teSenych problému je vztah mezi strukturou a aktivitou.
Nase feseni je zaloZeno na dvou piistupech. Prvni spociva
v tom, Ze ne vSechny strukturni rysy pfirodniho brassinolidu
jsou nutné pro vysokou biologickou aktivitu. Podstatou dru-
hého je to, Ze vzhledem k velmi vysoké ucinnosti, ale soucasné
obtizné syntetizovatelnosti brassinolidu, by byla vyhodnou
takova sloucenina, kterd by mohla byt i méné ucinnd, ale
pritom levnéjsi nez brassinolid. Pak by se ji sice pouzivalo
vice, ale presto by celkovd cena klesla.

Na zdkladé€ téchto tvah se ndm skute¢né podafilo synteti-
zovat nékteré vysoce aktivni slouceniny. Syntetizovali jsme
dokonce i prvnf slouceninu s opac¢nou aktivitou, tj. latku typu
brassinosteroidd, kterd brzdi rist rostlin. Tento zdanlivé ne-
uzitecny poznatek je velmi vyznamny pro pochopeni vztahu
mezi chemickou strukturou a biologickym tcinkem brassino-
steroidd.

Druhym problémem, kterym se zabyvame, je izolace bras-
sinosteroidniho receptoru z rostlin. Usp&ch v této izolaci by
byl vyznamny jak pro studium mechanismu dcinku brassino-
steroidli v rostlindch, tak pro testovdni aktivity syntetizova-
nych novych sloucenin.

Tteti problém, ktery studujeme, je protistresovd aktivita.
Toto studium je teprve na pocitku. V. UOCHB AV CR byl
vyvinut novy test stanoveni protistresové aktivity. Jak jsem se
jiz zminil, d¢inky brassinosteroidi 1ze rozdélit na ucinky
podporujici rdst rostlin a na protistresové dcinky. Oba tyto
ucinky jsou enormné dilezité. Prvni mdZe ovlivnit kvalitu
a kvantitu rostlin, druhy pak kvalitu Zivotniho prostfedi. Oba
tyto Ucinky pro nas zivot potiebujeme.
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1. Uvod

Pivo je oblibeny slabé alkoholicky ndpoj, ktery je pro svij
osvézujici charakter, prijemnou hotkou chuf a dietetické ucin-
ky velmi rozsifen u nds i v zahranici. Jeho obliba se projevuje
v celosvétovém ristu vyroby.

Jednim z hlavnich problémil pivovarského primyslu je
zajisténi dostatecné vysoké trvanlivosti piva. Soucasny trend
sméfuje k prodeji piva v lahvich a plechovkdch, coz je disle-
dek zmeény zivotniho stylu a extenzivnéj$iho exportu. Vse-
obecné se dnes pozaduje az ro¢ni garantovand trvanlivost.
Vysokd trvanlivost piva neznamend pouze zachovani Cirosti,
kterd je dnes samozfejmym pozadavkem, ale také udrzeni
vSech ostatnich kvalitativnich vlastnosti, jako je chut, viné,
barva a pénivost, a to béhem transportu i pii nasledném skla-
dovani. BohuZel ani sebelepsi systém vyroby a kontroly nedo-
kaze jednoznac¢né zarucit, Ze findlni vyrobek bude mit dobrou
senzorickou stabilitu.

Jedny ze slozek, které maji tésny vztah k popsanym kva-
litativnim znakiim a stabilité piva, jsou polyfenolové latky. Do
piva se dostdvaji z je¢mene, resp. sladu, chmele a chmelovych
vyrobkd jako piirodni slozky, které dalekosdhle ovliviiuji jeho
senzorické vlastnosti i celkovou trvanlivost.

Rostlinné polyfenoly jsou amorfni ldtky fenolické povahy,
které jsou rozsifeny v nejriiznéjSich ¢dstech rostlin — v kife,
drevé, listech, plodech, kofenech i v patologickych ttvarech.
Jsou charakteristické fadou zevnich spole¢nych vlastnosti.
tymi solemi ddvaji tmavé sraZeniny, oxiduji se v alkalickém
prostiedi atd. Jsou v rostlinné fiSi vSudypfitomné, dodavaji
rostlindm charakteristické zbarveni, nékdy piiznacnou chuft
plodiim, ale nejcastéji jsou smyslové nevyrazné.
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Jejich hlavnimi piedstaviteli jsou flavonoidy, zahrnuji se
vSak mezi né i kumarinové derivdty, chinony, ubichinony,
Stépné produkty testinovych kyselin, derivaty kyseliny chlo-
rogenové a volné fenolové kyseliny.

2. Chemicka struktura prirodnich
polyfenoli piva

Nejvice zastoupenou skupinu polyfenolovych slozek piva
predstavuji flavonoidy, které patfi do rozsahlé skupiny rost-
linnych fenolfi obsahujicich v molekule dvé benzenovd jadra
spojend tffuhlikatym fetézcem v uspoifddani C,—C;—Cq a je-
jichz struktura se odvozuje od skeletu heterocyklického flava-

nu (/).
DL *

Cc
=

Uvedené polyfenoly se obvykle rozdéluji do ¢ty podsku-
pin na chalkony, flavanoidy, flavonoly a anthokyanidiny'.
Chalkony jsou prvnimi intermedidty v biosyntéze flavonoidi
vznikajicimi reakci mezi kyselinou kumarovou a tfemi acetd-
tovymi jednotkami, katalyzovanou enzymem chalkonsyntha-
sou (schéma 1). Dalsi adice prenylu nebo geranylu mohou vést
k prenylovanym chalkontim. Flavanonova struktura vznikd
isomeraci chalkonu enzymem chalkonisomerasou a jeji nd-
slednd oxidace vede k flavonoltim, kdeZto redukce k flavano-
lim. Flavanolovd polymerace mtze ddle vést k dobie zndmym
proanthokyanogenim. V tomto pfipadé se vytvdii vazba mezi
C-8 kruhu A a C-4 prostfedniho mustku. Kréitké polymery
s méné nez 10 jednotkami jsou obvykle oznacovany za oligo-
mery, kdezto dlouhé fetézce polymert jsou zndmy jako tani-

ny

I flavan

Ze chmele se dostdvaji do piva navic prenylované flavo-
noidy s prenylovym substituentem na kruhu A. Vice nez 80 %
z nich tvoii xanthohumol, ktery gfechaizf do piva v isomero-
vané formé jako isoxanthohumol-.

Skupina flavanoidt je extrémné diverzifikovand. Ve fla-
vonech a isoflavonech je 2,3-dvojnd vazba konjugovand
s 4-oxo funkci, ve flavan-3,4-diolech jsou hydroxyskupiny na
uhlicich C-3 a C-4, ve flavan-3-olech je jen jedna hydroxy-
skupina v pozici C-3 a ve flavanonech je v pozici C-4 oxo-
skupina. B kruh se mtize také posunout do polohy C-3 nebo
C-4, jak je tomu v piipad€ isoflavonti a neoflavont.

Do piva ptechdzejici flavanoly ze chmele jsou reprezento-
véany hlavné flavan-3-oly katechinem (I/) a anthokyanogeny
(1D (cit.Y). Autofi izolovali ze chmele odridy Bullion Sest
flavanoidnich subfrakci: monomery, dimery, trimery a tfi
polymerni frakce se zdanlivym polymera¢nim stunpném 3,76
az 11,7.

Z vysledki prezentovanych autory vyplynulo, Ze jednodu-
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ché flavanoly (monomery, dimery a trimery) predstavuji pou-
ze mens$i dil chmelovych flavanoidd. Nalezli dva monomery,
katechin a epikatechin. Proanthokyanidin B1 (obsahujici mo-
lekulu katechinu vdzanou na epikatechin) a proanthokyanidin

fenylalanin

uhlohydraty — X
NH, '
\ HO

COSCoA
- CHZ/
HOOC

malonyl-CoA

N

3xC,
acetat
OH
HO OH O
CI !
OH O chalkon
H OH
HO l o O
OH ﬂa.vanop
(naringenin)

OH

OH O flavonol
(kempferol)
Schéma 1. Biosyntéza flavanoida™’
OH
HO O
O OH
OH
Katechiny chmele ‘ R
katechin ‘ H
gallokatechin OH
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B3 (dvé molekuly katechinu) tvotily vétSinu dimerové frakce,
zatimco hlavnim trimerem byl proanthokyanidin C2 (tfi kate-
chinové jednotky). Oligomerni frakce byla pfitomna v nejvét-
$im mnoZstvi a tvorila az 80 % flavanoidniho extraktu chmele.

COOH COOH

kyselina kumarova

|

OH
CoAS |
kumaroyl-CoA
o

OH
oo L
O OH
————— »
OH
OH katechin
OH
HO o) O
OH
OH
HO O
SO0
OH
OH proanthokyanidin
R?
RO
® .
=
7 OH g
OH
Anthokyanogeny chmele ‘Rl R? R?
pelargonidin H OH H
kyanidin OH OH H
delfinidin OH OH OH

42



Chem. Listy 96, 90 — 95 (2002)

Flavanoly pfichdzeji do pivovarského procesu ze surovin
prevazné ve formé flavonolovych glykosidi. Vétsina z nich
byla identifikovdna jako mono-, di- a tri-glykosidy kvercetinu
(IV) a kempferolu (V) a bylo pfitomno jen malé mnoZzstvi
myricetinu. Ctyii hlavni zastoupené glykosidy byly kvercetin
a kempferol-B-3-glukosidy a B-3-rutinosidy”.

Prestoze chmelovar umoziuje extrakci 90 % flavonolo-
vych glykosidd, jsou nalézany ve velmi nizkych koncentracich
jak v mladinég, tak i v pivu. Pfes jejich vysoké antioxida¢n{
uc¢inky se predpoklddd, Ze flavonoly jen mdlo piispivaji k re-
dukéni sile chmele a mladiny. Ctyfi hlavni glykosidy byly
kvercetin, kempferol, B-3-glukosidy a B-3-rutinosidy®’. Podle
VanSumere a spol.® existuje velkd variabilita v pomérech
glykosidii u jednotlivych odrd, coz umoziuje identifikaci
kultivarti.

Kumarinové derivaty jsou pfimo ve chmelu, v je¢menii ve
sladu. Vyskytuji se bud jako volné aglykony nebo jako glyko-

H
HO 0
O | OH
OH  oH

OH O
1V kvercetin
H
O
OH H

OH O
V' kempferol

HOOC OH

OH

VIII kyselina chlorogenova

Schéma 3. Sté&peni kyseliny chlorogenové

OH
=Y R2

COOH
Derivity kyseliny p-hydroxybenzoové | R! R’
XI  kyselina p-hydroxybenzoova | H H
XII  kyselina protokatechovd OH H
XIII kyselina gallova OH OH
X1V kyselina vanilinova H OCH,
XV kyselina syringova OCH; OCH;
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sidy, obvykle B-D-glukosidy®'’. Jejich struktura je odvozena
od laktont o-hydroxykyselin, zejména kyseliny o-hydroxy-
skoticové (VI), resp. kumarinu (VII) (schéma 2).

Chinony a ubichinony piechdzeji do piva z jecmene a sladu
pouze jako minoritni sloZky a jejich role je spojena s oxidore-
duké&nimi pfem&nami'’. Derivaty kyseliny chlorogenové tvoii
bohatou skupinu aromatickych hydroxy- a methoxykyselin
odvozenych pfevazné od kyseliny chlorogenové (VIII), kyse-
liny kdavové (X) (schéma 3) a kyseliny p-hydroxybenzoové
(XI). Mohou snadno podléhat kondenzacnim reakcim a oxi-
da¢nim pfeméndm na chinony, které se napojuji na chemismus
hné&dnuti mladiny'%

Aromatické kyseliny a stejné produkty testinovych kyselin
jsou predstavovdany zejména kyselinou vanilinovou (X1V),
ferulovou (XIX), syringovou (XV) a sinapovou (XX), které se
vyskytuji v kli¢cich sladovaného je¢mene i ve chmelu'. Do
této skupiny polyfenolovych ldtek patii i cukerné estery kyse-
liny gallové, Castéji m-digallové a derivaty kyseliny ellagové
(XXI), kterd je oxida¢nim produktem kyseliny gallové.

Z uvedeného prehledu je patrnd Sirokd diverzifikace poly-
fenolovych slozek prechdzejicich v pribéhu pivovarského
procesu do piva bud v nepozménéné, ale jesté Castéji v pozmé-
néné formé. Situace se stdvd navic slozitéjsi tim, ze dileZity
zdroj polyfenold piva, chmel, se v soucasné dobé stdle vice
zpracovava ve formé chmelovych vyrobku (extraktt, pelet,

H

J H N
—_—
COOH
OH (0] 0

VI kyselina o-hydroxyskoficovd VII kumarin

Schéma 2. Tvorba kumarinu z kyseliny o-hydroxyskoficové

HOOC

OH

OH OH
OH HO
— +
O0—COC=—C OH
HOOC—C=C
H H

IX kyselina chinovd X kyselina kdvova

R4
R3 R5
C=C—COOH
H H
Derivaty kyseliny skoficové ‘ R’ R* R’
XVI  kyselina skoficova H H H
XVII  kyselina p-kumarovd | H OH H
XVIII kyselina kdvova H OH OH
XIX  kyselina ferulova H OH  OCH,
XX  kyselina sinapovd OCH; OH  OCH,
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hydrogenovanych a isomerovanych prepardtd), pfi jejichz vy-
robé dochdzi ke zméndm slozeni polyfenolovych ldtek.

3. Reakce prirodnich polyfenoli
a jejich zmény v technologii

V pivu je pfitomna Sirokd $kdla polyfenolovych litek.
Slozky o nizs$i molekulové hmotnosti, pfedstavované zejména
volnymi aromatickymi kyselinami, jsou pfitomny v mensi

flavonoidy, zejména flavanoly a jim strukturdlné podobné
flavonoly.

Toto jednoduché rozdéleni potvrdil a upiesnil Ros
v jedné z nejnovéjsich klasifikaci polyfenolt vyskytujicich se
v pivovarském procesu. Polyfenolové latky rozdélil do dvou
velkych skupin. Prvni jsou fenolické kyseliny zahrnujici deri-
vdty kyseliny benzoové (ortho- i para-) a derivdty kyseliny
skoficové (XVI). Do prvé podskupiny patii kyselina salicylo-
vd, kyselina gentisovd, kyselina p-hydroxybenzoova (X7), ky-
selina protokatechova (XII), kyselina gallova (XIII), kyselina
vanilinovd (XIV) a kyselina syringovd (XV). Do druhé pod-
skupiny patif kyselina p-kumarovd (XVII), kyselina kdvovd
(XVIII), kyselina ferulovd (XIX) a kyselina sinapovd XX. Dru-
hou velkou skupinou jsou flavonoidy. Ty jsou déle rozdéleny
na flavany (flavanoly a prokyanidiny), anthokyany a flavonoly.

V pribéhu pivovarské technologie dochdzi k fadé che-
mickych premén polyfenolovych slozek pochdzejicich z pt-
vodnich surovin, ptedev§im v pribéhu chmelovaru, kvasent,
filtrace, a stabilizace koloidnich vlastnosti piva. Neméné vy-
znamnymi zménami jsou procesy starnuti piva, které se pro-
jevuji snizenim senzorické kvality dlouhodobé skladovaného
piva. Jednd se o reakce hydrolytické, isomeracni, kondenzacni
az polymeracni a oxidoreduk¢ni.

Hydrolytické reakce vedou obvykle ke $tépeni glykosidd

14,15

0
HO 0
O OH
o

XXI kyselina ellagova
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na aglykony a odpovidajici sacharidické slozky a vyrazné se
v kvalité hotového piva neuplatiiuji. Z isomeracnich reakcf je
nutno uvést predevsim pfeménu xanthohumolu (XX//) na isox-
anthohumol (XXIIT) béhem chmelovaru'® (schéma 4).

Kondenza¢ni az polymeracni reakce se uplatiiuji prede-
v§im ve smyslu tvorby vySemolekuldrnich celki s vysokou
srdzeci aktivitou vici bilkovindm extraktu piva. Tim dochdz{
k tvorbé polyfenol-bilkovinnych komplexd, které za ur¢itych
podminek mohou vypadavat z roztoku, a tim vytvaret koloidni
zdkaly. Teorii vazeb Polgfenolonch latek na bilkoviny vypra-
coval Siebert a spol.'" 2’ Na zdkladé studii modelovych systé-
mt v riznych ndpojich prokdzali, Ze zdkalotvorné polyfeno-
lové slozky maji dvé a vice vazebnych mist, kterymi se vaz{
na specifickd mista zdkalotvornych bilkovin, jejichz pocet
souvisi s obsahem aminokyseliny prolinu. Vazby polyfenolo-
vych slozek na bilkoviny se uskuteciiuji na principu nekova-
lentnich interakcfi a tvorbou mistkd mezi molekulami. Hydro-
fobn{ interakce se uplatiuji ve vétsi mife nez vodikové mist-
ky. Vazebnd schopnost, specifita a dostupnost vazebnych mist
zavisi na chemické a fyzikalné-chemické povaze polyfenold.
Diilezitou roli v téchto procesech hraje i pH prostfedi. Vhod-
nymi stabilizaénimi postupy, dnes zaloZenymi pifedevSim na
adsorpci zdkalotvornych prekurzort na inertni filtraéni mate-
ridly, Ize tvorbu koloidnich zdkali vyrazné potlacit. Koloidn{
stabilizace piv se uplatiiuje pfedev§im pfi vyrobé exportnich
piv s pozadovanou dlouhodobou trvanlivosti a povazuje se
dnes za technicky vyfeSenou.

Dosud nevyiesenym problémem pivovarské technologie
vSak zlstdvd otdzka senzorické stability piva, kterd pfimo
souvisi s oxidacné-redukénimi procesy probihajicimi v piva
po naplnéni do konzumniho obalu. Uvedené procesy jsou sou-
hrnné nazyvdny stdrnutim piva a polyfenolové slozky v ném
hraji dtlezitou roli. Pisobenim svétla, tepla, kovovych iontt,
mechanického pohybu a dalSich faktori jsou iniciovdny reak-
ce, vedouci ke tvorbé volnych radikdlti zpasobujicich autooxi-
daci polynenasycenych lipidickych slozek extraktu piva. To
md za nasledek tvorbu tékavych karbonylovych sloucenin
odpovédnych za nepiiznivé chufové zmény vyvolané Sirokou
Skélou karbonylovych latek.

Tvorba karbonylovych slouéenin probihd nékolika riizny-
mi mechanismy. Antioxidanty pak mohou pusobit jako ,,la-
pace” volnych radikdlt a kysliku a rovnéz tak jako maskovaci
¢inidlo v dtsledku tvorby cheldtd s kovovymi ionty. Polyfe-
noly a zejména flavanoidy jsou pfitom povazovédny za nejicin-
né&jsi pfirozené antioxidanty piva.

Irwin®' se spolupracovniky dospéli k zavéru, e vieobecné
ovlivnéni chufové stability polyfenolovymi latkami zdvisi na

HO 0]
OO — O

O-CH,

XXII xanthohumol

Schéma 4. Isomerace xanthohumolu pfi chmelovaru'®

44

O-CH,

XXIII isoxanthohumol



Chem. Listy 96, 90 — 95 (2002)

absolutni i relativni koncentraci trihydroxy- i dihydroxy- fla-
vanoidd v pivu. Bylo zjisténo, Ze trihydroxyflavany, napf.
prodelfinidin, mohou piisobit jako prooxidanty v mechanismu
senzorického starnuti piva, zatimco dihydroxyflavany, napft.
katechin a prokyanidin B3 mohou chrénit citlivé 1dtky pied
oxidaci a nejsou schopny vystupovat jako prooxidanty.

Biovin® se spolupracovniky rovnéz referuje o zcela jasné
zavislosti antioxidacnich vlastnosti sladu, resp. sladiny na
obsahu a skladbé polyfenolovych ldtek. I podle téchto autord
tvofi polyfenoly hlavni pfirozené antioxidanty piva a plisobi
dvéma mechanismy, jako lapace volnych radikdld a jako
inhibitory aktivity lipoxygenas. Ddle zjistili, Ze antioxidacn{
ucinnost sladu je zdvisld na odridé jecmene a technologii
sladovani.

Starnuti piva se tak stdvd jednim z kli¢ovych problémi
pivovarského vyzkumu a technologie. V soucasnosti se vse-
obecné uzndvd platnost radikdlové teorie, podle niz se pii
starnuti uplatiuji zejména radikdly organickych i anorganic-
kych sloucenin, které podporuji pribéh radikalovych proces.
Zv14stni vyznam pfi tom maji slouc¢eniny kysliku, popt. jeho
excitované stavy.

Polyfenolové slozky piva maji silné antioxidacni vlastnos-
ti*. Jsou napf. schopny likvidovat hydroxylové radikdly gen-
erované pii fotolyze peroxidu vodiku, reaguji s 0 a lO2
a s peroxyradikdly, v¢etné terminace fetézové reakce béhem
autooxidace mastnych kyselin. Autofi zjistili, Ze aktivita fla-
vonoidt klesd v potfadi myricetin > kvercetin > rhamnetin >
naringenin > katechin > 5,7-dihydroxy-3’,4’,5’-trimethoxy-
flavon > kempferol > flavon. Aktivita vzristd s poctem hy-
droxylovych skupin substituovanych na aromatickém kruhu
B a pfitomnost hydroxylu na C-3 a jeho glykosylace dile
nezvysuje ,,pohlcovaci ti¢innost. Rada z p¥irodnich polyfe-
nolovych slozek je silnéj$imi antioxidanty, nez jsou prokdzané
antioxida¢né u¢inné vitaminy C, E a provitamin B-karoten.

4. Zdravotni a hygienické ucinky
polyfenolovych slozek piva

Presny vliv polyfenolovych sloZzek piva na lidské zdravi
se prisuzuje predevsim jejich antioxidacnim dcinkim, které
jsou schopny eliminovat negativni tcinky volnych radikélt
v krvi. Souhrnné maji polyfenoly Siroké spektrum pifiznivych
uc¢inkt na lidské zdravi, zahrnujici t¢inky antioxidac¢ni, anti-
kancerogenni, antimikrobidlni, imunomodulacni a protizanét-
livé. Ddle se tcastni procest regulace tlaku krve a hladiny
glukézy v krviZ?,

JestliZe jsou antioxidacni fenolické komponenty stdle pii-
jimény pravidelnou spotiebou ndpojt obsahujicich pravé tyto
latky, sniZuji kolektivné trombotické jevy, a tim pfispivaji ke
zlepseni aterosklerdzy a snizeni vyskytu onemocnéni a imrt-
nosti na nemoci cévni soustavy. Bylo zjisténo, Ze fenolické
latky piva a cerveného vina inhibuji médi katalyzovanou
oxidaci LDL (nizkodenzitn{ lipoprotein), a tudiZ maji vici ni
silné antioxidacni L’léinky24.

Ve chmelu a v pivu pfitomné prenylované flavonoidy jsou
schopny inhibovat oxidaci LDL, hrajici klic¢ovou roli pfi vzni-
ku ateroskler6zy>>*. Hlavni prenylchalkon xanthohumol vy-
kazuje vysokou antioxidac¢ni aktivitu pii inhibici oxidace LDL,
vy$8inez o-tokoferol, ale niz$i neZ flavonol kvercetin. V pivu
se navic nachdzi i jeho isomer isoxanthohumol s prokdzanym
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antikancerogennim potencidlem. Pfi blokovani Skodlivé ptiso-
bicich enzymi je dokonce uginng&jsi nez xanthohumol'! . Po-
lyfenoly obsazené v pivu jsou schopny vdzat LDL a VLDL
(nizko- a velmi nizkodenzitni lipoprotein) v plazmé, a chrénit
je tak proti oxidaci ex vivo. Obdobné uc¢inky vykazuje i ubi-
chinon-10. Navic se pfedg)oklédé, Ze xanthohumol je ptivod-
cem oestrogenni aktivity?’.

Z uvedeného prehledu jsou ziejmé priznivé tcinky poly-
fenolovych slozek piva na lidské zdravi. Na druhé strané nelze
opominout v pivu obsazeny alkohol, ktery naopak muize byt
pfi piiliSné konzumaci ptivodcem fady zdravotnich poskozeni.
Zdravi prospésnd konzumace, tzv. fizené neboli moderované
piti by nemélo pfesdhnout podle riiznych zdrojt 0,5 az 1 litr
denné, posuzovdno vSak vZdy s ohledem na celkovy zdravot-
ni stav konzumenta. Pfi konzumaci piva je doporucovino
pit pivo béhem jidla, aby jeho vstfebdavani bylo pomalejsi
a ochranny ucinek delsi.

5. Zavér

Prirodni polyfenolové slozky piva pochdzejici z jeCmene,
sladu a chmele vykazuji vyrazné antioxida¢ni icinky, které se
projevuji pfedevs§im v inhibici oxida¢nich pfemén lipidickych
slozek, a tfm blokovdnim procest starnuti chuti piva. Pfimé-
fend konzumace piva je jednim z moznych zdrojt ptirodnich
antioxidanti a latek s prokazatelnymi antisklerotickymi, anti-
kancerogennimi, antimikrobidlnimi, antioxida¢nimi, oestro-
gennimi, imunomodula¢nimi a protizdnétlivymi dcinky.
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Fenolické sekunddrni metabolity napodobujici strukturu
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resveratrol
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estradiol

prirozenych savcich estrogend jsou obsazeny ve vice nez 300
rostlindch'. Isoflavony, lignany, kumestany a stilbeny (obr. 1)
tvori nejrozsifenéjsi skupiny fytoestrogenti a jsou v rostlindch
pritomny piedevsim ve formé glykosidd. Pro lidskou populaci
je hlavnim zdrojem fytoestrogenti potrava, ale neni zanedba-
telnd ani expozice environmentdlnim estrogentim, tzv. xeno-
estrogendm. V této souvislosti je vyznamné zjisténi, Ze strava
bohatd na fytoestrogeny by mohla vyrazné snizovat® interakce
slabsich xenoestrogeni s estrogennimi receptory (ER).

2. Vyskyt
Isoflavony jsou taxonometricky rozsiteny v prirodé jen
tlzce, a to v rostlindch vikvovitych (Viciaceae). Jejich nejbo-
hat$im zdrojem je séja lustinatd, ddle se vyskytuji v erveném
jeteli (Trifolium pratense) a v nékterych lécivych rostlinach,
jako je krucinka barvitska (Genista tinctoria) a janovec met-
laty (Sarothamnus scoparius) (cit.}). V malé mife jsou zastou-
peny i v Zité a vyrobcich z ného, objevuji se i v pivu a bour-
bonu. Nové& byly nalezeny i v rybizu a daliim drobném ovoci®.
Séja obsahuje tfi hlavni isoflavonové fytoestrogeny, jejichz
aglykony jsou daidzein, genistein a glycitein®. Formononetin
a biochanin A jsou hlavnimi isoflavony &erveného jetele®.
Lignany jsou v nejriznéjsich semenech, celych zrnech,
luscich zeleniny a v ovoci, ale pfi technologickém zpracovani
vyuzivajicim moderni techniky mleti je obvykle frakce lig-
nanti oddélena spole¢né se slupkami a vldkninou. Z tohoto
divodu neni lidskd strava na lignany pfili§ bohatd. Nejdu-

lezitéj$im zdrojem li%nanﬁ jsourostlinné oleje, zejména Inény

enterolakton

8
(>
HO

diethylstilbestrol

ipriflavon

Obr. 1. Struktura vybranych fytoestrogeni genisteinu (isoflavon), kumestrolu (kumestan), enterolaktonu (lignan) a resveratrolu
(stilben) v porovnani s prirozenym (estradiol) a syntetickym (diethylstilbestrol) estrogenem, antiestrogenem (tamoxifen) a \i¢innym

syntetickym isoflavonem (ipriflavon)
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v koncentraci 0,8 mg. g’1 vedle minoritniho matairesinolu; Inéna
semena obsahuji SECO kolem 3,7 a po odtuénéni 5,5 mg.g ™.
Dalsim zdrojem lignand je celozrnné Zitné pecivo nebo riizné
typy vlzikninyg’9 a byly nalezeny i v drobném ovoci'®. Difve se
predpoklddalo, Ze lignany jsou metabolity pouze vyssich rost-
lin, ale nyni se vi, Ze existuji i pfirozené savci lignany, ente-
rodiol a enterolakton, které byly dokdzany v biologickych
tekutindch lidi i zvitat.

Ackoliv byla z rostlin izolovdna fada kumestani'!, z hle-
diska estrogenni aktivity a obsahu v rostlinném materidlu
je nejdidlezitéjsi kumestrol, ktery je zdkladnim fytoestroge-
nem vojtésky (Medicago sativa) (cit."?). Pro ¢lovéka je opét
zdrojem kumestant potrava, resp. vhodné dietetické dopliiky,
a to hlavng kli¢ky vojtéiky s obsahem'® kumestrolu v suging
56 mg.g .
nejvice obsazen ve slupkdch cervené révy vinné (Vitis vini-
fera). Jeho koncentrace ve §tdvé z Gerveného hrozna je'* od
6,3 do 15,3 mg.I"!, zatimco pro bilé odriidy se hodnota pohy-
buje od 0,2 do 0,5 mg.I™".

3. Metabolismus a farmakokinetika

Isoflavony, lignany i stilbeny prochdzeji katabolismem
podobnym jak u lidi, tak u zvifat, zatimco metabolismus
kumestantd nebyl doposud popsén.

Absorpce fytoestrogent je zahdjena hydrolyzou glykosidd
sttevnimi bakteridlnimi B-glukosidasami, kyselinou chloro-
vodikovou v zaludku nebo B-glukosidasami pfitomnymi v po-
travé'®. Po absorpci v tenkém stievé jsou volné aglykony
transformovany v jtrech na glukuronidy a sulfoglukuronidy.
Podle profilu konjugdtd vylu¢ovanych moci je prvni zptsob,
tj. pies glukurondty, dominantni'®, Tyto konjugaty jsou podob-
né jako u endogennich estrogeni vylu¢ovany moci a v mensi
mife stolici, rovnéz piechdzeji do zlu¢i a dostdvaji se do
krevniho fecisté. Po vylouceni do Zlu¢i mohou byt konju-
gované fytoestrogeny znovu hydrolyzovdny stievnimi bakte-
riemi. Dekonjugace pak muize vést k opakované absorpci
a degradaci v tenkém stievu!’. Flavony inhibuji konjugaci
resveratrolu, a tim by mohly zvySovat jeho biologickou dos-
tupnost18 pro organismus.

Daidzein je metabolizovan'® na dihydrodaidzein, ktery se
ddle transformuje bud na equol nebo O-demethylangolensin
(ODMA). Schopnost produkovat oba tyto metabolity daidzei-
nu je individudlni a uddv4 se, Ze jen kolem 3040 % gopulace
vyluguje po podani isoflavonii prokazatelné equol*”*'. Meta-
bolismus déti v neonatdlnim véku neprodukuje equol viibec
diky nepfitomnosti odpovidajici stievni mikroflory**. Geni-
stein prechdzi na dihydrogenistein, ktery je ddle metaboli-
zovdn na 6”-hydroxy-ODMA, a kone¢nym metabolitem je
p-ethylfenol. Neddvno byla identifikovana kyselina p-hydro-
xyfenyl-2-propionova jako novy metabolit genisteinu”. Rost-
linné lignany SECO a matairesinol jsou lidskymi stfevnimi
bakteriemi pfeménény na savci lignany, enterolakton a entero-
diol**?, Diilezitym poznatkem je, Ze metabolismus fytoestro-
gend je variabilni a individudln{ a zdvisi na fadé faktord, jako
je pohlavi, stdfi, fize menstruac¢niho cyklu, ddavka, doba ex-
pozice apod.

Milo je znamo o distribuci fytoestrogend v rtiznych tka-
nich. Po intravenosnim podani daidzeinu krysim samcim byla
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nalezena vysokd koncentrace daidzeinu v plazmé, jatrech,
plicich a ledvindch, stfedni v kosternim svalstvu, srdci a slezi-
né a jen nizkd v mozku a varlatech?. Hladina genisteinu
v plazmé po ordlnim podéni krysdm byla vyssi u samcti nez
u samic a nejvyssi koncentrace genisteinu, jeho konjugati
a metabolitl byla stanovena ve vaging, déloze, vajecnicich
a prostat&”’. Koncentrace isoflavonii v jatrech, ledvinach a d&-
loze krys je zhruba 2 az 5x vy3ii nez v plazmé?.

U skupiny Zen v postmenopause29 a zdravych muzi® ve
véku 20-40 let bylo zji§téno, Ze vytéznost isoflavonti v moci
byla vyssi, pokud byl poddvan tempeh, pokrm vyrdbény ze
sojovych fazoli fermentacné. To by mohlo naznaCovat, Ze
fermentace zvySuje biologickou dostupnost isoflavont séji.
Vytéznost isoflavoni v moci sledované skupiny zdravych
mladych Zen®' a muzi*? po konzumaci séjového mléka byla
v rozmezi 15-66 %. Béhem téchto studii, které trvaly jeden
meésic, poklesla vytéznost daidzeinu a genisteinu u Zen o 1/3,
zatimco u muZzd byla tato hodnota stdld. Pokud bylo s6jové
mléko poddvano kratkodobe, Zeny vylucovaly vice genisteinu
a daidzeinu nez muzi®. Tyto vysledky naznaCuji moZnost
zmén v metabolismu isoflavoni u Zen vystavenych dlouho-
dobé expozici, proto autorfi rozsitili zabér dlouhodobé studie
i na sledovani equolu. Potvrdili, 7 vytéznost daidzeinu a ge-
nisteinu po 4 tydnech kazdodenni konzumace sdji poklesne
u zen o 31 a7 42 % a zaroven se zkrati polocas absorpce a vy-
lucovdni. Naproti tomu vytéZnost equolu vyznamné vzrostla
3 az 100x a jeho polocas vylucovani vzrostl rovnéz. Zda se,
Ze chronickd expozice isoflavony zplsobi u Zen rychlejsi
metabolickou degradaci za vzniku neisoflavonovych metabo-
litti (equol). Zvysend produkce equolu, siln&jsiho a déle piso-
biciho estrogenu, nez jsou isoflavony, mize ménit a maskovat
estrogenni potenci isoflavonovych prekurzori konzumova-
nych v potrave.

Dile se ukdzalo®¢, 7e Zeny, které vyluduji stolici méné
nez 1 % poddvaného mnozstvi isoflavond, vylucuji i modi jen
10-16 %. Druhd ¢4st Zen vylucovala vyssi koncentrace isofla-
vonu jak stolici (5 %), tak moci (27-32 %). Tato data podporuji
teorii o podstatnych rozdilech v individudlnich metabolis-
mech. Pfitom vyluc¢ovani daidzeinu mo¢i bylo vzdy vyssi nez
v piipadé genisteinu®, coz by podle autori mohlo naznacovat
lepsi biologickou dostupnost daidzeinu. Jind studie rovnéz
sledujici skupinu zdravych muzi®’ popisuje vy$3i vytéznost
pro daidzein (62 %) neZ genistein (22 %). OvSem podle téchto
autort, je to pravé genistein, ktery je efektivnéji absorbovan
z intestindlniho traktu a zdrZuje se v enterohepatdlni cirkulaci
déle, takZe mize piisobit silnéji. Dlilezité a zajimavé vysledky
piindsi prace®, zabyvajici se monitorovanim isoflavont v mo-
¢i, plazmé a materském mléku po jednordzovém a opako-
vaném poddni sdjovych fazoli. Piijem fytoestrogenti vyvolal
rychlou a na dédvce zdvislou odpovéd v matefském mléku,
maximdlni koncentrace isoflavont bylo dosaZzeno za 10-14
hodin a eliminace byla dokon¢ena za 2—4 dny. Podobné jako
u moci a plazmy i v matetském mléce probihala eliminace ve
dvou vlndach, ta druhd byla vyvoldna pravdépodobné uvol-
nénim isoflavonii z enterohepatdlni cirkulace. Tento proces se
ostatné u metabolismu fytoestrogenti uplatiiuje Casto™. Jest-
lize 1ze o metabolismu isoflavond fici, Ze je variabilni, pak toto
tvrzeni plati v jeSt€ vét§i mife pro lignany- ° Muzi vylucuji vice
enterolaktonu a méné enterodiolu neZ Zeny” a lignany jsou
vyluCovany také predev§im moci, a to ve formé konjugdtd,
a dle stolici ve volné, nekonjugované podob&®.
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4. Soja jako zdroj fytoestrogent

Typickym zdrojem fytoestrogenti je potrava bohatd na séju
ajeji produkty40. V souvislosti s nemoci Silenych krav stoupa
ve vyziveé vyznam séjového masa, napt. jako vhodné nahrazky
masovych karbandtk v fetézcich rychlého obcCerstveni. V Asii
se tesi znacné oblibé pokrmy vyrdbéné fermentaci séjovych
fazoli, jako je napf. tempeh, miso nebo s6jovd pasta, které
obsahujiisoflavony hlavné ve formé volnych aglykonii. Obsah
fytoestrogenti v potravindch do zna¢né miry zdvisi na tech-
nologickém zpracovani suroviny. Néktefi autofi popisuji mir-
né sniZeni obsahu daidzeinu a genisteinu pfi mleti séjovych
fazoli>*, jini podobny vliv nezaznamenali*'. Pfi vafeni se
daidzein a genistein nerozkladaji*, ale prazeni fazoli vyvoldva
ztraty okolo 21 % pro genistein a 15 % pro daidzein. Zmrazené
sojové fazole obsahovaly o 20-30 % méné genisteinu a daid-
zeinu ve srovndni s ¢erstvymi a rovnéz skladovani syrovych
fazoli zpisobilo** pokles obsahu fytoestrogend az o 75 %.
Vyroba tofu neovliviiuje obsah isoflavoni*>** Naopak pfi
vyrobé séjovych parki nebo tofu jogurtu se snizi obsah fyto-
estrogend a7z desetkrdt. Odstranéni tukd z prdskovych
sGjovych surovin vede* obvykle ke sniZeni obsahu isoflavont
0 3040 %. Sojovy protein izolovany extrakci ethanolem obsa-
huje jen asi 50 % fytoestrogenti piivodné v sGje pritomnych**.

Vétsina autorl se prikldni k ndzoru, Ze hlavnim divodem
rozdilné koncentrace fytoestrogenti v podobnych potravindch
(tab. I) je nutno hledat v ptivodu vstupni suroviny, nebot napf.
sojové fazole z Japonska a USA maji zhruba stejny obsah
daidzeinu, ale 1i8 se aZ 0 27 % v obsahu genisteinu. DalS$im
faktorem muze byt doba skladovéani potravin v obchodech,
klimatické a péstebni podminky a vegetacni zralost rostlinné
suroviny.

O tom, kolik fytoestrogend piijimd ¢lovék s potravou,
rozhoduji v prvé fade¢ tradi¢ni ndrodni zvyky. Vétsina asijské
populace konzumuje 20-80 mg genisteinu za den, zatimco
prijem genisteinu v USA ¢inf pouze 1-3 mg denné&®’. Dal§im
nezanedbatelnym vlivem je skladba potravy v rtiznych die-
tach. Ti lidé, ktefi upfednostiiuji makrobiotickou stravu, vylu-
Cuji moci 4x vice fytoestrogent nez laktovegetaridni, a ti zase
asi 2x vice nez konzumenti jak zZivoci$né, tak i rostlinné
stravy54.

5. Utinek fytoestrogenii na lidské zdravi

Prokazatelné niz$i vyskyt nddorovych onemocnéni prst,
vajecnikd, délohy a prostaty v asijskych zemich ve srovnan{
se zdpadni civilizaci se zdd byt zpisoben spiSe Zivotnim
stylem nez geneticky55 6 A protoZe tradi¢ni asijskd kuchyné
je bohatd na lusténiny a séju obzvldsté, vyvolalo jednoduché
konstatovéni, Ze pravdépodobnost vyskytu nddord je az 20x
nizsi, obrovskou vlnu zdjmu o isoflavony. Podobny zdjem
vyvolal i resveratrol v souvislosti s tzv. francouzskym para-
a uréité druhy rakoviny ve Francii. Uginek fytoestrogent po-
kryvd spektrum potencidlnich mechanism, které mohou na-
konec vést k estrogennimu nebo antiestrogennimu efektu na
metabolismus, a to v zdvislosti na fadé faktord, jako je jejich
koncentrace, koncentrace endogennich estrogent, typ recep-
toru a ddle na individudlnich charakteristikdch subjektd, jako
je pohlavi, vék atd.
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Tabulka I
Obsah daidzeinu a genisteinu v sdje a rliznych potravindch
vyrobenych ze s6ji®

Potravina Daidzein Genistein Lit.
[mg.kg'l] [mg.kg'l]
Fazole” 1001 1023 45
Fazole” 676 940 45
Fazole 1006 1382 45
Fazole® 848 1105 45
Fazole 1355 2676 44,47
Fazole® 941 1426 44,47
Mouka 654 1122 45
Mouka 412 969 44,47
Mouka 674 969 48
Mouka 789 1069 42
Mouka 658-742 837-939 43
Mouka 406 516 49
Karbanatek 26 83 44,47
Lupinky 1165 1951 50
Lupinky 419 1411 51
Lupinky 721 1222 52
Tofu 113 166 45
Tofu 238 245 44,47
Tofu 76-97 187-216 46
Tofu 644 727 49
Tofu 258 377 42
Tofu 438-1036 910-1420 47
Tofu 840 1233 47
Tempeh 405 422 44,47
Miso 1272 281 44,47
Miso 2107 227 44,47
Tofu jogurt 103 162 44,47
Parmezan 26 6 44.47
Cedar 83 62 44,47
Protein 1 89 373 44,47
Protein 2 191 640 44,47
Parky 55 129 44,47

 Vztazeno na suinu, ° stejnd surovina, ndkup kvéten 93

aleden 94, © prazené

Fytoestrogeny jsou slabé estrogeny s in vivo aktivitou 100
a7 1000x slabsi nez estradiol’’°, ale mohou byt v téle ptitom-
ny v koncentracich az 100x vyssich nez endogenni estroge-
ny’ 3,60 Endogenni receptory existuji ve dvou subtypech: dlou-
hou dobu zndmy tg/p ERa a v roce 1996 objeveny typ ERb.
Estrogenni afinita® je pro oba subtypy riizna: estradiol>>
kumestrol>genistein>daidzein>biochanin A>for- mononetin=
ipriflavon pro ERa a estradiol>>genistein= kumestrol>daid-
zein>biochanin A>formononetin pro ERb. Genistein ma k re-
ceptoru ERb asi 7x vysii afinitu®” nez k receptoru ERa. Resve-
ratrol m4 stejnou afinitu k ob&ma typtim receptori®.

Ovsem ucinek fytoestrogeni se nemusi projevovat pouze
prostfednictvim estrogennich receptord, ale mohou ovliviio-
vat rizné enzymy, syntézu proteind, transport vapniku, oxi-
daci lipidd, diferenciaci bunék nebo tcinek rustovych faktord.
Biosyntéza a ucinky lignanﬁ(’4 a syntéza a ucinky resveratro-
1u® byly neddvno predmétem referatovych &lank.
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5.1. Kardiovaskuldrni onemocnéni

Obecné je ptijimano tvrzeni, Ze niZsi ndrist kardiovasku-
ldrnich onemocnéni asijské populace je vysledkem vysokého
piijmu fytoestrogenii v potravindch™. OvSem je nutné piipustit
jisté zkresleni, protoze se mohou uplatiovat i jiné vlivy, jako
napf. niz8i obsah nasycenych tukti v potravé asijskych naroda.
Substitu¢ni hormondlni 1écba (HRT) znatelné snizuje riziko
umrti Zen v postmenopause na kardiovaskuldrni onemocnéni
(aZ 0 50 %) a rovnéZ snizuje i celkovou dmrtnost®’. Oviem po
zhruba 10 letech se vliv na celkovou umrtnost ztrdci, protoze
vzriistd pravdépodobnost imrti na rakovinu prsi vyvolanou
dlouhodobym ptsobenim HRT. Nékolik epidemiologickych
studif ukazuje na sniZeni nebezpe¢i srde¢nich onemocnéni
a moznou kardioprotektivni roli fytoestrogent pro Zeny v post-
menopause(’s’m.

Fytoestrogeny mohou mit pozitivni vliv na srde¢ni one-
mocnéni i prostiednictvim snizovdni koncentrace lipidu a li-
poproteind v plazmé. SniZovani hladiny cholesterolu u zvi-
fat séjovymi proteiny je zndmé uz del$i dobu, ale u ¢loveéka
byl tento vliv popsdn neddvno’'. Nejvysii ucinek byl zazna-
mendn u téch dobrovolnikd, ktefi méli na zacatku pokusu
nejvyssi hladinu cholesterolu. To miZe byt dtivod, proc jiné
studie’”””” vliv fytoestrogenii na snizovani cholesterolu ne-
nalezly. Ani pozitivni vysledky dalSich pokust nepfinesly
jednoznac¢nou odpovéd, nebot v nékolika piipadech byly pii-
psdny Spatnému vybéru a velikosti sledované skupiny osob,
pripadné jinym slozkdm poddvaného piipravku nez isoflavo-
ntim’®,

Isoflavony s6ji mohou stabilizovat’’ LDL lipoproteiny
proti oxidaci, o nizZ se predpokladd, Ze probihd v arteriich a je
povazovdna za jednu z moznych pficin vzniku aterosklerosy.
Kumestrol je u¢innéjsi inhibitor oxidace nez 17B-estradiol 0
zatimco isoflavony byly ti¢inné méné. Pro kombinaci kumes-
trol-kvercetin byl popsan synergicky efekt, ktery byl ale mensi
nez pro dvojici equol-kvercetingl. Fytoestrogeny jsou v po-
sledni dobé studovany i jako zachycovace volnych radikdlt.
V poptedi zdjmu stoji hlavné resveratrol, tic¢inny zejména proti
hydroxylovym radikdlim®, a genistein a equol, jejichz ak-
tivita je srovnatelnd s kvercetinem®!. Synergickym efektem je
také mozno vysvétlit ten fakt, ze komplex fenolickych ldtek
izolovany z cerveného vina mél pfi stejném davkovani vyssi
antioxida¢ni aktivitu neZ resveratrol sam®. Velice nadéjné
z4véry o pfimém vlivu fytoestrogent s6ji na potlaceni atero-
sklerosy opic pfinesla studie®, ve které preparit s isoflavony
vyrazné potlacil rozvoj aterosklerosy, ktery nebylo mozno
vysvétlit pouhym sniZenim hladiny cholesterolu v plazmé.
Vezme-li se v tivahu, Ze isoflavony zlepSuji vasodilataci u Zen
v postmenopause75’85, jsou jasnymi kandiddty pro tcinnou
prevenci aterosklerosy.

5.2. Nddorovda onemocnéni

V populaci se zdpadnim Zivotnim stylem je ndrist one-
mocnéni rakovinou prst, vajenikl, délohy a prostaty 51}369{
V soucasné dobg je rakovina prsi nejéastéjsi nddorové one-
mocnéni Zen v USA a podle poctu umrti na onkologické
choroby ji patif druhé misto®. Vyznam fytoestrogend v pre-
venci rakoviny prsi jasné dokumentuje studie zahrnujici 144
Zen s noveé diagnostikovanym onemocnénim, u kterych byly
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plazma a mo¢ analyzovdny jeité pred zaldtkem terapie®’.
Ukdzalo se, Ze u zen s vysokym obsahem hlavné equolu
a enterolaktonu je podstatné nizsi riziko vzniku a rozvinuti
rakoviny prsu. Pro Zeny v postmenopause je charakteristické,
Ze ty, které onemocnély rakovinou prst, vylucuji moci pod-
statné mensi mnozstvi lignand nez Zeny zdravé, af uz jsou
jejich stravovaci navyky jakékoliv®®®® Nejdiilezitéjsimi mar-
kery byly shleddny pravé equol a enterolakton®’. Zajimavé je,
ze Asiaté, ktefi po presidleni do USA piebiraji mistni stra-
vovaci navyky, ztraceji svoji pfirozenou ochranu proti rako-
ving® b&hem 1-2 generaci®. U muzi se piepoklada, e fytoes-
trogeny mohou mit protektivni dcinek proti rakoviné pro-
Statygo. Epidemiologické studie ukazuji, Ze vyskyt rakoviny
prostaty u Afroamericant je 125x vyssi nez u ¢inskych mu-
76°". Pravdépodobnost vzniku rakoviny prostaty je sniZena az
na 50 %, je-li vice nez 5x tydné konzumovidno tofu, jak
prokazala japonska studie®. Asigétl’ muzi maji vy$si hladinu
fytoestrogenti v plazmé a v mo&i>*i v sekretu prostatickych
71z, coz je v souladu s teorii o preventivni roli téchto
rostlinnych ldtek. I muzi z oblasti kolem Stfedozemniho moie
jsou vice chranéni”® proti rakoviné prostaty diky lepSimu
sloZeni potravy. RovnéZ pokusy in vitro podporuji teorii, Ze
fytoestrogeny (biochanin A, daidzein a genistein) jsou diete-
tické ochranné latky proti rakoviné prostaty”".

Konzumace s6ji a séjovych vyrobkt vykazuje negativni
korelaci i s vyskytem jinych karcinomt, nez jsou nadory
endokrinniho systému. Tak tofu potlacuje riziko vzniku rako-
viny zZaludku u japonské populace98 a rakoviny plic ¢inskych
muzi®. Denni konzumace misa je spojena se snizenim prav-
dépodobnosti vzniku rakoviny Zaludku u japonskych muzi'%,
Cinané, jejichz ro¢ni spotieba séjovych fazoli je vy3$i nez
5 kg, jsou 0 40 % méné ohroZeni rakovinou Zaludku'". Kon-
zumace séjovych vyhonki a tofu vyssi nez 9 kg za rok ve
srovndni s ddvkou mens{ nez 2 k% za rok sniZuje nebezpeci
vzniku kolorektalniho karcinomu'?.

Zavéry epidemiologickych studii a pokust na zvitatech
nejsou bohuZzel jednozna¢né podporeny experimenty s bunéc-
nymi kulturami, ackoliv je efekt in vitro fytoestrogend na rist
nddorovych bunék zkoumdn dikladné za riznych experimen-
talnich podminek. Ve vétSiné praci je sice popsdn inhibi¢n{
efekt fytoestrogend, ale v fadé ptipadd je inhibice dosazeno az
pti koncentracich fadové presahujicich fyziologické hladiny.
Tak kupiikladu genistein vykazoval antiestrogenni efekt a in-
hiboval®”'®proliferaci bun&k linie MCF-7 nadort prsi in vitro
pri koncentraci vyssi nez 10 um. Pokud se koncentrace geni-
steinu pohybovala ve fyziologickém rozmezi (1 nM az 10 um),
pak naopak rtst bunék MCF-7 stimuloval. Pfi posuzovén{
vlivu fytoestrogenti by se nemélo zapominat na to, Ze jako
slabé estrogeny budou za jistych podminek vzdy stimulovat
proliferaci bunék a genovou expresi. Jako dilezitd podminka
miZe totiZ vystupovat napi. pritomnost estradiolu, ktery je
bézné nachdzen u Zen i muzi ve vSech fazich zivotniho cyklu.
Dals{ didlezitou okolnosti mize byt zvoleny typ nddorovych
linii pouzitych k experimenttim. Nicméné vysledky dvou po-
kusii in vivo z posledni doby na zvifatech mohou zdsadné
ovlivnit orientaci dalsich praci v této oblasti a moznd i oteviit
odliSny pohled na roli fytoestrogent. Jestlize byl poddvan
genistein samicim mysi, kterym byly subkutdnné implanto-
vany nddorové butiky MCF-7, pak rychlost ristu nddorti v této
skupiné byla vyssi nez ve skupiné kontrolni'®. Pokud byl
genistein poddvdn brezim samicim mysi, pak urychloval po-
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dobné jako estradiol ve stejné ddvce pohlavni zralost mladat-
-samic'™a, co je velmi diileZité, zvySoval u nich pocet center
maligni transformace v mlé¢éné 7laze. Autofi odvozuji, Ze
expozice fytoestrogeny v téhotenstvi zvysuje riziko vzniku
karcinomu mlécné zldzy mezi potomky-dcerami. V porovnan{
s tim pfineslo sledovdni 48 Zen, které trpély benignimi i ma-
lignimi tumory prsi, vysledky zcela neocekdvané; fytoestro-
geny stimulovaly proliferaci zdravych bunék tkdné¢ mlécné
7lazy'®.

Ucinky fytoestrogendl na réizné karcinomy mohou byt
pripsdny fadé mechanismu. Jednak se jisté uplatiiuje jak jejich
estrogenni aktivita, tak antiestrogenni, kterd pfevazuje za pfi-
tomnosti endogennich estrogenti. Konecné inhibice bunék
MCEF-7 vysokymi koncentracemi fytoestrogent je pravdépo-
dobné zcela nezdvisld na interakci s ER'%. V téchto i daliich
piipadech se kliCovym mechanismem stdvd inhibice enzymd,
které jsou spojeny s rlstem bunék (ornithindekarboxylasa,
proteintyrosinkinasa a DNA-topoisomerasy), nebo enzymd
fidicich produkci estronu z androgend (aromatasa).

Isoflavony, specidlné genistein, jsou inhibitory'%”'% pro-
teintyrosinkinasy. Genistein ddle snizuje rist, indukuje dife-
renciaci a inhibuje proliferaci leukemickych bunék a melano-
mi'%M% Biochanin A a genistein maji cytotoxicky efekt na
karcinom Zaludku a tenkého stfeva''! a podle nejnovéjsich
vysledkd se pravdépodobné pfi inhibici kolorektdlniho karci-
nomu uplatiiuje i mechanismus aktivace enzymt, jako je
NADPH-chinonreduktasa, kterd chrani bunky proti mutagen-
nimu a karcinogennimu d¢inku volnych radikdld. Poradi akti-
vace bylo: enterolakton>genistein>>biochanin A>>kume-
strol'! DNA-topoisomerasy katalyzuji topologické zmény
v DNA a jsou nezbytné pro replikaci DNA. Genistein in-
hibuje'"? jak topoisomerasu I, tak II v koncentracich okolo
7-20 uM. Aromatasa katalyzuje rychlost uréujici stupeii v syn-
téze estrogend, a proto jsou jeji inhibitory schopny modifiko-
vat hladinu estrogent u Zen. Isoflavony obecné jsou slabsimi
inhibitory aromatasy nez flavony' 42 jejich aktivita je rtiznd
v zdvislosti na zdroji enzymu.

Za 20 let mapovdni vyskytu nddorovych onemocnéni je
vidét markantni ndrdst kolorektdlniho karcinomu bez rozdilu
pohlavi, karcinomu prostaty u muzi a karcinomu prsi a délohy
uZen. Tento trend je ddvdn do piimé souvislosti se zvySovanim
podilu tuk® a masa v potravé a tvoii zdklad strategie prevence
rakoviny cestou zvySovani denni konzumace zeleniny, ovoce
a vldkniny.

5.3. Osteoporosa, symptomy
menopausy, angiogenese
a metabolismus estrogent

Postupné fidnuti kosti je pfirozenym fyziologickym pro-
jevem stafi a souvisi se snizenim produkce steroidil v organis-
mu. ProtoZe ¢etnost zlomenin krcki ¢i zapésti je nizsi v Asii
nez ve vét§iné zdpadnich zemi s, opét to je konzumace fyto-
estrogent, na kterou je kladen dtiraz. Riziko ;l)ostmenopausélm’
osteoporosy Zen snizuje hormonalni 1é¢ba''®!'” agkoliv neni
doposud jasné, jakym mechanismem. Proto se predpoklddd,
Ze fytoestrogeny jako slabé estrogeny by mohly ptisobit pre-
ventivné proti osteoporose. Nepiimy diikaz této teorii posky-
tuje i fakt, ze ipriflavon v denni ddavce 200600 mg zvySuje
hmotnost kosti''”. Doposud publikované préce zatim nepfi-
ndseji pfili§ optimistické zdvéry. Sledovani 67 holandskych
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Zen v postmenopause po dobu 10 let nepotvrdilo preventivn{
efekt nizké dlouhodobé expozice fytoestrogeny''®. Fytoestro-
geny ovSem mohou pfispivat k prevenci osteoporosy i jinymi
cestami nez interakcemi s ER. Pfedné jsou potraviny ze séji
dobrym zdrojem vdpniku a ddle mohou isoflavony az o 50 %
snizovat ztraty vdpniku vylu¢ovaného moci 19 Pro jedno-
znacné konstatovani o vlivu fytoestrogenli na osteoporosu
zatim chybi dostatek experimentdlnich ddajt. Bylo by nebez-
pecné odvozovat jejich u¢inky pouze na zdkladé aktivity ipri-
flavonu, jehoZ jednim metabolitem je daidzein'*. Navic tera-
peuticky ucinné davky ipriflavonu mnohondsobné pievysuji
redlnou hladinu isoflavoni dosazitelnou pouhou konzumaci
potravin ze s6ji.

Nastup menopausy doprovdzi fada symptomt, z nichz
ndvaly horka jsou nejméné pifjemné a jsou popisovany jako
méné Casté u japonskych Zen nez u kanadskych'?! a soucasné
pouze 4 % japonskych zen v postmenopause uzivd HRT ve
srovndni se 30 % Zen v USA (cit.'*). Ackoliv mohou byt
rozdily v symptomech menopausy Zen riiznych etnik vyvoldny
rGiznymi faktory, n&kteif odbornici'® je pricitaji dietetickym
fytoestro%enﬁm. Prozatim bylo publikovdno pouze nékolik
préci'?*'*®sledujicich Getnost ndvalli v zdvislosti na podavani
fytoestrogenti a ani jedna z nich jednozna¢né pozitivni vliv
nepotvrzuje.

Fytoestrogeny jsou schopny potlagit angiogenesi'?’, kterd
se projevuje abnormdlnim bujenim krevnich cév, nejcastéji
kapildr v nose, plicich, gastrointestindlnim traktu nebo na kiizi.
Z tohoto pohledu se jevi jako perspektivni genistein, u néhoz
byl prokdzdn zpomalujici efekt na rlst endothelu bunék
krevnich kapilar izolovanych z hovéziho mozku'?,

Obecné je pfijimdn ndzor, Ze ¢im je delsi doba, po kterou
je Zena vystavena ucinku estrogend, tim je vyssi pravdépo-
dobnost vzniku rakoviny prst, vajecnikti a délohy. ProtoZe jen
asi 5 % vsech pripadi rakoviny je mozno prisoudit genetickym
dispozicim, mohla by mit protektivni ucinek dieta cestou
snizeni koncentrace endogennich estrogent, nebot hladina
estrogend je u pacientek s rakovinou prsii ve srovndni se
zdravou populaci vy§§1"29. Zatim jen relativné mdlo praci se
zabyvalo vlivem fytoestrogenti na hladinu endogennich estro-
genl a hormont, a to jesté nejsou jejich vysledky zcela konzis-
tentni. Zatimco jedni autofi potvrzuji po konzumaci séjovych
isoflavoni'* pokles koncentrace estradiolu, jini nalezli'*! na-
opak ndrtst. Zavéry sledovani'®? 12 7en v premenopause po
dobu 100 dni 1ze povazovat za velice zdvazné. Podani isofla-
vont snizilo koncentraci vylucovaného estradiolu, estronu
aestriolu stejné jako jejich genotoxickych metabolitti 160-hy-
droxyestronu, 4-hydroxyestrenonu a 4-hydroxyestradiolu. Vy-
sledky ukazuji, Ze isoflavony s6ji skutecné potlacuji syntézu
estrogend a méni jejich metabolismus smérem od genotoxic-
kych metaboliti k metabolitim inaktivnim.

6. Zavér

Ptes obrovsky zdjem o fytoestrogeny a jejich ucinky na
lidské zdravi (47 referdtovych ¢lankt v roce 2000, 46 do
listopadu 2001) stdle jeste¢ existuji nezodpovézené otdzky
anové vysledky bdddni prindseji nové problémy. I kdyZz zatim
nelze doporucit néjakou optimdlni denni davku fytoestrogend,
zdd se, Ze vétsinovy nazor odbornik je, Ze jejich piiznivy vliv
na lidské zdravi pfevazuje nad moznymi riziky.
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Tato prdce je soucdsti Feseni vyzkumného zaméru MSMT
¢. 223300004.

LITERATURA

1. Farnsworth N. R., Bingel A. S., Cordell G. A., Crane F.
A., Fond H. H. S.: J. Pharmacol. Sci. 64, 717 (1975).
2.ZavaD.T.,Blen M., Duwe G.: Environ. Health Perspect.

Suppl. 105, 637 (1997).

3. Moravcova J., Vinttinen K.: Hort. Sci. 26, 63 (1999).

4. Liggins J., Bluck L. J. C., Runswick S., Atkinson C.,
Coward W. A., Bingham S. A.: J. Nutr. Biochem. /17, 326
(2000).

5.Kudou S., Fleury Y., Welti D., Mangnolato D., Uchida
T., Kitamura K., Okubo K.: Agric. Biol. Chem. 55, 2227
(1991).

6. Bradbury R. B., White D. E.: Vitam. Horm. 72, 207
(1954).

7. Axelson M., Sjovall J., Gustafsson B. E., Setchell K. D.
R.: Nature 298, 659 (1982).

8. Setchell K. D. R., Lawson A. M., Mitchell F. L., Adler-
creutz H., Kirk D. N.: Nature 587, 740 (1980).

9. Adlercreutz H., ve sborniku: COST Action 92, Diet. Fibre
Ferment. Colon Proc. Workshop (Maelki Y., Cummings
J.H.,ed.), str. 324, Luxembourg 1996; Chem. Abstr. 126,
376698 (1997).

10. Mazur W. M., Uehara M., Wihilid K., Adlercreutz H.: Br.
J. Nutr. 83, 381 (2000).

Wong E., v knize: The Flavanoids (Harbourne J. B.,
Mabry T. J., Mahry H., ed.), str. 780. Chapman Hall,
London 1975.

Kala¢ P., Mika V., v knize: Pfirozené Skodlivé ldtky
v rostlinnych krmivech, str. 99. Ustav zeméd&lskych
a potravindrskych informaci, Praha 1997.

Franke A. A., Custer L. J., Cerna C. M., Narala K. N.:
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 208, 18 (1995).

Nikfardjam M. P., Schmitt K., Ruhl E. H., Patz C.-D.,
Dietrich H.: Dtsch. Lebensm.—Rundsch. 96, 319 (2000).
Kelly G. E., Nelson C., Waring M. A., Joannou G. E.,
Reeder A. Y.: Clin. Chim. Acta 223, 9 (1993).
Adlercreutz H., Van der Wildtz J., Kinzel J., Attala H.,
Wihila K., Mikeld T., Hase T., Fotsis T.: J. Steroid.
Biochem. Molec. Biol. 52, 97 (1995).

Xu X., Harris K. S., Wang H. J., Murphy P. A., Hendrich
S.:J. Nutr. 125,97 (1995).

De Santi C., Pietrabissa A., Mosca F., Pacifici G. M.,:
Xenobiotica 30, 1047 (2000).

Joannou G. E., Kelly G. E., Reeder A. Y., Waring M.,
Nelson C.: J. Steroid. Biochem. Molec. Biol. 54, 1677
(1995).

Setchell K. D. R., Borriello S. P., Hulme P., Kirk D. N.,
Axelson M.: Am. J. Clin. Nutr. 40, 569 (1984).

Kelly G. E., Nelson C., Waring M. A., Joannou G. E.,
Reeder A. Y.: Clin. Chem. Acta 223, 9 (1993).

Hanley A. B., Oehlschlager S. L., McBride J., Popping
B., Smith R., Damant A., Barnes K., Fewtrell M.: Spec.
Publ. R.Soc. Chem. 248, 146 (2000).

Coldham N. G., Howells L. C., Santi A., Montesissa C.,
Langlais C., King L. J.: J. Steroid Biochem. Mol. Biol.
70, 169 (1999).

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

52

Referdty

24. Borriello S. P., Setchell K. D. R., Axelson M., Lawson
A. M.: J. Appl. Bacteriol. 58, 37 (1985).

25. Kirkman L. M., Lampe J. W., Campbell D. R., Martin M.
C., Slavin J. L.: Nutr. Cancer 24, 1 (1995).

26.Yueh T. L., Chu H. Y.: Sci. Sin. 20, 513 (1977).

27. Coldham N. G., Sauer M. J.: Toxicol. Appl. Pharmacol.
164, 206 (2000).

28.Janning P., Schuhmacher U. S., Upmeier A., Diel O.,
Michna H., Degen G. H., Bolt H. M.: Arch. Toxicol. 74,
421 (2000).

29. Hutchins A. M., Lampe J. W., Martini M. C., Campbell
D. R., Slavin J. L.: J. Am. Diet Assoc. 95, 769 (1995).

30. Hutchins A. M., Slavin J. L., Lampe J. W.: J. Am. Diet
Assoc. 95, 545 (1995).

31.Lu L. J., Anderson K. E., Grady J. J., Nagamani M.:
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 5, 63 (1996).

32.LuL.J., Grady J. J., Marshall M. V., Ramanujam V. M.,
Anderson K. E.: Nutr. Cancer 24, 311 (1995).

33.LuL.J., Broemeling L. D., Marshall M. V., Ramanujam
V. M.: Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 4, 497 (1995).

34.Lu L. J., Sin S. N., Grady J. J., Nagamani M., Anderson
K. E.: Nutr. Cancer 26, 289 (1996).

35. Xu X., Wang H. J., Murphy P. A., Cook L., Hendrich S.:
J. Nutr. 124, 825 (1994).

36. Xu X., Harris K. S., Wang H. J., Murphy P. A., Hendrich
S.: J. Nutr. 125, 307 (1995).

37.King R. A., Bursill D. B.: Am. J. Clin. Nutr. 67, 867
(1998).

38. Gamache P. H., Acworth I. N.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
217,274 (1998).

39. Gamache P. H., Acworth I. N.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
217,274 (1998).

40. Barnes S.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 2717, 386 (1998).

41. Eldridge A. C., Kwolek W. F.: J. Agric. Food Chem. 3/,
394 (1983).

42. Franke A. A., Custer L. J., Cerna C. M., Narala K. K.: J.
Agric. Food Chem. 42, 1905 (1994).

43. Coward L., Barnes N. C., Setchell K. D. R., Barnes S.: J.
Agric. Food Chem. 41, 1961 (1993).

44.Wang H.-J., Murphy D. A.: J. Agric. Food Chem. 42,
1666 (1994).

45. Franke A. A., Custer L. J., Wang W., Shi C. Y.: Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 217, 263 (1998).

46. Dwyer J. T., Goldin B. R., Saul N., Gualtieiri L., Barakat
S., Adlercreutz H.: J. Am. Diet Assoc. 94, 739 (1994).

47. Wang H.-J., Murphy P. A.: J. Agric. Food Chem. 42, 1674
(1994).

48. Mazur W., Fotsis T., Wihild K., Ojala S., Salakka A.,
Adlercreutz H.: Anal. Biochem. 233, 169 (1996).

49. Vinttinen K., Moravcova J.: Czech J. Food Sci. 17, 61
(1999).
50. Kitada Y., Ueda Y., Yamamoto M., Ishikawa M., Naka-
zawa H., Fujita M.: J. Chromatogr. 366, 403 (1986).
51.Seo A., Morr C. V.:J. Agric. Food Chem. 32, 530 (1984).
52.Eldringe A. C., Kwolek W. F.: J. Agric. Food Chem. 31,
394 (1983).

53. Barnes S., Peterson T. G., Cowad L.: J. Cell. Biochem.
22, 181 (1995).

54. Adlercreutz H., Fotsis T., Bannwart C., Wihéla K., Mi-
kela T., Brunow G., Hase T.: J. Steroid. Biochem. 24, 289
(1986).



Chem. Listy 96, 282 — 289 (2002)

55. Parkin D. M.: Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 25, 1917 (1989).

56. Ziegler R. G., Hoover R. N., Like M. C.: J. Natl. Cancer
Inst. 85, 1819 (1993).

57.Zava D. T., Duwe G.: Nutr. Cancer 27, 31 (1997).

58. Santell R. C., Cheng Y. C., Nair M. G., Helferich W. G.:
J. Nutr. 127, 263 (1997).

59. Miksicek R. J.: J. Steroid. Biochem. Mol. Biol. 49, 153
(1994).

60. Adlercreutz H., Fotsis T., Heikkinen R., Markkanen H.,

Watanabe S.: Lancet 342, 1209 (1993).

Kuiper G. G. J. M., Lemmen J. G., Carlsson B., Corton

J. C, Safe S. H., VanDerSaag P. T., VanDerBurg B.,

Gustafsson J.-A.: Endocrinology 739, 4252 (1998).

Kuiper G. G. J. M., Carlsson B., Grandien K., Enmark E.,

HaggbladJ., Nilsson S., Gustafsson J.-A.: Endocrinology

138, 863 (1997).

Bowers J. L., Zyulmenkov V. V., Jernigan S. C., Klinge

C. M.: Endocrinology 741, 3657 (2000).

Slanina J.: Chem. Listy 94, 11 (2000).

Smidrkal J., Filip V., Melzoch K., Hanzlikovd I., Bu-

ckiovd D., Kiisa B.: Chem. Listy 95, 602 (2001).

Keys A.,Menotti A., Aravanis C.: Prev. Med. 13, 141 (1984).

Grodstein F., Stampfer M. J., Colditz G. A., Willet W. C.,

Manson J. E., Joffe M., Rosner B., Fuchs C., Hankinson

S. E., Hunter D. J., Hennekens C. H., Speizer F. E.: N.

Engl. J. Med. 336, 1769 (1997).

Chae C. V., Ridker P. M., Manson J. E.: Thromb. Hae-

most. 78, 770 (1997).

69. Stampfer M. J., Colditz G. A., Willett W. C.: N. Engl. J.
Med. 325, 756 (1991).

70. Gilligan D. M., Badar D. M., Panza J. A., Quyyumi A.
A., Cannon III R. O.: Am. J. Cardiol. 75, 264 (1995).
71. Anderson J. W., Johnstone B. M., Cook-Newell M. E.:

N. Engl. J. Med. 333, 276 (1995).
72. Carroll K. K.: J. Am. Diet Assoc. 91, 820 (1991).
73.Hodgson J. M., Puddey I. B., Beilin L. J., Mori T. A,
Croft K. D.: J. Nutr. 728, 728 (1998).
74. Gooderham M. J., Adlercreutz H., Ojala S. T., Wihild
K., Holub B. J.: J. Nutr. 126, 2000 (1996).
Nestel P. J., Yamashita T., Sasahara T., Pomeroy S., Dart
E., Komesaroff P., Owen A., Abbey H.: Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 17, 3392 (1997).
Hodgson J. M., Puddey L. B., Beilin L. J., Mori T. A.: J.
Nutr. /28, 728 (1998).
Howes J. B., Sullivan D., Lai N., Nestel P. Pomeroy S.,
West L., Eden J. A., Howes L. G.: Atherosclerosis /52,
143 (2000).
Cassidy A., Bingham S., Setchell K.: Br. J. Nutr. 74, 587
(1995).
Takkanen M. J., Wihild K., Ojala S., Vihma V., Adler-
creutz H.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95,3106 (1998).
Wiseman H., O’Reilly J.: Biochem. Soc. Trans. 25, 107
(1997).
Wiseman H., O'Reilly J.: Biochem. Soc. Trans. 25, 108
(1997).
Sato M., Ray P. S., Maulik G., Maulik N., Engelman R.
M., Bertelli A. A. E., Bertelli A. D., Dipak K.: J. Car-
diovasc. Pharmacol. 35, 263 (2000).
Tedesco I., Russo M., Russo P., Iacomino G., Russo G.
L., Carraturo A., Faruolo C., Moio L., Palumbo R.: J.
Nutr. Biochem. 717, 114 (2000).

61.

62.

63.

64.
65.

66.
67.

68.

75.

76.

1.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

53

Referdty

84. Anthony M. S., Clarkson T. B., Bullock B. C., Wagner J.
D.: Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 17, 2524 (1997).

85.Lieberman E. H., Gerhard M. D., Uehata A., Walsh B.
W., Selwyn A. P., Gauz P.: Ann. Intern. Med. /21, 936
(1994).

86. Lamartiniere C. A., Murrill W. B., Manzolillo P. A.,
Zhang J.-X., Barnes S., Zhang X., Wei H., Brown N. M.:
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 217, 358 (1998).

87.Ingram O., Sanders K., Kolybaba M., Lopez D.: Lancet
350,990 (1997).

88. Adlercreutz H., Fotsis T., Bannwart C.: J. Steroid. Bio-
chem. 25, 791 (1986).

89. Kolonel L. W., Hankin J. H., Nomura A. M. Y., v knize:
Nutrition and Cancer (Hayashi Y., Nagao M., Sugimura
T., Takayma S., Tomatis L., Wattenberg L. W., Wogan G.
N., ed.), str. 29. Japanese Science Society Press, Tokyo 1986.

90. Barnes S., Peterson T. G., Coward L.: J. Cell. Biochem.
22, 181 (1995).

91.Miller S. G., v knize: Multidisciplinary Analysis of Con-
troversies in the Management of Prostatic Cancer (Cof-
fey D. S., Resnick M. I, Dorr F. A., Karr J. P., ed.), str.
17. Plenum Press, New York 1988.

92. Severson R. K., Nomura A. M. Y., Grove J. S., Stemmer-
man G. N.: Cancer. Res. 49, 1857 (1989).

93. Adlercreutz H., Honjo H., Higashi A.: Am. J. Clin. Nutr.
54,1093 (1991).

94. Adlercreutz H., Markkanen H., Watanabe S.: Lancet 342,
1029 (1993).

95. Morton M. S., Matos-Ferreira A., Abranches-Monteiro
L., Correia R., Blacklock N., Chan P. S. F., Cheng C.,
Lloyd S., Wu C.-P., Griffiths K.: Cancer Lett. 114, 145
(1997).

96. Morton M. S., Chan P. S. F., Cheng C., Blacklock N.,
Matos-Ferreira A., Abranches-Monteiro L., Correira R.,
Lloyd S., Griffiths K.: Prostate 32, 122 (1997).

97. Hempstock J., Kavanagh J. P., George N. J. R.: Br. J.
Urol. 82, 560 (1998).

98. Haenszel W., Kurihara M., Segi M., Lee R. K. C.: J. Natl.
Cancer Inst. 49, 969 (1972).

99. Swanson C. A.,, Mao B. L., LiJ. Y., Lubin J. H., Yao S.
X.: Inst. J. Cancer 50, 876 (1992).

100. Hirayama T.: Nutr. Cancer 3, 223 (1982).

101. You W. C.,Blot W. J., Chang Y. S., Ershow A. G., Yang
Z. T.: Cancer Res. 48, 3518 (1988).

102. HuJ.,Liu Y., YuY.,Zao T., Liu S.: Int. J. Epidemiol. 20,
362 (1991).

103. Hsieh C.-Y., Santell R. C., Haslam S. Z., Helferich W.
G.: Cancer Res. 58, 3833 (1998).

104. Hilakivi-Clarke L., Cho E., Clarke R.: Oncol. Rep. 5, 609
(1998).

105. McMichael-Phillips D. F., Harding C., Morton M., Ro-
berts S. A., Howell A., Potten C. S., Bundred N. J.: Am.
J. Clin. Nutr. 68, 1431 (1998).

106. Wang W., Peterson G., Barnes S.: Biochem. Biophys.
Res. Commun. /79, 661 (1991).

107. Chang C.J., Geahleen R.L.: J. Nat. Prod. 55, 1529 (1992).

108. Akiyama T., Ishida J., Nakagawa S., Ogawara H., Wata-
nabe S.-1., Itoh N., Shibuya M., Fukami Y.: J. Biol. Chem.
262, 5592 (1987).

109. Constantinou A., Huberman E.: Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 208, 109 (1995).



Chem. Listy 96, 282 — 289 (2002)

110. Constantinou A., Kiguchi K., Huberman E.: Cancer Res.
50, 2618 (1990).

111. Yanagihara K., Ito A., Toge T., Numoto M.: Cancer Res.
53,5815 (1993).

112. Wang W., Liu Q., Higuchi C. M., Chen H.: Biochem.
Pharmacol. 56, 189 (1998).

113. Markovits J., Linassier C., Fosse P., Couprie J., Pierre J.:
Cancer Res. 49, 5111 (1989).

114. Kao Y.-C., Zhou C., Sherman M., Laughton C. A., Chen
S.: Environ. Health Perspect. 106, 85 (1998).

115.Kao D. C., P’eng F. K.: Chin. Med. J. 55, 209 (1995);
prevzato Tham D. M., Gardner C. D., Haskell W. L.: J.
Clin. Endocrinol. Metab. 83, 2223 (1998).

116. Ettinger B.: Obstet. Gynecol. 72, 12 (1988).

117. Heikkinen A. M., Pariainen M., Miskanen L.: J. Clin.
Endocrinol. Metab. 82, 2476 (1998).

118. Kardinaal A. F. M., Morton M. S., Bruggemann-Rotgans
1. E. M., van Beresteijn E. C. H.: Eur. J. Clin. Nutr. 52,
850 (1998).

119. Breslau N. A., Brinkley L., Hill K. D., Pak C. Y. C.: J.
Clin. Endocrinol. Metab. 66, 140 (1988).

120. Brandi M. L.: Bone Miner. /9, 3 (1992); pfevzato z cit. .

121. Lock M.: Lancet 337, 1270 (1991).

122. Adlercreutz H., Gorbach S., Goldin B.: Lancet 339, 1233
(1992).

123. Adlercreutz H., Gorbach S., Goldin B.: Lancet 339, 1233
(1992).

124.Chung T. K. H., Yip S. K., Lam P., Chang A. M. Z.,
Haines C. J.: Maturitas 25, 115 (1996).

125. Murkies A. L., Lombard C., Strauss B. J., Wilcox G.,
Burger H. G., Morton M. S.: Maturitas 2/, 189 (1995).

54

Referaty

126. Albertazzi P., Pansini F., Bottazzi M., Bonaccorsi G., De
Aloysio D., Morton M. S.: Obstet. Gynecol. 94, 229 (1999).

127. Fotsis T., Pepper M., Adlercreutz H., Flerischmann G.,
Hase T., Montesano R., Schweigert L.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 90, 2690 (1993).

128. Molteni A., Brizio-Molteni L., Persky V.: J. Nutr. 125,
751 (1995).

129.Key T. J. A., Pike M. C.: Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 24,
29 (1988).

130. Nagata C., Kabuto M., Kurisa Y., Shimizu H.: Nutr.
Cancer 29, 228 (1997).

131. Cassidy A., Bingham S., Setchell K. D. R.: Am. J. Clin.
Nutr. 60, 333 (1994).

132. Xu X., Duncan A. M., Kruz B. E., Kurzer M. S.: Cancer
Epidemiol., Biomarkers Prev. 7, 1101 (1998).

J.Moravcova® and T. Kleinova® (“Department of Chemi-
stry of Natural Compounds, Institute of Chemical Technology
Prague, "Research Institute of Animal Production, Prague):
Phytoestrogens in Nutrition — Do They Bring Benefit or
Involve Risk?

Phytoestrogens are secondary metabolites of plants dis-
playing both estrogenic and antiestrogenic activity. Moreover,
they can also act through other estrogen-independent mecha-
nisms. Soya is their main source in human nutrition. Popula-
tion-based studies have suggested that consumption of a phy-
toestrogen-rich diet protects from civilization diseases. The
evaluation of their beneficial effects is rather confusing due to
individual sensitivity of humans to biological effects of phy-
toestrogens.
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1. Uvod

Aktudlnim trendem v oblasti vyroby zemédéelskych komo-
dit a nasledné potravin se stala produkce kvalitnich, a prede-
v§im zdravotné nezdvadnych produktt. Tento trend do zna¢né
miry souvisi i se sledovanim obsahu exogennich toxickych
latek, mezi nimiz dtlezité misto bezesporu zaujimaji mykoto-
xiny.

Po 11.z4ii 2001 ziskalo téma mykotoxind i jinou neblahou
aktudlnost v souvislosti s jejich moZnym zneuzitim k teroris-
tickym cilim. Jednou z doposud nejvyznamnéjSich skupin
mykotoxinii jsou trichotheceny'. S instrukcemi, jak se zacho-
vat pii jejich zneuziti, se dnes lze setkat na webovych stran-
kich cetnych americkych nebo britskych uradi. Takovéto
varovani rozhodné neni liché, nebof z vélecné historie jsou
znamy pripady uziti substance zvané ,,zluty dést*, jejiz zaklad
byl tvofen nékterymi trichotheceny a jez byla pravdépodobné
uzita pti konfliktech v Laosu, Kambodzi a ndsledné i v Afgha-
nistanu’. I kdyZ jsou tyto litky pfedmétem mezindrodni kon-
vence o biologickych zbranich (The Biological Weapons Con-
vention), existuje i podezfeni na jejich pouziti ve vdlce v Ko-
reji a Perském zaliva®™. Piiblizné 50leté historii objeveni
ucinku trichothecenl a specielné houbé, jez dala vzniknout
jménu této skupiny ldtek, je vénovan tento ¢lanek.

2. Vyskyt mykotoxini

Mykotoxiny jsou toxické sekunddrni metabolity mikro-
skopickych vldknitych hub, vyvoldvajici rizné toxické syn-
dromy nazyvané souhrnné mykotoxikézy. Mykotoxiny se vy-
skytuji na viech rovnich potravniho fetézce®, ke kontaminaci
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mize dochdzet uz v dobé péstovani na poli, stejné tak i béhem
skladovéni®. Bennet (1987) (cit.'®) definoval mykotoxiny jako
prirodni produkty hub, které evokuji toxickou odezvu organis-
mu uz i ve velice malych koncentracich; z tohoto diivodu je
jakdkoliv kontaminace toxinogennimi houbami potencidlné
znacné nebezpecnd. Nejvice zndimé mykotoxinogenni druhy
nélezi do rodl Aspergillus, Penicillium a Fusarium'!, nicméng
v posledni dobé vystupuji do popiedi i dalsi zdstupci, jako jsou
rody Alternaria, Paecilomyces, Rhizopus, Trichoderma a Tri-
chothecium. V§echny tyto houby se obecné vyskytuji v ptudé
a ve form& spér pak bézné ve vzduchu'’. Mezi vyznamné
skupiny mykotoxini jsou fazeny: aflatoxiny, trichotheceny,
ndmelové alkaloidy, zearalenony, ochratoxiny, sterigmato-
cystin, cyklopiazonovd a peniciliovd kyselina, patulin, citri-
nin, rubratoxiny, fumonisiny a tremorgeny.

Diusledky expozice organismu mykotoxiniim jsou zndmy
u lidi i zvitat uz z ddvné minulosti, kdy byly nékteré otravy
(ergotismus) zivnou pidou pro Sifeni ndboZenskych povér,
stejné tak z minulosti pomérné neddvné, napt. tmrti 17 000
lidi v disledku alimentdrni toxické aleukie (ATA), vyvolané
pozitim kontaminovaného obili za II. svétové vélky v byvalém
Sovétském svazu®'3. Kone&né i v dne$ni dobé je skodlivy vliv
mykotoxinii na populaci patrny®, a to hlavné v rozvojovych
zemich'®,

3. Trichotheceny

Trichotheceny jsou jako skupina sekundarnich metaboliti
hub systematicky popisovdany jiz od roku 1948, kdy byl na
zdkladé svych inhibiénich vlastnosti'>~'® objeven Freemanem
a Morrissonem v houbdch Trichothecium roseum (pers Fr.)
Link" prvni zdstupce této skupiny nazvany trichothecin®.
Producenti trichothecent tvofi dnes jiZ pomérné Siroké spek-
trum zéstupcii*' a od té doby bylo objeveno daliich asi 170
trichothecent®*

Z hlediska praktického vyskytu trichothecent v kontami-
novanych potravindch je zndmo, Ze hlavnim kontaminantem
byva deoxynivalenol. Jde nastésti o jeden z méné toxickych
trichothecend®. Hygienické limity v CR pro tento mykotoxin
jsou stanoveny pro obili, ryzi a kukufici 2 mg.kg"l a pro mouku
1 mg.kgl. Pro jiné trichotheceny nejsou v CR zdkonné limity
urceny .

Trichotheceny jsou vétSinou charakterizovany jako tricy-
klické seskviterpeny se dvéma Sesticlennymi a jednim péti-
¢lennym kruhem®. Vétsina z nich md dvojnou vazbu v poloze
9,10 a obsahuje epoxyskupinu v poloze 12,13 (cit.”’). Mohou
byt rozdéleny do Ctyt typt (A, B, C, a D). Typ A se vyznacuje
nepiitomnosti oxoskupiny v poloze 8 a prikladem je vysoce
toxicky HT-2 a T-2 toxin. Typ B je vyznacny pfitomnosti
oxoskupiny na C-8 a piikladem by mohl byt deoxynivalenol
(DON), nazyvany téZ vomitoxin. Skupina trichotheceni typu
C je charakteristickd dals$i epoxyskupinou v poloze 7,8 nebo
i 9,10 a Ize sem zafadit napiiklad krotocin. Typ D obsahuje
makrocyklus mezi C-4 a C-15 s n€kolika esterovymi vazbami,
jehoz piikladem je verukarin A (cit.*?).
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Obr. 1. Struktura trichothecent'

Kontaminace organismu trichotheceny md za nésledek
Sirokou paletu projevi. Vesmés jde o silné inhibitory syntézy
proteinéi a DNA (cit.)). Pfi vystaveni organismu u&inkiim
trichothecenti miize dochdzet k rozli¢nym syndromidm, napii-
klad ke snizovdni pfijmu nebo totdlnimu odmitdni potravy,
k podrdzdéni kiize az k dermdlnim nekrézdm, zvracent, prij-
mim a krvdcivosti. Trichotheceny jsou popsdny i jako imuno-
supresory>> . Bez vyjimky vSechny trichotheceny vykazuiji
vetsi ¢i mens1 stupen toxicity pro zivocichy, vykaz ?1 iinsek-
ticidni efekt'>’. Byla popséna i fytotoxicka aktivita' TOX1
cita je vysvétlovdna predevs§im pfitomnosti epoxyskupmy
V minulosti se trichotheceny staly pro svou toxicitu predmeé-
tem zdjmu vojenského vyzkumu, ktery ndsledné odhalil u né-
kterych zdstupcti (napt. T-2 toxin) vlastnosti spliiujici predpo-
klady pro jejich bojové vyuziti. Jednd se napiiklad o schop-
nosti vyvolat poskozeni kiize a o¢i uz od davky nékolika
ng—lg, vdzné poskozovani nervové soustavy, respiracni, ga-
strointestindlni a hematologickou tox1c1tu S;JOJenou s mnoho-
Cetnosti zpiisobt priiniku do organismu™

Trzchotheczum roseum je celosvétove rozél’fena patogenni
houba®® hojné se vyskytujici na rizném ovoci® i liskovych
ofiscich®®, v nasich podminkdch pak piedeviim na jablkach®.
Trichotheceny izolované z hub Trichothecium roseum (tri-
chothecin) nebo Stachybotris cylindrospora® vykdzaly anti-
fungalni aktivitu spojenou s inhibici konkuren¢nich hub®**',
Farmakologicky zajimavou fungicidnf{ aktivitu, kterd nenf do-
provdzena cytotoxickymi tcinky, vykazuji n i)r trichothece-
ny izolované z houby Trichoderma harzianum™. Trichothece-
ny prekvapiveé nevykazuji Zddnou nebo témér zadnou aktivitu
vii¢i riznym bakteriim nebo kvasinkam*>*, Byly u nich viak
zjistény antivirdlni uc¢inky, a to jak u rostlinnych virti (tobacco
necrosis virus, TNV)44, tak virQ tc¢innych u ¢lovéka (Epstein-
-Barr virus EBV-EA, Herpes simplex virus)® . Velmi zaji-
mavd je i velmi vysokd aktivita nékterych trichothecent na
maldrii*®. Na skupinu trichothecent se tedy v celku nelze divat
pouze jako na toxiny, ale mezi riznymi dicinky téchto latek l1ze
nalézt i medicinsky vyuzitelné aktivity.

Analyza trichothecent je dnes jiZ rutinni{ zdlezitosti. Pod-
kladem pro vétsinu soucasnych metod je metoda, kterou za-
vedl Scott (1970) (cit.*’). Dodnes se tato metoda v rtznych
modifikacich uplatiuje pti detekci velkého mnozstvi mykoto-
xind. Jako dal$i metodu pro stanoveni 1ze zminit napt. detekci
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destruxin A roseotoxin B

Obr. 2. Struktury destruxinu A a roseotoxinu B (cit.ﬂ)

destruxin A: 2 hydroxﬁypent 4-enovd kyselina, 2 Pro, 3 Ile, 4 MeVal,
MeAla B-Ala
roseotoxin B: ' 2- hydroxypent 4 -enova kyselina, 3—Me—Pro, 3 Ile,
*MeVal, > MeAla, © B-Ala

pomoci kultur na agarovych lotndch, kterou predstavil Fil-
tenborg a Frisvad (1980) (01t . Zékladem metod je dnes uziti
TLC, HPLC nebo pokrocilych metod GC-MS nebo HPLC-
-MS. Navic jsou komeréné pouzivdany i metody zaloZené na
kitech vyuZzivajicich immunodetekci nebo afinitni chromato-
grafii’!,

4. Roseotoxiny a destruxiny

Trichothecium roseum produkuje jak jiz meene tricho-
theceny, tak méné zndmé roseotoxiny a destruxmy Roseo-
toxiny a destruxiny po chemické strance nalezi do skupiny
cyklickych depsipeptida®. Termin cyklické depsipeptidy po-
prvé uzil Shemyakin (1960) (cit’ a predstavuje cyklické
peptidy sklddajici se z aminokyselin a hydroxykyselin. Pepti-
dova vazba je tudiz v mistech napojeni hydroxykyseliny na-
hrazena esterovou vazbou. O cyklickych depsipeptidech lze
hovorit jako o Siroké skupiné latek s mnoha rtiznymi bio-
loglckSyml ucinky. Byly u nlch objeveny napiiklad insekti-
cidni>>>® nebo prot1v1r0ve 7 \i¢inky a také napf. cytotoxicita
k leukemickym buiikam>®.

Roseotoxiny jsou skupinou mykotoxint origindlné produ-
kovanych pouze patogenni houbou Trichothecium roseum™.
Roseotoxiny jsou slozeny z péti aminokyselin a jedné hydro-
xykyseliny a vyznacuji se piitomnosti neobvyklé aminokyse-
liny trans-3-methylprolinu. Popsdny byly roseotoxiny A, B
a C, které byly pojmenovdny dle retence na sﬂlkagelus2 3339
a roseotoxin S ligici se poctem hydroxykyselin v cyklu®.

Destruxmy jsou roseotoxiniim piibuzné hexadepsipepti-
dyS" 20bsahupc1 jednu o-hydroxykyselinu. Jedinou odlisnos-
ti je substituce frans-3-methylprolinu u roseotoxint prolinem
u destruxini®. Destruxiny jsou produkované houbou 7. ro-
seum a nékolika dal$imi vétSinou entomopatogennimi houba-
mi*> %8 v soucasnosti je znamo okolo 30 destruxind. Pred-
pokladd se, Ze tato skupina metaboliti je pravdépodobné
syntetizovdna extraribosomovym multienzymatickym systé-
mem®, a pravé tento aspekt je ziejmé pii¢inou velké rozma-
nitosti téchto metaboliti®>"".
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Biologickd aktivita roseotoxini a destruxind byla a je
i dnes pfedmétem vyzkumu. Byla u nich Z7ji§téna nezanedba-
telnd insekticidni® ’64’66‘71’72, nematocidni’’, imunomodulag-
ni™ nebo fytotoxickd aktivita®® a neméné zajimava toxicita
testovand na modelech teplokrevnych Zivogicht”. Lze zminit
i neddvno objeveny kardiostimula¢ni uc¢inek roseotoxinu B
a destruxind A, B (cit.®)).

Biologicka aktivita cyklodepsipeptida tedy rovnéz potvr-
zuje, Ze i zde jsou nalézany zajimavé a vyuZitelné vlastnosti,
a tudiZ nelze na tyto latky pohlizet jen jako na mykotoxiny.
Hranice mezi uziteCnosti a toxicitou mize byt vSak znacné
uzkad, jako je tomu i u jinych biologicky aktivnich latek.

S. Zavér

Po mnoha letech od popisu prvniho trichothecenu z houby
T. roseum si dnes pfipomindme tuto skupinu latek v novych
souvislostech. Sekunddrni produkty hub mohou pisobit akut-
ni i chronické otravy a stejné tak se mohou stat vyznamnymi
1écivy. Piislovi s minci o dvou strandch nds bezpochyby nuti
ke snaze hloubéji a dikladnéji témto prirodnim latkdm poro-
zumét.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant ¢. GA CR 203/02/1417) a MSM JO6/98:
122200002.
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Co., Research Unit, Ceské Budéjovice): Comeback of the
Fungus That Gave Name to Trichothecenes

The investigation of mycotoxins is the topic of current
concern in food production at present, when the food quality
is often replaced by only quantitative criteria of production.
Special attention attracts the potential use of mycotoxins in
terrorist attacks. In contrast, some of the compounds can find
interesting pharmaceutical use. The paper is dedicated to the
55™ anniversary of discovery of trichothecenes, which were
first found in the Trichothecium roseum fungus appearing as
a natural contaminant in some agricultural commodities.
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emisni tomografie (PET)

Deoxyfluorglukosa a jeji osud jsou ukdzkou kiivolakosti
cest védeckého baddni i dikazem, Ze zdkladni vyzkum muze
prekvapivé piindset cenné podnéty i plody tam, kde se to
pivodné viibec neptedpoklddalo, ba ani predpoklddat nemo-
hlo.

Historie 2-deoxy-2-fluor-D-glukosy, zkracené oznacova-
né jako deoxyfluorglukosa (v mediciné se pouzivd zkratka
FDG), sahd do padesdtych let minulého stoleti, kdy na misto
vedouciho katedry organické chemie Prirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy nastoupil tehdejsi prezident Ceskosloven-
ské akademie véd, profesor Frantisek Sorm. Ten na katedie
ustavil tfi pracovni tymy, z nichZ jeden dostal za tikol studovat
syntézy rizné substituovanych monosacharidii. Jeho vedou-
cim byl Jaroslav Stané€k a ¢leny oba autofi tohoto pifispévku;
pozdéji, koncem Sedesatych let, k nim pribyli jest¢ Tomds
Trnka a Jitka Dolezalov4.

Pii jednom ze zasedéni katedry upozornil akademik Sorm
na velky vyznam nékterych fluorovanych derivatt piirodnich
sloucenin v mediciné a navrhl nasi pracovni skupiné, aby
zvazila téma zavadéni fluorovych atomt do molekul cukrd.
Tento podnét nds zaujal a od té doby se stal jednim z hlavnich
pracovnich témat nasi skupiny.

Na pocdtku naseho vyzkumu byly zndmy jen tii deox?f-
fluorderivéty sacharidd, a to 6-deoxy-6-fluor-D-glukosa (cit. "),
6-deoxy-6-fluor-D-galaktosa (cit} a 5-deoxy-5-fluor-D-ribo-
sa (cit.”), jejichz strukturni vzorce predstavuje schéma 1.

Nasim cilem ale bylo pfipravit takovy deoxyfluormonosa-
charid, ktery by mél atom fluoru situovan, na rozdil od vyse
uvedenych derivatd, na misté hydroxyskupiny sekunddrni.
Rozhodli jsme se pokusit se o piipravu 2-deoxy-2-fluor-D-
-glukosy, od niz jsme si slibovali vyraznou biologickou dc¢in-
nost s ohledem na jeji strukturni podobnost s D-glukosou.
Jevilo se totiz jako pravdépodobné, Ze fluorovy atom, vdzany

k atomu uhliku, se svym objemem, elektronegativitou i schop-
nosti vytvdret vodikové vazby natolik podobd hydroxysku-
ping, Ze by se takto pozménénd molekula glukosy méla chovat
témef jako glukosa, a tu v Zivych systémech simulovat.

Zaména hydroxyskupiny glukosy fluorovym atomem na
uhlikovém atomu C-2 musi rusivé plsobit na pribéh glyko-
lyzy deoxyfluorglukosy, pifi niz mdze dojit nanejvys k jeji
fosforylaci v poloze C-6 ucinkem enzymu hexokinasy za
tvorby deoxyfluorglukosa-6-fosfatu. Z toho pramenil n4s dalsi
predpoklad, Ze tento cukerny derivat by v dasledku své vyraz-
né strukturni podobnosti s piirodni glukosou mél sice do bunék
vstupovat, ale nemél by jim byt zdrojem energie. A protoze
pravé nddorové burnky maji, vzhledem ke svému rychlému
rtstu, velkou spotfebu glukosy, dalo se o¢ekdvat, Ze by deoxy-
fluorglukosa mohla jevit kancerostaticky ucinek tim, ze by
tyto butiky zahlcovala, aniZ by je vyzivovala. Tak by méla
brzdit, nebo dokonce zastavovat jejich rast.

Tato mySlenka autory ¢ldnku inspirovala k tomu, Ze se
rozhodli tuto slouceninu syntetizovat, cozZ se po zdoldni ne-
malych tskali podafilo v druhé poloviné roku 1968. Vychdzeli
jsme pfitom z 1,6-anhydro-B-D-glukopyranosy, ziskané py-
rolyzou skrobu. Sedmistupriovou syntézou (schéma 2), jejimz
klicovym krokem bylo stereoselektivni Stépeni epoxidového
kruhu jiz dfive Igopsané 1,6:2,3-dianhydro-4-O-benzyl-B-D-
-mannopyranosy- hydrogenfluoridem draselnym ve vroucim
ethan-1,2-diolu, jsme ji ziskali ve formé bezbarvych, sladce
chutnajicich krystald, jejichz strukturu jsme potvrdili pomoci
'H NMR.

Piedbé&Znou zprédvu o této viibec prvni syntéze 2-deoxy-2-
-fluor-D-glukosy jsme uvefejnili4 v roce 1969, podrobné&jsi
pozdgji® v roce 1972.

Casto se stdvd, 7e se ve svétd védy pracuje na témz pro-
blému soucasné na nékolika mistech. A tak ze zcela stejnych
divodt jako my, tedy pro predpoklddané kancerostatické
ucinky, se pokousela o syntézu téze latky i velkd skupina
pracovnikli v londynském Chester Beatty Research Institute
(Institute of Cancer Research, Royal Cancer Hospital), vedend
prof. A. B. Fosterem. Provadéli ji jinak nez my, dokoncili ji
o nékolik mésici pozd&ji®, a k jeji identifikaci si vyzddali n4s
vzorek. Svétového primdtu v jeji pipravé, o néjz prokazatelné
a z pochopitelnych diivodi velmi usilovali, tedy ke svému
velkému zklamdni nedosdhli.

Zkousky na kancerostatickou tc¢innost deoxyfluorgluko-
sy, provedené v Londyné, bohuzel ukazaly, Ze nadorové burnky
touto slouceninou ni¢eny nejsou. Piesto naSe piedstava o pied-
nostnim pronikdni deoxyfluorglukosy do nadorovych bunék,
zavislych na rychlém piisunu glukosy, a o jejim hromadén{

CH,F Ho CHoF FCH,
F > H,oH OH °> H,0H H.OH
HO
OH OH HO OH

Schéma 1 6-deoxy-6-fluor-D-glukosa

6-deoxy-6-fluor-D-galaktosa
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5-deoxy-5-fluor-D-ribosa
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Schéma 2. Ts — tosyl, Bn - benzyl; a — TsCl/py, b — MeO, ¢ — BzOH/p-TsOH, d — MeO’, e — KHF,/ED/200 °C, f - H/Pd/C, g -

1% p-TsOH/H,0/165 °C

v nich byla potvrzena jako spravnd o necelych deset let po-
zdé&ji, kdy se stala chemickym zdkladem metabolického zkou-
mani mozku a jedné z nejdokonalejsich diagnostickych metod
nddorovych onemocnéni.

Doslo k tomu v poloviné sedmdesdtych let v USA, kdy
skupina védcd v Brookhavenu (National Laboratories, Asso-
ciate Universities, Upton, NY, U.S.A.) vyvinula’ pozitrono-
vou emisni tomografii, zkrdcen¢ oznacovanou jako PET. Jeji
princip, velmi zjednoduSené feceno, spocivd v tom, Ze regi-
struje pfitomnost atomi izotopu, emitujiciho pozitrony. Ty se
pri styku s elektrony ve svém tésném sousedstvi anihiluji
a vysledkem této anihilace je vznik y-zdfeni. Analyzou sméru
a intenzity jeho paprski je mozno za pomoci velmi slozitého
detekéniho zafizeni zjistit rozlozeni i koncentraci takového
izotopu. Jeho atomy museji byt ov§em zabudovdny do slou-
¢eniny s vhodnymi vlastnostmi. Takovou slouc¢eninu prdvé
tvirci PET hledali a narazili pfitom na nasi préci o deoxyfluor-
glukose, kterd vyrazné ovlivnila dalsi vyvoj této diagnostické
metody. V roce 1976 nas prekvapivé navstivil Dr. Drell (Be-
hring Diagnostics, La Jolla, CA, U.S.A.) s Zddosti o prodej
10 g deoxyfluorglukosy, aniz by ndm vysvétlil divod svého
zajmu o ni. Tim, Ze jsme jeho zddosti vyhovéli, se deoxyfluor-
glukosa stala dostupnou i vy$e zminéné skupiné badatelt, ktef{
si na ni mohli ovéfit, Ze tato slou¢enina ma potifebné vlastnosti
pro pozitronovou emisni tomografii, tedy Ze snadno pronikd
do bunék, hromadi se v nich, ale narozdil od glukosy se nestépi
(nepodléha glykolyze), a neposkytuje jim tedy energii, a ko-
necné, ze je mozné zavést do ni pozitrony emitujici atom
radioizotopu '*F s vhodnym polo¢asem rozpadu (110 minut).
To je vedlo k rozhodnut{ syntetizovat deoxyfluorglukosu ne-
souci pravé tento radioizotop. Syntézu takovéto slouceniny,
totiz 2-deoxy-2-["*F]fluor-D-glukosy, uskute¢nil v roce 1978
Ido se svymi spolupracovniky®. Je tfeba fici, Ze pii syntéze
postupovali jinak nezZ my: pro pomérné kratky poloc¢as rozpa-
du vnaseli radioaktivni fluor do molekuly cukru az v jeji
zavérecné fazi. V soucasnosti se vyroba 2—de0xy-2-[18F]ﬂuor-
-D-glukosy provadi i u nds, a to na dvou pracovistich, v Ustavu
jaderné fyziky AV CR v Rezi a v Ustavu jaderného vyzkumu
Rez a.s. Pracovni postup spociva v nukleofilni substituci 1,3,4,6-
—tetra—O—acetyl—Z—O—triﬂuormethylsulfongll—B—D—mannosy pa-
sobenim iontt '®F~ a ndsledné hydrolyze’.
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Vzhledem k mimotadné strukturni podobnosti glukosy
a deoxyfluorglukosy bylo prokdzdno, Ze tam, kam vstupuje
glukosa, ¢inf tak i deoxyfluorglukosa, jen s tim rozdilem, ze
se nemetabolizuje, a tedy se v buiikdch pouze hromadi. Sle-
dovanim jeji koncentrace, zobrazené barevnymi snimky fik-
tivnich, vhodné zvolenych fezi zkoumanymi tkdnémi nebo
organy, lze tedy zpétné usuzovat na intenzitu spotieby gluko-
sy. Pouzitim znacené deoxyfluorglukosy v pozitronové emisni
tomografii vznikla metoda, oznacovana jako FDG-PET, vy-
uzivajici sledovani distribuce glukosy v riiznych orgédnech, jiz
se prevazné pouzivd k odhalovani nddorového bujeni, zejména
v jeho nejranéjsich stadiich, kdy jinymi metodami nenf jesté
zjistitelné, a ke sledovdni dspésnosti jeho léceni. Slouzi také
k mapovani fyziologickych i patologickych d&jt probihajicich
v mozku (mozek je za normalnich okolnosti vyZivovan vyluc-
né glukosou, a proto ji intenzivné metabolizuje) a je napf.
cennym pomocnikem neurochirurgl pfi lokalizovani chorob-
nych lozisek v mozku (nddory, epilepsie). Uplatiiuje se i pii
diagnéze Alzheimerovy choroby. Vyznamnd je rovnéZ pro
hodnoceni metabolickych pomért pii infarktu myokardu.

S aplikaci této metody na psy zacali Gallagher a spol.lo,
do humanni mediciny ji uvedli Phelps a spol.'’, k prvnim
studifim rtiznych mozkovych funkci poslouzila Reivichovi
a spol.]2 a Phelpsovi a spol.13, do onkologie ji zavedli Som
a spol."

Badatelé, ktefi se o vznik a vyuZiti pozitronové emisni
tomografie v 1ékaistvi zaslouZili zejména, americt{ profesofi
Kuhl z univerzity v Michiganu a Phelps' z kalifornské uni-
verzity v Los Angeles, byli v roce 2001 ocenéni za sviij objev
jednou z nejprestiznéjsich cen svétové mediciny, cenou Char-
lese F. Ketteringa. Nasi syntézu deoxyfluorglukosy zhodnotil
prof. Kuhl takto: ,,Your 1969 paper was an extremely impor-
tant contribution that has impacted both neuroscience and
cancer diagnosis®.

Metoda FDG-PET se vyuziva v Praze v PET-Centru v Ne-
mocnici Na Homolce, dobudovaném v roce 1999 a vedeném
MUDr. O. Bélohldvkem. SlouZzi jak k diagnostice, tak i k vy-
zkumu onkologickych onemocnéni'®. Pocet vySetfenych pa-
cientl presdhl v roce 2001 jiz tfi tisice. Je tfeba konstatovat,
Ze zatimco ve vyspélych zemich pfipadd na milion obyvatel
jedno PET-centrum, u nds je to zatim desetkrdt méné. V Ja-
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ponsku se metody FDG-PET uzivd k preventivnim prohlid- deoxyfluorglukosy jako slouc¢eniny dokonale simulujici glu-
kdm obyvatel. kosu a stejné jako ona rychle vstupujici do bunék ndrocnych
Zaveérem muzeme konstatovat, Ze naSe puvodni predstava na piisun glukosy, se ukdzala jako spravnd, a vyrazné ovlivnila

SAGITTAL

COROMAL TRANSANIAL
| - -‘
24
I i
.|
52 55
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Obr. 1. Zobrazeni zhoubného nadoru hltanu. Tfi navzdjem kolmé tomografické fezy, ziskané metodou FDG-PET. Vysoka koncentrace FDG
v mozku je v souladu s intenzivni fyziologickou spotfebou glukosy, zobrazeni mocového méchyie odpovida vylucovani FDG mo¢i. Maximalni
koncentrace FDG je vyjddiena Zlutou barvou. Jiné zobrazovaci metody nddor viibec neodhalily.

CORONAL TRANSAXIAL SAGITTAL
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Obr. 3. Zmény intenzity metabolismu glukosy; tomograficky fez mozku pied aplikaci kokainu (a), po 10 dnech (b) a po 100 dnech (c) po uziti
drogy. Intenzita metabolismu glukosy vyjadfend koncentraci FDG po podani drogy prudce klesd a ani po 100 dnech se plné neobnovuje.
Nejintenzivnéjsi metabolické pochody vyjadiuje Cervend, resp. zlutd barva
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zacdtek vyvoje prevratné 1ékarské diagnostické metody FDG-
-PET tim, Ze se uplatnila jako jeji chemicky princip.

Nelze vyloucit, Ze i neznaCend, ndmi pfipravend deoxy-
fluorglukosa, s ohledem na svou strukturni podobnost s gluko-
sou a soucasné metabolickou odli$nost a moZnost jeji detekce
pomoci "F NMR (cit.'”'®), sehraje v budoucnu vyznamnou
dlohu také v jinych biochemickych ¢i 1ékarskych disciplindch.

Obrdzky 1-3 ukazuji piiklady praktické aplikace metody
FDG-PET.

Za poskytnuti prvnich dvou snimkii autori dékuji MUDr.
O. Bélohldvkovi z PET-Centra, Nemocnice Na Homolce, za
treti snimek prof. J. S. Fowlerové 7 Brookhaven National
Laboratories, New York, U.S.A.
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J. Pacik® and M. Cerny® (“Department of Teaching Che-
mistry and *Department of Organic Chemistry, Faculty of
Sciences, Charles University, Prague): Deoxyfluoroglucose,
a Milestone in the Development of Positron Emission To-
mography (History of a Research)

The history and individual steps of the first successful
synthesis of 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose are described. In ma-
ny respects, this substance perfectly imitates the behavior of
naturally occurring glucose: e.g., the rate of incorporation into
the cells rapidly consuming glucose (such as the cerebral,
cardiac or tumorous ones) is almost the same in both cases.
Nevertheless, due to the presence of a fluoro atom at C-2, the
fluorinated derivative does not undergo glycolysis and, there-
fore, accumulates (in the form of its 6-phosphate) in the cells.
Thanks to these properties of the substance, eight years after
the synthesis, its '®F-labeled derivative has been successfully
used in positron emission tomography (PET), as applied to the
exploration of physiological and pathophysiological functions
of the brain and, above all, in clinical oncology. Thus, early
stages of tumor growth can be detected and malignity of the
tumor can be revealed even in those cases, which are not
detectable by other imaging methods.
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1. Uvod

Bilirubin je hlavni organicky produkt katabolismu hemu
v systémové cirkulaci a jeho produkce, metabolismus i vylu-
¢ovani jsou udrzovany v rovnovdze. Pfi naruseni této rovno-
vahy dochdzi k akumulaci bilirubinu v séru a hovoiime o tzv.
hyperbilirubinémii. Ackoli mirnd elevace hladin bilirubinu
v séru md v disledku jeho silnych antioxidacnich vlastnosti
pro organismus protektivni charakter', dochdzi pii piekroceni
urcité hladiny bilirubinu v séru k nebezpeci rozvoje toxickych
ti¢inkd zejména v oblasti centralniho nervového systému?.
Timto nebezpecim jsou ohrozeni predevsim jedinci s novoroze-
neckou hyperbilirubinémii a dédle pak pacienti s tézkymi vro-
zenymi nekonjugovanymi hyperbilirubinémiemi. Aby bylo
mozno dokonale pochopit patogenezi téchto onemocnéni, je
nutné pripomenout nékterd zdkladni fakta tykajici se fyzikdl-
né-chemickych vlastnosti bilirubinu a jeho metabolismu.

2. Fyzikdalné-chemické vlastnosti bilirubinu

Nekonjugovany bilirubin je linedrni tetrapyrrolovy pig-
ment nepoldrniho charakteru. Pfirozené se vyskytujici biliru-

*  Autor pro korespondenci
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bin je oznacovan jako bilirubin IXo (4Z,15Z) (obr. 1a), coz
vyjadfuje, Ze vznikd z isomeru IX protoporfyrinu, ktery se
nachdzi v hemu a hemoproteinech, a to §t€penim o-methino-
vého miustku porfyrinového makrocyklu s dvojnymi vazbami
v poloze 4 a 15 v konfiguraci Z (obr. 1b) (cit.®). Tato struktura
a konfigurace umoziuje vznik vodikovych vazeb mezi po-
strannim fetézcem tvorenym kyselinou propionovou na kruhu
B a poldrnimi skupinami na kruhu D a mezi postrannim fetéz-
cem tvofenym kyselinou propionovou na kruhu C a poldrnimi
skupinami na kruhu A (obr. 1b). Tyto intramolekuldrni vodi-
kové vazby zpisobuji vyznamné konformacni zmény, které
blokuji expozici poldrnich skupin molekuly vodnym rozpous-
tédlim a zdroven tvoii rigidni strukturu molekuly; tato kon-
formace a konfigurace je tudiz zdkladem hydrofobniho cho-
vani bilirubinu®,

Vzhledem k tetrapyrrolové struktufe se nekonjugovany
bilirubin mtize vyskytovat v nékolika isomerech. Prevladaji-
cim isomerem v plazmé je bilirubin IXo.. Ostatni zndmé iso-
mery bilirubinu, bilirubin IXf, IXy, IXJ, se nachdzeji ve zluci
pouze ve stopovych mnozstvich. Vznikaji otevienim porfyri-
nového kruhu v jiné poloze nez v oblasti o-methinového
mdstku. Tyto isomery nevytvareji intramolekuldrni vodikové
mdstky, jsou tedy ve vodé rozpustné&jsi a nevyzaduji konjugaci
pro vylouceni Zlu¢i®.

a CO,H CO,H
| |
e e § it
CH, CH CH, CH, CH, CH, CH, CH
H H 18
A\sc B\ 10 Jc\ cx/ D
5 CH, 15
071N N N N7 YO
H H H H
b

Obr. 1. Struktura a konformace bilirubinu: a) konvencni ,,linedrni
tetrapyrrolova* struktura pfirozené se vyskytujiciho isomeru bilirubi-
nu IXo, b) plandrni reprezentace trojrozmérné konformace molekuly
bilirubinu IXo se zobrazenymi vodikovymi mtistky
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3. Metabolismus bilirubinu

Dennf tvorba bilirubinu dosahuje u dospélych lidi ptibliz-
né 4 mg na kilogram télesné vdhy a neni vdzdna na urcity
orgz’m4. Buiilky retikuloendotelidlniho systému kostni diené,
sleziny a jater jsou obzvlasté uzptisobeny pro degradaci hemu,
avsak také jiné buriky disponuji enzymy, jejichZ pisobenim
vznikd bilirubin. Za normdlnich podminek je priblizné 80 %
celkového bilirubinu produkovano odbourdavanim hemu, pro-
sthetické skupiny hemoglobinu, ktery je uvoliovén do cirku-
lace degradaci starnoucich ¢ervenych krvinek®. Zbylych 20 %
produkce bilirubinu pochdzi z konverze bilkovin obsahujicich
hem jako napf. myoglobin, cytochromy a nékteré enzymy
(napiiklad katalasa &i peroxidasa)®.

Hem je cervenohnédy cyklicky tetrapyrrolovy porfyrin
s centrdlné navdzanym atomem Zeleza. K jeho degradaci na
biliverdin IXo., tmavé zeleny pigment, dochdzi pomoci mi-
krosomdlniho enzymu hemoxygenasy (obr. 2). Tento enzym
katalyzuje oxidativni Etéspem' a-methinového mistku za pro-
dukce oxidu uhelnatého”, ktery difunduje z buné¢k a je trans-
portovdn krvi do plic, jimiz je vyloucen. Poté dochdzi k re-
dukci centrdlni methinové skupiny biliverdinu IXo biliverdin
reduktasou za vzniku bilirubinu IXo. (obr. 2) (cit.”).

U niz8ich zivocichd, jako jsou obojzivelnici, plazi a ptéci,
nedochdzi ke tvorbé bilirubinu, ale vylu¢ovan je biliverdin, ve
vodg rozpustny netoxicky prekurzor bilirubinu®. Ditvodem je
ziejmé vyvoj placenty, nebof poldrni biliverdin nepiestupuje
placentdrni bariéru, zatimco nekonjugovany bilirubin ano,
¢imz se zabrariuje akumulaci degradacnich produktt hemu
v téle plodu’. Dalii pfi¢inou produkce bilirubinu jsou pravdé-
podobné jeho antioxidacni vlastnosti. Jak jiz bylo uvedeno,
bilirubin dc¢inkuje jako velmi silny endogenni antioxidant,
siln€j$i nez biliverdin, a hraje vyznamnou protektivni roli
v patogenezi celé fady onemocnéni'. Koncentrace oxidu uhel-
natého v krvi, vznikajictho reakci hemoxygenasy, je nepatrnd,

O,

< —

hemoxygenasa

biliverdinreduktasa
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a tudiz nepiisobi toxicky®. I pfi takto nizkych hladindch viak
hraje dtlezitou roli pfi bunééné signalizaci v centrdlnim ner-
vovém systému® a v modulaci cévniho tonu’. Stanoveni pro-
dukce oxidu uhelnatého lze také vyuzit v diagnostice novo-
rozeneckych hemolytickych anémii 10,

Po degradaci hemu v retikuloendotelidlnim systému se
bilirubin dostdva do systémové cirkulace a je transportovan do
jater. V plazmé se vdZze zejména na albumin jako hlavni
transportni bilkovinu!!. Vazba bilirubinu na albumin je biolo-
gicky dulezitd, protoze solubilizuje nepoldrni nekonjugovany
bilirubin, a umoziuje tak jeho transport ve vodném prostiedi.
Za nepiitomnosti albuminu je rozpustnost bilirubinu mens{
nez 1 umol.I"". Stejné jako ostatni slou¢eniny pevné vdzané na
plazmaticky albumin neni nekonjugovany bilirubin filtrovan
ledvinami a hlavni cestou jeho vylucovani je sekrece jatry do
2ugi'

Jétra jsou prizplGsobena pro transport bilirubinu ze systé-
mové cirkulace do Zluci, a tento transport probihd disociac{
vazby s albuminem a translokaci pfes cytoplazmatickou mem-
branu hepatocytu. Pfedpokldda se, Ze na sinusoiddlnim pdlu
existuje nékolik aktivnich transportnich systém pro bilirubin.
Tyto transportéry patii do velké skupiny transportéri pro
organické anionty, jejichZ funkce a vyznam jsou v soucasnosti
predmétem intenzivniho vyzkumu'Z

V jaterni bunice je nekonjugovany bilirubin solubilizovan
vazbou na specifické intraceluldrni proteiny (ligandiny)'2 Jde
o cytosolové proteiny oznacované jako proteiny Y a Z. Pro-
tein Y je cytosolovy protein patfici do proteinové rodiny
glutathion-S-transferasy. Tyto bilkoviny s molekulovou hmot-
nosti zhruba 45 kDa pfedstavuji asi 2 % zdsoby cytosolovych
proteinti &lovéka'? Protein Z je nizkomolekuldrni cytosolovy
protein o molekulové hmotnosti 12 kDa, jehoz funkcf je také
intraceluldrni vazba bilirubinu v hepatocytu'?. Byl identifiko-
van jako jaterni isoforma cytoplazmatického proteinu vdzici-
ho mastné kyseliny (FABP ) a patii do rozsahlé rodiny piibuz-

NADPH

NADP

NADP

bilirubin IXou

e

=N N

NADPH R
\ NN

R H R

biliverdin IXo

Obr. 2. Katabolicka pfeména hemu na bilirubin-IXo, MET = mikrosomalni elektronovy transportni systém; R' = -CH,, R’= -CH=CH,,

R’= -CH,-CH,-COOH, F, = flavoprotein
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nych bilkovin, které hraji dtilezitou roli naptiklad v metabo-
lismu retinoidti a volnych mastnych kyselinlz.

Diky intramolekuldrnim vodikovym vazbdm spojujicim
poldrni skupiny molekuly bilirubinu je pfirozeny isomer ne-
konjugovaného bilirubinu IX0-4Z,15Z minimdlné rozpustny
ve vodé a nemiZe byt transportovdn zluci; proto musi byt
preveden na poldrnéjsi formu, ¢ehoz je dosazeno konjugaci
s UDP-glukuronovou kyselinou (UDP = uridindifosfdt). Tato
reakce je katalyzovdna enzymem bilirubin UDP-glukurono-
syltransferasou a pii ni dochdzi k esterifikaci karboxylovych
skupin postrannich karboxyethylovych fetézcti v pozici C-8
a C-12 a uvolnéni intramolekuldrnich vodikovych mastki'%
Bilirubindiglukuronid predstavuje u lidi hlavni konjugat bili-
rubinu ve Zluci (pfiblizné 80 %), v mensi mife se vyskytuje ve
formé monoglukuronidu. V lidské Zluci se vyskytuji také sto-
povd mnoZstvi ostatnich konjugétt bilirubinu, jako jsou mo-
noglukosidy, monoglukosid-monoglukuronidy a xylosidylz.
Bilirubindiglukuronid je vyluCovdn z hepatocyti do zZluci
aktivnim transportnim systémem, ktery byl neddvno identi-
fikovdn jako multispecificky transportér organickych iontd
(cMOAT/MRP2). Kromé bilirubinglukuronidii usnadniuje ta-
ké transport bromsulfonftaleinu, glutathionu ¢i jeho konju-
gatl, konjugovanych leukotrienti a konjugovanych hydrofob-
nich Zlu¢ovych kyselin'?. Konjugovany bilirubin vylouceny
do 7lu¢i se ZluCovymi cestami dostivd do tenkého stieva
a odtud do stieva tlustého. Zde je dekonjugovan bakteridlnim
enzymem [-glukuronidasou za ods§tépeni zbytku kyseliny glu-
kuronové a poté degradovan bakteridlnimi reduktasami na
hydroderivaty bilirubinu souborné nazyvané urobilinoidy”.

Nekonjugovany bilirubin i urobilinoidy se za urcitych
okolnosti zpétné resorbuji tlustym stfevem a portdlni krvi se
dostdvaji zpét do jater, kde jsou ¢dste¢né znovu vylouceny do
7lugi a Cdstetné se dostavaji do systémové cirkulace'*'>. Ho-
voiime o enterohepatdlni, respektive enterosystémové cirku-
laci.

Existence enterohepatdlni cirkulace nekonjugovaného bi-
lirubinu byla definitivné prokdzdna az pomoci radioaktivné
znaceného bilirubinu. Bylo zji§téno, Ze resorbovan mtize byt
pouze nekonjugovany bilirubin, zatimco konjugovany biliru-
bin musi byt pfedem hydrolyzovan, nebot bilirubindigluku-
ronid nemtiZe byt pro svou velikost a polaritu ze stieva resor-
bo?/sein. K absorpci mize dochdzet v tenkém i v tlustém stfe-
veér.

Enterohepatdlni a enterosystémova cirkulace bilirubinu je
vsak za fyziologickych podminek jen minimaln{ a nema prilis
velky vliv na hladinu bilirubinu v séru. Stfevni resorpce bili-
rubinu vSak vyznamné stoupd pfi splnéni nékteré z nasleduji-
cich podminek:

1) absence stievni mikrofléry redukujici bilirubin,

2) malabsorpce Zlucovych kyselin, které v zazivacim traktu
solubilizuji nekonjugovany bilirubin,

prertistani stfevni mikrofléry v proximdlnich ¢astech za-
zivactho traktu, kde dochdzi ke zvySené dekonjugaci bi-
lirubindiglukuronidu bakteridlni B-glukuronidasou s na-
slednou vyssi resorpci nekonjugovaného bilirubinu do
portdlniho fecisté.

Bakterie, které osidluji intestindlni trakt, predstavuji velmi
slozity, ale relativné stabilni ekosystém. V proximdlni polovi-
né tenkého stieva se bakterie prakticky nevyskytuji (0-10°
mikroorganismt na 1 ml stfevniho obsahu) z diivodu kyselého
prostfedi udrZzovaného zalude¢ni §tavou. Distdlni polovina

3)
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tenkého stfeva predstavuje prechodovou zonu, pocet bakterif
zde postupné roste a slozeni mikrofléry (hlavné G~ a anaerobni
bakterie) se podobd sloZeni v tlustém stievé. Tlusté stievo je
nejhustéji osidlenou ¢dsti intestindlniho traktu. Obsahuje pifi-
blizné IO]Omikroorganismﬁ na 1 ml stfevniho obsahu a vice
nez 400 riiznych bakteridlnich druhii. Pocet anaerobnich bak-
terii pfevazuje nad aeroby. Mezi hlavni druhy patii zejména
Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium a v mensim poctu
Clostridium, Lactobacillus a Streptococcusm. Stabilita a slo-
Zeni mikroflory jsou ovlivnény metabolickou aktivitou vysky-
tujicich se mikroorganismd. Vzdjemné ovliviiuji svij rast,
a tim mezi sebou udrzuji rovnovahu, a zdroven tak chrani
svého hostitele pred infekcemi gastrointestindlnimi patogeny.

Jak bylo uvedeno vyse, podléhd nekonjugovany bilirubin
v lumen zaZivaciho traktu redukci stfevni mikroflérou na
hydroderivaty souborné nazyvané urobilinoidy. Metabolis-
mus bilirubinu na urobilinoidy pfedstavuje pro bilirubin pfi-
rozenou katabolickou cestu, kterd je skutecné podminéna stiev-
nimi baktériemi. Tento fakt byl potvrzen trvalou absenci uro-
bilinoidéi ve stolici potkanti bez stievni mikroflory'” a také
vymizenim urobilinoidil ve stolici krys a lidi po poddni pero-
ralnich antibiotik'®, Intestinalni mikrofléra redukujici biliru-
bin je pfitomnd v gastrointestindlnim traktu dospélého ¢loveka
ve velkém mnozZstvi. Produkce urobilinoidi v zazivacim trak-
tu dospélého cloveka dosahuje za normélnich podminek 50—
250 mg za den. Navzdory takové enormni produkci urobilinoi-
di metabolickd cesta mikrobidlni konverze bilirubinu ztstdva
stdle neobjasnéna. Ackoliv mikrobidlni hydrogenace bilirubi-
nu byla pfipsdna rodu Clostridium uz ve dvacdtych letech
minulého stoleti'®, prvni bakterie s bilirubin redukujici kata-
lytickou aktivitou byla izolovana®® az v roce 1960. Slo o kmen
Clostridium ramosum izolovany ze stolice potkani kmene
Gunn. Druh4 bakterie s podobnymi katalytickymi vlastnostmi
pattici do rodu Bacteroides fragilis bylaizolovdna v roce 1972
(cit.*"). V neddvné dobé byly izolovény ze stolice novorozencii
dvé nové bakterie redukujici bilirubin patfici do rodu Clostri-
dium perfringens a C. diﬁ‘icilezz.

4. Nekonjugované hyperbilirubinémie

Nekonjugované hyperbilirubinémie délime na hyperbili-
rubinémie vrozené a ziskané. Mezi vrozené nekonjugované
hyperbilirubinémie fadime defekty glukuronidace bilirubinu
v jatrech. Podle stupné postiZzeni rozliSujeme mirnou for-
mu nazyvanou benigni hyperbilirubinémie (Gilbertiv syn-
drom) a ddle mnohem vzdcnéjsi, av§ak také mnohem zdvaz-
néjsi Crigler-Najjartiv syndrom I. a II. typu. Medicinsky nej-
vyznamnéjsi problém predstavuje novorozeneckd Zloutenka,
coz je ziskand forma nekonjugované hyperbilirubinémie.
Prevalence novorozenecké hyperbilirubinémie presahujici
205 umol.I"! (coz je hodnota uréujici tzv. patologickou novo-
rozeneckou Zloutenku) se pohybuje u zdravych donosSenych
novorozencl v rozmezi 8-20 % (cit.>***). Takto zdvaznd hy-
perbilirubinémie miZe vést k poskozeni centrdlniho nervové-
ho systému s extrapyramidovymi poruchami, ke ztraté sluchu,
nebo k porucham motorického &i psychosomatického vyvoje>.

V patogenezi novorozenecké Zloutenky se uplatiiuji tfi
zdkladni mechanismy:

1) Prvnim faktorem je nadprodukce bilirubinu. Jeho denni

tvorba dosahuje u zdravych novorozenct v priméru 8-
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10 mg bilirubinu na kilogram télesné vahy, coZ je vice nez
dvojndsobek normdlni produkce dospélych. Je to ddno
zejména obmeénou fetdlntho hemoglobinu za hemoglobin
adultni v raném novorozeneckém obdobi*.

Dalsim faktorem je defekt transportu bilirubinu v hepato-
cytech zptisobeny insuficienci aktivnich transportért bili-
rubinu, jejichZ exprese se zvysuje az po nékolika tydnech
po narozeni® a ddle pak defekt glukuronidace bilirubinu
zpusobeny nedostate¢nou aktivitou bilirubin-UDP-gluku-
ronosyltransferasy (0,1% hodnoty u dospélych v prvnich
deseti dnech Zivota); ta se zvySuje teprve v Sestém az
trndctém tydnu Zivota®,

Tretim faktorem je absence stfevni mikrofléry v novoro-
zeneckém véku. Na rozdil od dospélych jedincti novoro-
zenci resorbuji zna¢né mnozstvi nekonjugovaného biliru-
binu tenkym stievem, coZ je zplisobeno absenci intestinal-
ni mikrofléry®, kterd za normalnich okolnosti sniZuje
mnozstvi nekonjugovaného bilirubinu ve strevnim lumen
pro zpétnou resorpci do portdlniho recisté. Bylo zjiSténo,
Ze mikrobidlni konverze bilirubinu hraje v neonatdlnim
obdobi dilezitou roli v jeho homeostdze a Ze absence
bakteridlni redukce je vyznamnym faktorem v patogenezi
novorozenecké Zloutenky?. Kolonizace zaZivaciho traktu
bakteriemi redukujicimi bilirubin je dosaZzeno na dostatec-
né drovni umoziujici produkci urobilinoidd srovnatelnou
s hodnotami dospélych az v Sestém tydnu po narozeni’Z.
Pii narozeni je v tenkém stfevé nejenom mdlo bakterif
redukujicich bilirubin (tudiZ minimdln{ produkce urobili-
noidu), ale je zde také znacnd aktivita enzymu B-glukuro-
nidasy pochdzejiciho z matefského mléka®’. Ta zptsobuje,
Ze nekonjugovany bilirubin vznikd ve vétsi mife a mize
byt sndze resorbovan.

Zdkladnim 1é¢ebnym opatienim v terapii patologické no-
vorozenecké Zloutenky je fototerapie, u tézkych forem one-
mocnéni vyménné transfize™®. Pfi pouziti fototerapie je pa-
cient vystaven svételnému zdafeni o vysoké intenzité a rozmez{
vlnovych délek 420-470 nm. To vede ke zvySené oxidaci
aisomeraci bilirubinu za vzniku poldrnich derivatt bilirubinu,
které mohou byt relativné snadno vylouceny jdtry bez dals{
metabolizace®. Tato lé¢ebnd modalita je b&zné pouZzivina,
aprestoze je obecné povazovdana za plné bezpecnou a ic¢innou,
existuje pifi jejim pouZiti potencidlni nebezpeci poskozeni
novorozencd i zdravotnického persondlu elektromagnetickym
zatenim**. Dal$i moZnou komplikaci fototerapie, i kdyZ nepfi-
li§ Castou, je rozvoj tzv. ,,bronze-baby* syndromu zptisobené-
ho nahromadénim rozpadovych produktt bilirubinu béhem
fototerapie®’. Pouziti vyménné transfiize je vyhrazeno pouze
pro novorozence s hladinami bilirubinu piesahujicimi u zdra-
vych, donosenych novorozenci 340 umol.I™! a je zatizeno
vSemi pfislu§nymi riziky vyplyvajicimi z invazivniho pfistupu
a prevodu krevnich derivatg®. Existuje také mozZnost pouziti
metaloporfyrinti za ii¢elem inhibice tvorby bilirubinu vedouc{
ke sniZeni jeho hladiny v séru’'. A¢koli byla prokdzana tcin-
nost této metody, neni béZné pouzivana, hlavné kviili vysoké-
mu vyskytu nezddoucich ucinkda.

Existuje mnoho dtikazi ukazujicich dilezitost enterohe-
patdlni a enterosystémové cirkulace bilirubinu v patogene-
zi novorozenecké Zloutenky. Tyto dikazy se opiraji zejmé-
na o vysledky studii provadénych na laboratornich zvitatech
i u clovéka za ucelem inhibice enterohepatdlni a enterosys-
témové cirkulace bilirubinu vyuZzivajicich podavéni stfev-

2)

3)
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nich sekvestrantii bilirubinu. Bylo prokdzano, Ze tato inhibi-
ce vede k vyraznému snizen{ hladin bilirubinu v séru u jedinci
s novorozeneckou hyperbilirubinémii. Slo o studie s pero-
rdlnim Poglévénim agaru®’, aktivniho uhli*® nebo cholestyr-
aminu®. Uginnost tohoto pristupu se podatilo prokdzat ta-
ké u pacientl s Gilbertovym syndromem pii perordlnim po-
ddvani siranu zine¢natého>> a u pacienti s Crigler-Najjarovym
syndromem pfi perordlnim poddvani fosforeCnanu vapena-
tého*® a cholestyraminu®’ jako stfevnich sekvestranti biliru-
binu. Podobné bylo prokdzano ve studii na Gunnovych pot-
kanech (hyperbilirubinemicky kmen s vrozenym defektem
bilirubin UDP-glukuronosyltransferasy) snizeni sérovych hla-
din bilirubinu po perordlnim poddni enzymu bilirubinoxidasy
v imobilizované form&*®. Pouziti stievnich sekvestrantd bili-
rubinu je vSak zatiZzeno zna¢nym mnoZstvim neZddoucich
ucinkt. Presto md vyuziti inhibice enterohepatdlni cirkulace
bilirubinu v terapii nekonjugovanych hyperbilirubinémif své
opodstatnéni. Jako alternativa se jevi vyuziti potenciace bak-
teridlni redukce bilirubinu ve stfevnim lumen, coz je postup
vychdzejici z fyziologie stfevniho metabolismu bilirubinu,
ktery by nemél byt provazen nezddoucimi dcinky umélych
sorbentl. Tento zplsob by mohl mit velké vyuziti zejména
u pacientii s novorozeneckou hyperbilirubinémif, nebot v pe-
rinatdlnim obdobf je stfevni redukce bilirubinu prakticky nu-
lova.

5. Zavér

Problematika tézkych nekonjugovanych hyperbilirubiné-
mif predstavuje zejména s ohledem na vyskyt novorozenec-
ké Zloutenky zdvazny zdravotnicky problém s vyznamnymi
ekonomickymi dopady®. T kdyZ je lé¢ba fototerapii obecné
uzndvanym standardem, lze ocekdvat, Ze zavedenim novych
auc¢innych metod zaloZenych na inhibici enterohepatdlni a en-
terosystémové cirkulace bilirubinu dojde ke snizeni vyskytu
novorozenecké Zloutenky i k vyznamnému zlevnéni celého
1écebného postupu.

Tato prdce byla podporena grantem GA CR ¢ 310/021436
a grantem CEZ:J19/18:223300006 MSMT.
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of Its Toxicity

Bilirubin is the principal intravascular catabolic product of
heme metabolism. In disorders of its degradation, bilirubin
accumulates in serum, which leads to hyperbilirubinemia. If it
exceeds a certain critical limit, a serious damage of central
nervous system may result. There are two clinical situations
when these complications may result: the rare Crigler-Najjar
syndrome of type I, which is a disease caused by congenital
deficiency of a liver enzyme conjugating bilirubin with glucu-
ronic acid, thus enabling its elimination by liver, and, in
particular, very frequent neonatal hyperbilirubinemia. This
disease has a multifactorial etiology; in its pathogenesis parti-
cipate primarily (/) overproduction of bilirubin in exchange
of fetal for adult hemoglobin, (2) immature liver transport and
conjugation systems for bilirubin and, last but not least, (3)
absence of intestinal microflora reducing bilirubin in intestinal
lumen. The absence of the microbial activity leads to accumu-
lation of bilirubin in intestine and its subsequent resorption in
portal and further in systemic circulation (enterohepatal and
enterosystemic circulation of bilirubin), which manifests itself
by elevation of bilirubin levels in serum. The basic therapeu-
tical measure in treatment of neonatal hyperbilirubinemia and
also of the Crigler-Najjar syndrome of type I is phototherapy.
Its principle is photoisomerization and photodegradation of
bilirubin to polar fragments, which can be excreted from the
organism more easily. An alternative is the exsanguination
transfusion. Due to the significance of intestinal metabolism
of bilirubin, the possibility of affecting the enterohepatal and
enterosystemic circulation of bilirubin seems very promising
in the treatment of these hyperbilirubinemic conditions.
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1. Uvod

SloZeni potravy hraje dilezitou tlohu v pfedchdzeni vzni-
ku nddorovych, kardiovaskuldrnich a chronickych metabolic-
kych onemocnéni. Vhodnym slozenim denni stravy, zvySe-
nym podilem ovoce, zeleniny, lusténin a obilovin, Ize vyrazné
pozitivné ovliviiovat metabolické procesy v travicim traktu
(GIT) &lovéka'. Funkéni zmény sliznic a sloZen{ stievni bakte-
ridlni fléry, vyvolané dlouhodobé nevhodnym sloZenim diety,
mohou byt prvotnimi pfi¢inami zdnétlivych a nddorovych
onemocnéni zZaludku, duodena, stfev a prijmovych onemoc-
néni nebakteridlniho ptivodu®. Potraviny a jejich slozky, které
maji pozitivni fyziologické dcinky na lidsky organismus, se
v odborné literatuie oznacuji jako nutraceutika a déli se na
funk&ni potraviny a potravni dopliiky’. Legislativa CR a EU
rozliduje potraviny pro zvlastni cely a potravni dopliiky*”.
Funkéni potravina (FP), napt. nékteré druhy ovoce a zeleniny,
je produkt s nutri¢ni hodnotou, ktery je bezpe¢ny a md piiznivy
ucinek na jednu nebo vice fyziologickych funkci. Potravnimi
dopliiky (PD) jsou i) ldtky se zndmou nutri¢ni funkei jako napf.
vitaminy, minerdlni latky, aminokyseliny a esencidlni poly-
nenasycené mastné kyseliny, ii) latky s prokdzanym pozitiv-
nim fyziologickym t¢inkem jako napf. rostlinné polyfenolové
latky, glukosamin, karnitin, koenzym Q,,, melatonin, ornithin
s a-ketoglutarovou kyselinou, pyruvdt, taurin, ZivociSné pro-
teoglykany a iii) 1éCivé rostliny v intaktni formé, jejich celkové
nebo frakcionované extrakty, které jsou chemicky charakteri-
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zované a standardizované na urcitou skupinu latek, jako napf.
komplex flavonolignant ze semen Sylibum marianum nazy-
vany silymarin ¢i extrakt z pSeni¢nych klickt standardizovany
na obsah substituovanych benzochinoni. FP a PD maji vliv na
celkovy zdravotni stav a mohou vyznamné podporovat fyzic-
ky vykon ¢i sniZzovat riziko vzniku nékterych nemoci. Za
prokazatelny fyziologicky tic¢inek je u FP/PD zpravidla odpo-
védnad urcitd skupina latek — fytochemikalii. Jsou to fenolové
kyseliny, lignany, flavonoidy, anthokyany, proanthokyanidi-
ny, fytosteroly, karotenoidy, polynenasycené mastné kyseli-
ny, glukosinoldty, oligo- a polysacharidy s B-glykosidovou
vazbou a dalsi komponenty.

V tomto ¢ldnku je poddn piehled soucasnych poznatki
o ucincich tif biologicky aktivnich skupin pfirodnich litek na
funkci traviciho traktu u savct. Jednd se o i) polyfenolové
latky — lignany, flavonoidy a flavonolignany, ii) fytosteroly
a iif) nehydrolyzovatelné B-poly- a oligosacharidy.

2. Fytochemikalie v travicim traktu saveu

K prvnimu kontaktu ¢lovéka s fytochemikdlif obsaZzenou
v dieté dochdzi v travicim traktu, kde se uplatiuje jeji pleio-
tropni ti¢inek, zejména chemoprotektivni. Cetné prace doku-
mentuji snizeny vyskyt zanétlivych a nadorovych onemocnéni
GIT u populaci konzumujicich rostlinnou stravu bohatou na
polynenasycené mastné kyseliny, polyfenolové latky (prede-
v§im flavonoidy), fytosteroly a nestravitelnou vlakninu®’. Za
farmakologicky vérohodné prokdzanou lze povaZovat napf.
ucinnost pifpravkd obsahujicich oleje bohaté na ®-3 poly-
nenasycené kyseliny u ulcerativni kolitidy (chronicky zanét
sliznice tlustého stfeva), kterd byla potvrzena v nékolika kli-
nickych studiich®. Pro nutraceutika, jejichz fyziologicky uci-
nek je lokalizovan na tlusté stfevo, je uzivan nizev prebiotika’.
Jsou tak oznacovdny nestravitelné soucdsti potravy, které pii-
znivé ovliviiuji hostitele selektivni stimulaci rtstu/aktivity
jednoho nebo omezeného poctu bakteridlnich kment v tlustém
stievé. Patfi k nim fytochemikdlie, oznacované jako vldknina
potravy, kam jsou fazeny celulosa, kondenzované tanniny
(polymery tvoiené molekulami katechinu), ligniny (polymery
tvofené molekulami p-kumaryl-, koniferyl- a sinapylalkoho-
Iu) a polysacharidy necelulosového charakteru, napt. hemice-
lulosy, pektiny a fruktany. Tyto substance nejsou hydrolyzo-
vdny a traveny v Zaludku, duodenu a tenkém stfevé hostitele,
ale k jejich fermentaci dochdzi v tlustém stievé ptisobenim
bakteridlni mikrofléry. Bakterie plisobi v intestindlnim traktu
hostitele nékolika mechanismy: metabolizuji vlakninu na krat-
ké (C2 az C4) mastné kyseliny, podporuji sekreci travicich
enzymu, moduluji metabolismus lipidd, stimuluji peristaltiku
a aktivuji imunitni systém hostitele, tvofi bariéru proti pa-
togennim mikroorganismim, antigentim a toxickym slouce-
nindm z lumen stfeva, ovliviluji proliferaci a diferenciaci
epitelidlnich bunék, absorpci latek v hladkém stievé, entero-
hepatdlni obéh zlucovych kyselin, podili se na imunitni ochra-
né organismu, jsou nezbytné pro aktivaci mukdézni imunity
a imunokompetentnich bunék a fermentaci nestravitelnych
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slozek potravy'®!L Prebiotika selektivng stimuluji rast lid-
skému organismu prospésnych druhi bakterif, predevsim Bifi-
dobacterium a Lactobacillus. Pokud nékteré druhy téchto
kment jsou slozkami funkénich potravin, pak jsou ozna-
Covany jako probiotika.

3. Polyfenolové litky

Polyfenolové latky (PFL), kam ndlezi C6—-C1 a C6—C3
fenolové kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy (flavony/
flavonoly, dihydroflavony/dihydroflavonoly, katechiny/fla-
vanoly, anthokyany, isoflavony a chalkony), flavonoligna-
ny, ligniny a proanthokyanidiny (kondenzované tanniny),
jsou nejrozsahlejii skupinou sekundérnich metabolitii rostlin'%.
V denni diet¢ (Evropa a USA) je pfijem PFL, Vyliédfeny
jako mnozZstvi flavonoidglykosidd, cca 1 g na den (cit."). PFL
maji Siroké spektrum fyziologicky pifiznivych dcinkt, zejmé-
na jsou znamy jako antioxidanty'®. Jsou aktivnimi slozkami
funkénich potravin (napf. cibule, citrusové plody, hrozny,
zeleny Caj), potravnich doplikt (napt. extrakt z listd Ginkgo
biloba) a nékterych volné proddvanych 1éka (napf. Flavo-
bion®). V dal§im textu bude vénovidna pozornost jen t&ém
skupindm PFL, u kterych byl prokazéan jejich fyziologicky
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ucinek jiz v GIT. Jsou to lignany, nékteré flavonoidy a flavo-
nolignany.

Vyskyt a struktura

Nejbohatsim zdrojem lignanti jsou semena Inu setého (Li-
num usitatissimum). Jejich prekurzory jsou fenylalanin a C6—
C3 fenolové kyseliny. Molekula lignanu je tvofena dvémi
fenylpropanovymi jednotkami spojenymi pres centrdlni uhli-
ky (C-8 a C-8’) postrannich propanovych fetézcl. Existuje
nékolik skupin, lisicich se spojenim téchto jednotek a oxidac-
nim stupném. Jednotlivé derivdty se lisi poc¢tem a polohou
hydroxyskupin, které mohou byt methylovany, acylovany ne-
bo glykosylovdny (obr. 1).

Flavonoidy jsou rozsifeny ve vsech rostlindch, kde maji
ddlezité postaveni v metabolismu a fyziologickych funkcich.
Izolovédny jsou jako glykosidy/aglykony. Jejich prekurzory
jsou chalkony, které vznikaji kondenzaci p-kumaroyl-CoA
a tff molekul malonyl-CoA. Zdkladni skelet flavonoidil je
tvofen dvéma benzenovymi jadry spojenymi heterocyklickym
kruhem — pyranem/pyronem (obr. 2). 2-Fenylchroman (fla-
van) miiZe byt modifikovdn oxidaci (pfitomnost dalsi dvojné
vazby), redukei karbonylu, ionizaci heterocyklického kysliku
nebo isomerizaci na 3-fenylchroman. Posledni skupinou PFL

CH,OH
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H(OH)
O
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jsou flavonolignany (obr. 3). Jejich zdkladni skelet je fenyl-
chromanon (flavonoidni komponenta) spojeny s molekulou
koniferylalkoholu (lignanova komponenta).

Metody stanovenf{

V rostlinném materidlu se PFL stanovu{'l’ jako celkové
fenoly reakei s Folin-Ciocalteuovym &inidlem'. Dalsi metody
zahrnuji HPLC na reverzni fazi s UV-VIS detekei pfi 280 nm
(cit.'®), MS (cit.'), coulometrickou'® &i amperometrickou de-
tekci ~. Ddle se {)ro stanoveni s tuspéchem vyuziva kapilarni
ele:l<troforézy20‘2 a TLC (cit.?). Souborné o stanoveni PFL
pojednava cit.

Uc¢inky v trdvicim traktu
a jejich mechanismus

Pro GIT clovéka jsou vyznamné lignany sekoisolaricire-
sinol a matairesinol, které jsou gastrointestinalnimi bakteriemi
transformovany na ,,zivoci$né* fytoestrogeny enterodiol a en-
terolakton. Ty se absorbuji v tenkém stfevé a do GIT se vraci
ve form¢ glukuronidi***. V GIT piisobi jako antioxidanty,
moduldtory proliferace a apoptosy bunék stievniho epitelu
a interaguji s vazebnym mistem estrogenniho receptoru typu
II. Flavonoidy jsou v rostlindach ptitomny pfevazné jako glyko-
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OH O
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Obr. 3. Flavonolignany silymarinového komplexu

70

Referaty

sidy, které jsou tepelné stabilni. Glykosylované flavonoidy
jsou hydrolyzovdny v tenkém stievé dvéma B-glukosidasami
(laktasou-florizinhydrolasou a cytosolickou B-glukosidasou)
(cit.?*?. V aktivits glykosidas jsou u jednotliveti vyrazné
rozdily, které jsou urujici pro biodostupnost flavonoida®’.
Flavonoidy jsou z GIT absorbovény bud jako intaktni glyko-
sidy nebo aglykony7’28. Vétsina glykosidl je hydrolyzovédna
bakteridlnimi enzymy v tlustém stfevé (B-glukosidasa, 3-glu-
kuronidasa, B-rhamnosidasa) na aglykony**° Kone&nymi me-
tabolity bakteridlni konverze flavont, flavonold a flavanold
jsou kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctova, 3-hydroxyfenyloc-
tovd, 3-hydroxyfenylpropanova a hippurovd kyselina, vznika-
jici po §tépeni heterocyklického kruhu’. Jejich predpoklddany
priznivy ucinek na epitel tlustého stieva nebyl vSak experi-
mentdlné potvrzen. Katechiny a kondenzované tanniny se
témét neabsorbuji, jsou metabolizovdny bakteridlni flérou
tlustého stfeva na jednoduché fenolové kyseliny”’”. U pa-
cientti, kterym bylo 3x denné poddvano sondou 100 mg kate-
chinl z Camellia sinensis (Caje), doslo k vyznamnému snize-
ni pH v tlustém stievé a zménam ve slozeni bakteridlni flory™.
Katechiny lze fadit mezi prebiotika.

Rada flavonoid@ (napf. genistein, kvercetin, naringenin,
rutin), rostlinnych extrakt bohatych na flavonoidy a silyma-
rin, vykazuji gastroprotektivni aktivitu v experimentdlnich mo-
delech akutniho Zalude¢niho viedu (erozni gastritidy). U in-
domethacinem vyvolané gastritidy dochdz{ ke sniZeni tvorby
mukosy a zeslabenf jeji vrstvy na povrchu Zalude¢nf sliznice
a ke sniZeni tvorby hydrogenuhli¢itanu sodného. Jako da-
sledek inhibice cyklooxygenasy-1 (COX-1) je v metabolismu
araSidonové kyseliny preferovdna lipoxygenasovd cesta. Tim
dochdzi ke zvySené tvorbé leukotrieni podporujicich zdnét.
Protektivni ucinek flavonoidi je pfipisovdn jejich schopnosti
inhibovat lipoxygenasy a tim modifikovat produkci eikosa-
noidi pres kaskddu arasidonové kyseliny34’35. Vyznamny je
rovnéz jejich antioxidacni dcinek (eliminace kyslikatych ra-
dikdld, aktivace antioxida¢nich enzymii, napt. glutathionper-
oxidasy a antilipoperoxidacni aktivita). Silymarin signifikant-
né snizoval makroskopické poskozeni sliznice tlustého stieva
vyvolané u potkani trinitrobenzensulfonovou kyselinou a lze
predpoklddat jeho protektivni dcinek u toxické a ulcerozni
kolitidy®®. Silymarin snizil aktivitu stfevni myeloperoxidasy,
tvorbu lipoperoxida¢nich produkti a zlepsil antioxidaéni sta-

latky inhibici exprese stievni inducibilni NO-syntasy a cyklo-
oxygenasy-2 (COX-2) (cit. ). Zejména inhibice COX-2, en-
zymu, jehoZ exprese je spojena s progresivni indukci neo-
plasie, mlize byt vyznamnd v prevenci karcinomu tlustého
stteva. Kolorektdlni mukosa je velmi citliva na karcinogeny.
Aditivni inhibice COX-2 flavonoidy a nesteroidnimi antiflo-
gistiky potencuje v tlustém stfevé chemoprotektivni potencial
obou skupin latek>®. Flavonoidy potlacuji stimulaci imunit-
nitho systému mukosy metabolity komensdlnich (synbiotic-
kych) stfevnich bakterii*’.

Neékteré flavonoidy, napt. ze skofice (Cinnamonum zey-
lanicum) nebo ¢esneku (Allium sativum), jsou antimikrobidlné
ucinné vaci Helicobacter pylori, bakterii, kterd je pricinou
neerozivni gastritidy*. Longitudinalni epidemiologicka stu-
die holandské populace (muzi a Zeny ve véku 55 az 69 let)
prokdzala statisticky vyznamny inverzni vztah mezi spotfebou
cibule (flavonol kvercetin)/p6ru (flavonol kemferol) a relativ-
nim rizikem nadorového onemocnéni zaludku*'. V in vitro
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studiich byl prokdzan inhibi¢ni efekt fenolovych kyselin (di-
a trihydroxybenzoové, kdvové, ferulové, chlorogenové) a rtiz-
nych flavonoidi na aktivitu travicich enzymd, trypsinu a o.-
-amylasy42’43. Fyziologické dusledky téchto aktivit pfi konzu-
maci stravy bohaté na fenolové latky nejsou objasnény. Kver-
cetin (flavonol) a apigenin (flavon) stimuluji relaxaci hladké-
ho svalstva inhibici influxu vdpenatych iont do bunék a inhi-
buji uvoliiovani acetylcholinu. V alternativnim lékaistvi jsou
rostlinné extrakty bohaté na kvercetin a apigenin pouzivany
jako spasmolytika'’. Vé&tsina fenolovych litek vykazuje in
vitro spektrum antimikrobidlnich aktivit, z ¢ehoZ je vyvozo-
vdn jejich mozny pozitivni vliv na sloZeni a metabolismus
stfevni mikrofléry. Prozatim viak neni piesvédgivé dolozen’.

Na buné¢nych liniich odvozenych od lidskych nddort
tlustého stfeva byl prokdzdn antiproliferativni efekt 26 fla-
vonoidt ze skupin flavond, flavonold, flavanont a isoflavo-
nt (IC5, = 50-200 um), ktery nebyl provizen cytotoxicitouzg.
Ze studie vSak nevyplynuly ziejmé vztahy mezi strukturou
a uc¢innost{ ¢i selektivitou testovanych latek, flavony obsahu-
jicijednu nebo dvé hydroxyskupiny byly nei¢inné. Mechanis-
mus ucinku flavonoidt, studovany na nddorové linii HT-29
a transformovanych mysich kolonocytech, pfedpoklddd sti-
mulaci apoptosy a bunécné diferenciace i inhibici bunécné-
ho cyklu zdsahem do transkripce mRNA gend zucastnénych
v téchto procesech*’. Rovnéz fytoestrogenni metabolity lig-
nant, enterolakton a enterodiol, signifikantn¢ inhibovaly rdst
uvedenych nadorovych bungk®*. Silymarin poddvany v dieté
potkantim tcinné chrénil pied vznikem nddoru tlustého stfeva
indukovaného azoxymethanem45 . Silymarin indukoval apop-
tosu bunék adenokarcinomu, snizoval aktivitu B-glukuroni-
dasy a tvorbu prostaglandinu E, a polyaminti ve stfevni muko-
se. Citované vysledky potvrzuji chemopreventivni ucinek fla-
vonoidd v tlustém stieve.

4. Fytosteroly

Fytosteroly jsou pfirozenou soucdsti oleji ze semen fady
rostlin; bohatym zdrojem jsou napf. semena dyné (Cucurbi-
tae pepo) (cit.*®). Pfiddvaiji se do rostlinnych masel (FLORA
Active), kterd jsou doporucoviana jako funkéni potravina v pre-
venci kardiovaskuldarnich chorob. Studie biologické aktivity
fytosterold se koncentrovaly na jejich vliv na metabolismus
lipidti — snizeni celkového a LDL-cholesterolu*’. V posledni
dobé byl vyzkum zaméfen na objasnéni jejich mozné pro-
tinddorové aktivity a ti¢inku na metabolismus bakteridlni fléry
tlustého stieva.

HO

6

kampesterol

Obr. 4. Vyznamné fytosteroly

[-sitosterol
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Vyskyt a struktura

Biogeneze fytosteroli u fotosyntetickych organismu je
az po vznik skvalenu identickd s biosyntézou cholesterolu
u obratlovci. Bylo popsdno vice nez 200 rtznych steroidi
rostlinného pdvodu. VétSina fytosterolt obsahuje 27 az 29
uhlikovych atomd a jednu az dvé dvojné vazby. Nejrozsi-
fenéjsi jsou kampesterol, B-sitosterol a stigmasterol (obr. 4).
Hydrogenaci dvojné vazby A’-steroli v poloze C-5 vznikaji
dihydroderivity fytosterold, tzv. stanoly. Kromé volnych fy-
tosterold se vyskytuji rovnéz Ctyfi typy konjugatd, ve kterych
je 3B-OH skupina esterifikovdna (mastnou kyselinou nebo
skoticovou kyselinou) nebo glykosylovana (nejcastéji gluko-
sou nebo jejim derivdtem esterifikovanym na C-6 vySsi mast-
nou kyselinou) (cit.¥).

Metody stanoveni

Stanoveni celkovych fytosterold v rostlinném materidlu
zahrnuji extrakci nepoldrnimi rozpoustédly (obvykle hexa-
nem), hydrolyzu konjugétt (esterti nebo glykosidti) a kvanti-
fikaci volnych nebo derivatizovanych steroli ve formé tri-
methylsilyl/acetylderivatd kapildrni plynovou chromatografif
(GC/GC-MS). Byly popsdany metody vyuzivajici HPLC na
reverzni fazi. Jejich rozlisenf a citlivost v§ak nedosahuje para-
metrd plynové chromatografie®’.

Ucinky v trdvicim traktu
a jejich mechanismus

Fytosteroly se v tenkém stfevé absorbuji jen v omezené
mife, pfiblizné 95 % fytosterold pfijatych potravou prechdzi
do tlustého stieva, kde je mensi ¢ast metabolizovana bakteridl-
nimi enzymy (zejména cholesteroldehydrogenasou). Metabo-
lity, prevdazné hydrogenované steroly (stanoly) a 3-oxoste-
roly, jsou spolu s netransformovanymi fytosteroly vylucova-
ny stolici*®. Studie na dobrovolnicich konzumujicich ztuzené
rostlinné oleje obohacené fytosteroly (8,6 g fytosterolti na den)
potvrdila, Ze fytosteroly nemaji prebioticky tucinek a vyrazné
neovliviiuji sloZeni a metabolismus stfevni mikrofléry™.

Dominantnim a detailné prostudovanym tcinkem fyto-
sterolli v travicim traktu je inhibice intestindlni absorpce cho-
lesterolu*®*”. Rada experimentdlnich studii dokumentuje pro-
tinddorovou aktivitu fytosterolii ve stievé*®. Dieta obohacend
[B-sitosterolem (0,2-0,3 %) vedla u potkant ke sniZeni vzniku
nddorG indukovanych methylnitrosomocovinou. Dietni fy-
tosteroly byly rovnéz schopny zvratit u mysi hyperproliferaci

stigmasterol
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sliznice tlustého stieva vyvolanou dietou obohacenou cholo-
vou kyselinou. Mechanismus protinddorového ucinku fyto-
steroll v§ak nebyl objasnén. Dosavadni poznatky naznacuji,
ze fytosteroly potlacuji bakteridlni transformace cholesterolu
asekunddrnich zlucovych kyselin v tlustém stfeveé a tim tvorbu
metabolitti, které Zjsou povazovany za nadorové promotory
v tlustém stieve*®®. Jedna z nejrozsdhlejsich epidemiologic-
kych studii (Netherlands Cohort Study on Diet and Cancer),
do které bylo zatazeno 120 852 subjektti, vSak nepotvrdila
statisticky vyznamny vztah mezi vysokym pifjmem rostlin-
nych sterolti v potravé a sniZzenym rizikem kolorektdlnich
karcinomu.Vysledkem studie je konstatovani, ze dietn{ fyto-
steroly v denni ddvce do 400/500 mg na den (Zeny/muzi) prav-
dépodobné nejsou ti¢inné v prevenci nadori tlustého stieva®.

5. Oligo- a polysacharidy
s B-glykosidovou vazbou

Oligo- a polysacharidy maji v rostlindch funkci zdsobnich
latek (napf. Skrob a inulin), strukturnich elementi bunécnych
stén (napf. celulosa) a jiné, napf. ochranné funkce (slizy)
(cit.”®). Rostlinné sacharidy se mezi sebou 1is{ zastoupenim
jednotek (glukosa, fruktosa, galakturonovd kyselina), vétve-
nim fetézcl a konfiguraci glykosidové vazby (o/fB). Oligo-
a polysacharidy s a-glykosidovou vazbou jsou hydrolyzo-
vatelné jiz v horni &ésti GIT, zatimco vétSina sacharida s -
-glykosidovou vazbou se $tépi az v tlustém stieve.

Vyskyt a struktura

Oligo- a polysacharidy s B-glykosidovou vazbou jsou zd-
sobnimi cukry rostlin zejména celedi Asteraceae, Boragi-
naceae, Campanulaceae, Liliaceae a Poaceae™. Ve své mo-
lekule maji fruktosu a glukosu a pro jejich smési izolované
z rostlin se uzivd ndzev glukofruktany nebo fruktany, obsa-
huji-li pouze fruktosu. Jako zdroje fruktand jsou zndmy ar-
tycok zeleninovy (Cynara scolymus), cekanka obecnd (Ci-
chorium intybus), smetanka l€kaiska (Taraxacum officinale),
topinambur (Helianthus tuberosus) a jakon (Smallanthus son-
chifolius). Fruktany lze zaradit do ti{ strukturnich skupin: 7) li-
nedrni B-(2—6) polymery — levany, ii) rozvétvené B-(2—6)

HO OH

OH

Glc-Fru,, B-(2—1) Fru,, B-(2—6)

Obr. 5. Nékteré nestravitelné 3-oligo- a polysacharidy
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a B-(2—1) polymery a iii) linearni 3-(2—1) polymery s malym
vyskytem vétveni — inuliny (obr. 5). VétSina inulint piedsta-
vuje smés oligomerti a polymerd, ve kterych je fruktofura-
nosovy fetézec ukoncen glukosou pripojenou o-(1—2) vaz-
bou na termindlni ¢dsti molekuly. Polymera¢ni stupefi na-
tivniho inulinu z ¢ekanky je mezi 5 a 65, s primérem 10. Po
odstranéni nizkopolymerni slozky ziskdme tzv. HP inulin
s primérnym polymerac¢nim stupném okolo 25. K dal$im rost-
linnym cukrim s B-glykosidovou vazbou patii oligosacharidy
galaktosy, xylooligosacharidy a galaktosidy raffinosa a sta-
chyosa. Polysacharidy se ziskdvdji z rostlin extrakci horkou
vodu. Pro potravindfské ucely jsou nékteré B-oligosacharidy
vyrdbény semisynteticky bud hydrolyzou polysacharidi nebo
biotechnologickymi postupy ze sacharosy nebo laktosy (tabul-
kal, cit.SI).

Metody stanoveni

Oligosacharidy se stanovuji pomoci HPLC na staciondrni
fazi Lichrospher 100-5, NH, s mobilni fdzi acetonitril/H,O
(7:3) pfti teploté 24 °C a RI detekci. Touto metodou Ize sta-
novit v inulinu jednotlivé fruktany az do GF,,vedle sacharosy,
glukosy a fruktosy. Glukosu a fruktosu, které se touto metodou
Spatné déli, Ize stanovit na koloné se staciondrn{ fazi ,,Polymer
IEX Ca* form“ ve vodé jako mobilni fazi a RI detekci. Inulin
s vy$§im polymeracnim stupném se stanovuje na koloné ,,Car-
bo Pac PA1* v gradientu NaOH/natrium acetat pulzni ampe-
rometrickou detekci s Au elektrodou™.

Uc¢inky v trdvicim traktu
a jejich mechanismus

Oligo- a polysacharidy s B-glykosidovou vazbou patii
z pohledu jejich funkce v GIT mezi rozpustné vlakniny. Ne-
rozpustnd vldknina (napf. celulosa) stimuluje peristaltiku stie-
va, zkracuje dobu priichodu potravy travicim traktem, zvySuje
objem stolice a zadrZuje ve stolici vodu, vdZe Zlucové kyseliny
a tim zvySuje obrat cholesterolu v Organismu53 . Nerozpustnd
vldknina se vylucuje beze zmény stolici. Na rozdil od neroz-
pustné (fermentaci nepodléhajici) vldkniny jsou B-sacharidy
v tlustém stievé hydrolyzovany a $tépeny bakteridlni flérou.
Jsou to zejména bakterie rodt Bifidobacterium a Lactobacil-

HO
OH

OH

HO
o
o OH HO HO Ho o
OH oH o © o o OH
HO OH OH o
o 0 HO OH ° on
HO HO, OH OH
0 : OH
OH o - n n-2 OH n-2
HO o 0
HO
H
oH ©

Glc,, B-(1—4)



Chem. Listy 97, 540 — 547 (2003) Referaty
Tabulka I
Prehled oligosacharidi s potencidlnim prebiotickym tc¢inkem
Oligosacharid Struktura Vazba Proces Puvod
Fruktooligosacharidy (Fru),-Glc B-2—1), a-(1-2) syntéza sacharosa
(Fru),, (Fru),-Glc B-2—1) hydrolyza inulin
(Fru),, (Fru),-Glc B-2—1), B-(2—6) hydrolyza ceredlie
Galaktooligosacharidy (Gal),-Glc B-(1—4), B-(1—6) syntéza laktosa
Laktulosa Gal-Fru B-(1—4) isomerizace laktosa
Laktosacharosa Gal-Glc-Fru B-(1—4) syntéza laktosa
Oligosacharidy sojovych bobti (Gal),-Glc-Fru o-(1-6), o-(1-2) hydrolyza soja
Glukooligosacharidy (Gle), o-(1-2), o-(1—6) syntéza sacharosa
(Glo), B-(1-3) hydrolyza chaluhy
Isomaltooligosacharidy (Gle), o-(1—6) hydrolyza Skrob
Xylooligosacharidy XyD), B-(1—4) hydrolyza ceredlie

lus, které jsou povazovdny za indikdtory vyvdzené stfevni
mikrofléry a $tépi B-sacharidy za vzniku niz8ich karboxy-
lovych kyselin (mdselné, mlécné, propionové a octové), oxidu
uhli¢itého, methanu a vodiku''% Niz3i karboxylové kyseliny
jsou hlavnim energetickym zdrojem pro sliznici tlustého stre-
va, maji zdsadni vyznam pro vyzivu, obnovu, diferenciaci
a ochranu kolonocytii a snizuji hodnotu pH (cit.*®). Jejich dalsi
pfiznivé ucinky spocivaji v ovlivnéni intestindlni absorpce
Zivin (sniZuji vstiebdvéni glukosy, triacylglycerold a chole-
sterolu, coz vede ke sniZeni plazmatickych hladin téchto latek)
a zlepSuji morfologii stfevnich klkd. Podporuji rist bifidobak-
terif a laktobacilti doprovédzeny poklesem populaci patogen-
nich a potencidlné patogennich bakterii rodl Bacteroides,
Clostridium a enterobakterii''*** Na modelu potkand, ale i na
jinych zvitecich druzich, prasatech a driibezi, bylo potvrzeno,
Ze malé mnozZstvi oligosacharidi (0,2-2 % fruktooligosacha-
ridt, galaktooligosacharidd nebo laktulosy, disacharidu vyrd-
béného z laktosy) v dieté je schopno udrzet rpotencizilné pato-
genni bakterie na velmi nizkych hladindch'"*,

Ve snaze vysvétlit zmény v bakteridlnich populacich byly
navrzeny tfi mechanismy: /) rychld fermentace oligosacharidd
stfevnimi bakteriemi, kterd vede k tvorbé velkého mnozstvi

mastnych kyselin o kratkém fetézci (C2—-C4). Ndsledny pokles
pH v tlustém stievé pak stimuluje rist bifidobakterii a laktoba-
cilti odolnych vici kyselému prostiedi, zatimco bakterie na
toto prostiedi citlivé (napft. klostridia, Escherichia coli) jsou
potlaceny, ii) selektivni hydrolyza oligosacharidi bifidobak-
teriemi zptisobuje pokles stievniho pH jako dasledek tvorby
metabolit, hlavné acetdtu a laktatu, iii) nékteré bakterie fer-
mentujici oligosacharidy produkuji litku podobnou bakte-
riocinu, ktery inhibuje rtst klostridii, E. coli a mnoha jinych
patogennich bakterii (obr. 6, cit. 3.

Snizeni hodnoty pH v disledku fermentace oligosacharidt
v tlustém stieve a absorpce mastnych kyselin o kratkém fetézci
zlepSuje intestindln{ absorpci vdpniku, hotc¢iku a Zeleza, a tim
podporuje kalcifikaci kosti. Studie na potkanech ukdzaly, Ze
oligofruktosa zlepSuje vstiebdvdni vdpniku a ho¢iku v tenkém
stievé®> U zdravych lidi davka oligosacharidd 15-40 g na
den zvyguje absorpci vapniku®’*8

Oligosacharidy ovliviiuji pozitivné€ sekreci inzulinu, a tim
redukuji postprandidlni glykémii (zvySeni hladiny glukosy
v krvi po jidle), coz naznaéuge, Ze tyto latky by mohly byt
vyuzity jako ndhradni sladidla®®. Fruktooligosacharidy s dlou-
hym fetézcem (ddvka 8-14 g na den) snizuji rovnéZz choleste-
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ii /

T acetdt, laktat

\

selektivni hydrolyza

v

T bifidobakterie

\ iii

bakteriocin
imunostimulace

v

| potencidln& patogenni bakterie

o

1 toxické metabolity

Obr. 6. Uéinky B-oligosacharidii na mikrofléru tlustého stieva; ~nizsi karboxylové kyseliny
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rolémii, LDL-cholesterol nebo triacylglycerolémii u zdravych
a diabetickych subjektﬁéo’él. Oligosacharidy sniZovaly pocet
stievnich Zldzovych struktur, jejichzZ vznik byl u potkant
a mys{ vyvoldn dimethylhydrazinem (DMH), 2-amino-3-me-
thylimidazo[4,5-f]chinolinem nebo azoxymethanem54. Syner-
gicky ucinek byl pozorovan, pokud byly v dieté oligosachari-
dy (prebiotikum) a bifidobakterie (probiotikum). U potkana
byl sledovidn protinddorovy ucinek prebiotik na vyvolani ko-
lorektdlniho karcinomu poddvanim DMH (cit.%>%). Efekt se
zvySoval v fadé oligofruktosa, inulin, HP inulin. Pfi pouzit{
kombinace HP inulinu s Bifidobacterium longum doslo k po-
klesu o cca 70 % ve srovndni s 20 % pii pouZiti jen probiotika
&i prebiotika®, coz potvrdilo synergické piisobeni kombino-
vanych pfipravki (synbiotik) (cit.®%). Preventivni vyznam roz-
pustné vldkniny pro sniZen{ rizika vzniku kolorektdlniho kar-
cinomu byl prokdzdan v nékolika klinickych a epidemiologic-
kych studiich®>6¢

6. Zavér

Prehled literarnich dat podporuje dcelnost pravidelného
denniho piijmu polyfenold, fytosterolti a nestravitelnych oli-
g0- a polysacharidl v dieté ve formé funkéni potraviny/po-
travniho doplitku. Jejich pozitivni fyziologické ucinky na
funkci travictho traktu Zivocicht jsou ndsobeny jejich chemo-
protektivnim uc¢inkem, sniZujicim vyznamné riziko vzniku
nddorovych onemocnéni. Kauzdlni vysvétleni i¢inki v ¢lanku
diskutovanych fytochemikdlif na gastritidy, ulcerézni koli-
tidu, modulaci proliferace a apoptosy epitelidlnich bunék,
imunomodulaci, slozeni mikrofléry GIT, absorpci zivin ¢i
peristaltickou funkci stfev vychazi z experimentii na bunéc-
nych modelech nebo zvitatech a je aplikovdno na cloveéka. Na
rozdil od dietni v1.':’1knir1y53, nejsou pro polyfenolové latky
a fytosteroly dostate¢né zndmy jejich doporucené denni dav-
ky. Pfes vSechny tyto ne vzdy dostatecné védecky dolozené
poznatky (zejména schazi vice klinickych studif) 1ze pozitivn{
ucinky prirodnich fenolovych ldtek, sterold a nestravitelnych
B-oligo- a polysacharidii na GIT ¢lovéka povazovat za pri-
kazné.

Autori dékuji za financni podporu MSMT CR (grant MSM
151100003) a MPO CR (grant FD-K/096).
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Some polyphenols such as lignans, flavonoids, and fla-
vonolignans, phytosterols, and non-digestible oligo- and poly-
saccharides were shown to have in vitro and in vivo chemo-
preventive and other positive physiological effects on the
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1. Uvod

V souvislosti s otevienim trhu zac¢atkem 90. let 20. stoleti
a jeho obohacenim o nové druhy ovoce a zeleniny pochdzejici
z riznych geografickych oblasti svéta, byly znovu objeveny
plodiny u nds do t€ doby jen velmi mdlo zndmé. Zatimco obé
zeleniny maka (Lepidium meyenii Walp.) i jakon (Smallanthus
sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robins.) byly po druhé
svétové vdlce oblibeny a péstovany hlavné v zdpadni Evropé
(Itdlie, Némecko), do Ceské republiky byly dovezeny a7 v roce
1993, a moznost jejich péstovani ovérena poprvé v roce 1995
(cit."?). Je skute¢nosti, Ze popularita pfedeviim jakonu, ale
i maky zna¢né vzrostla, a to diky antidiabetickym, nutri¢nim,
imunostimulaénim a plodnost zvySujicim vlastnostem jejich
podzemnich orgdnti. Zdkladni dostupné informace tykajici se
botanickych vlastnosti, biologie a obsahovych litek u obou
druhdi byly piehledn& zpracoviny v samostatném &lanku®.
Predmétem této prdce je shrnuti experimentdlnich poznatkd
autord ziskanych v letech 2001 a 2002, které se tykaji morfo-
logické variability, vynosovych parametrt, péstovani v pod-
minkéch in vitro, variability proteinovych markerd a nékte-
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rych nutri¢né vyznamnych ldtek u obou druhti rostlin dopl-
o uvedenych znacich a vlastnostech byly dosud pomérné ome-
zené®™. Proto hlubsi pozndni téchto znakd a vlastnosti pred-
stavuje dil¢i ¢ast komplexniho vyzkumu maky a jakonu reali-
zovaného v CR, jehoz cilem bylo vyuziti téchto plodin jako
potencidlnich funkénich potravin a potravnich doplinkt do-
stupnych 3iroké veiejnosti’.

2. Variabilita morfologickych
a vynosovych znaki

Studovany jedine¢ny soubor zahrnoval 15 genotypti maky
(Lepidium meyenii Walp.) (tabulka I) pochdzejicich z Peru
a 25 genotypt jakonu (Smallanthus sonchifolius (Poepp. &
Endl.) H. Robins.) (tabulka I) dovezenych z Nového Zélandu
(primdrnim centrem pivodu je vSak Ekvador). Tyto genotypy

Tabulka I
Variabilita tvaru (morfotypu) podzemnich ¢asti maky a jakonu
peéstovanych v letech 2001 a 2002

Morfotyp Rok péstovani/¢islo genotypu

2001 2002

Hypokotyly maky (L. meyenii), hodnoceno podie cit."’

,,Kimsa kucho* 13,146 314

,»Raku chupa“ 13,29,136,145,146, 136,145,151,153,
151,153, 168,265, 265,290,Unalm
280,290,310,314

»Aqochinchay” 136,145,168,290,314 146,265,280

»Achka chupa®“ 145

»Ruyru* 168

Korenové hlizy jakonu (S. sonchifolius), hodnoceno podle cit.?

1 84

2 18

4 28,47,51,88,1237 18,25,28,47,51,
57,60,75,83,88,
92,1237

5 5,31,60,74,83,85,92 5,6,17,20,22,25,
31,57,68,85,1237

7 25

8 &3 88

11 17,22,64,68,75,
85,88,92,1237

12 18,22,57,75,88,90 6,18,12,20,25,28,

31,51,60,74,75,84,
88,90,92, 1237

17,18,31,14,48,60,
64,68,74,83,84,88

14 6,17,18,20,22,48,

64,68,83,84
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jsou uchovavany jako genové zdroje perspektivnich plodin
ve Vyzkumném ustavu brambordiském, s.r.o., v Havlickové
Brodé.

Rostliny byly péstovdny a hodnoceny (kvéten—tijen 2001
a2002) v polnich podminkdch regionu Hand (Olomouc—Ho-
lice, nadmoiskd vysSka 210 m). V prubéhu vegetace byla
pramérnd denni teplota v roce 2001 16,3 °C, srazky 271,4 mm;
v roce 2002 16,4 °C a srdazky Cinily 387,9 mm. Maka byla
péstovana na ¢erné netkané textilii ve sponu 45x45 cm. Kazdy
genotyp byl zastoupen 10 rostlinami. Paralelné byly nékte-
ré genotypy maky péstovany ve skleniku (teplota pres den
18-30 °C, vnoci 12-16 °C). V roce 2002 byla maka péstovédna
bez textilie. V bezprostfednim okoli rostlin péstovanych na fo-
lii dochédzelo k prehfivani folie a pidy, coz bylo spojeno s tize-
hem spodnich listil riizice maky. Jakon byl péstovdn v hriib-
cich, 5 rostlin od kazdého genotypu, ve sponu 70x70 cm.
v pgﬁbéhu vegetace byl porost oSetfovdn tradi¢ni agrotechni-
kou”.

Béhem vegetace byla u obou druhti sledovdna variabilita
nadzemni a podzemni &asti rostlin®”. V dobg sklizné byla
u genotypl maky stanovena hmotnost a proveden popis tvaru
hypokotylu podle platného deskriptoru'” s piihlédnutim na
morfologicky deskriptor fedkvicky''. U podzemni &asti jako-
nu byla zjisStovdana hmotnost kofenovych hliz a kaudexut. Tvar
kofenovych hliz byl popsan podle zdkladniho morfologického
deskriptoru”.

Morfologicka variabilita hypokotylti maky byla vyrazné
zdvisla na ro¢niku péstovani. U studovaného souboru genoty-
pi maky bylo béhem obou vegetacnich sezén popsano cel-
kem pét zdkladnich tvard (morfotypi) hypokotylu (tabulka I,
obr. 1a). Nejcastéjsi morfotyp maky v roce 2001 ,,Raku chu-
pa“ byl zaznamendn u 13 genotypt, tvar ,,Aqochinchay* u péti
genotypu (tabulka I). Ve druhém roce péstovani patiil k nej-
Castéji se vyskytujicim morfotypim opét ,,Raku chupa*“ (cel-
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kem 17 genotypti), dédle pak ,,Aqochinchay* (tabulka I). Za-
timco u vétsiny genotypl byly morfotypy hypokotylu variabil-
ni, pouze u Sesti genotypt ztstal ptivodni tvar ,,Aqochinchay*
nezménén (tabulka I). Z dosud ziskanych vysledki vyplyva
otdzka stability, resp. nestability tohoto znaku, tzn. zda si
nékteré genotypy uchovaji svlij morfotyp v riznych podmin-
kdch prostfedi, nebo jej méni v zdvislosti na klimatickych
a pudnich faktorech. Rovnéz v hmotnosti hypokotyli maky
byla zjisténa zna¢nd variabilita (obr. 2a). V roce 2001 mély
nejvetsi hmotnost hypokotylu genotypy 145 a 168, naopak
u genotypi 29 a 265 byla zjisténa nejmensi hmotnost hypoko-
tylu6’9. Ve druhém roce péstovani se jako nejuspesnéjsi jevily
genotypy 280 a 265, nejmensi hmotnost hypokotylu mély
genotypy 310 a Unalm amarylla (obr. 2a). Nejvétsi hmotnost
hypokotylu byla v obou letech péstovani zaznamendna u ge-
notypu 265. Ve druhém roce pokusu vSak byly hodnoceny
rostliny, které se vysazovaly na pole az v zdif, takZe hypoko-
tyly byly ve srovnani s prvnim rokem malg.

U souboru genotypt jakonu bylo zaznamenano celkem
devét zdkladnich morfotypt hliz (tabulka I, obr. 1b). V roce
2001 byly nejcasteji popsany morfotypy 14, 12, 5 a morfo-
typ 4. Morfotypy 1, 7 a 8 mél pouze jeden genotyp jakonu®”’
(tabulka I). V roce 2002 (tabulka I) se nejcastéji vyskytovaly
morfotypy 12,14,5,4 a11. Morfotypy 2 a 8 byly zaznamendny
pouze u jednoho genotypu. Zajimavé je, Ze u deseti genotypl
byly popsdny vice nez dva morfotypy kotfenovych hliz, v pri-
padé genotypu 88 dokonce pét (tabulka I). Tato skutecnost je
rozdilna ve srovnani s rokem 2001, kdy byly jednotlivé geno-
typy jakonu podstatné homogennéjsi z hlediska morfologické
variability tvaru hliz. Pouze mald ¢dst genotypi studovaného
souboru méla jednotny tvar hliz (morfotypy 4, 5, 12 a 14)
v obou letech péstovdni. V roce 2002 byly nové popsdny
morfotypy 2 a 11, které se v pfedchozim roce nevyskytovaly,
naopak nebyly zaznamenany morfotypy 1 a 7. Z dosud ziska-

YA

Raku chupa
(velky ocas)

Agochinchay
(vlasatice)

Achka chupa
(viceocasy)

Kimsa kucho
(trojihelnikovy)

Ruyru
(okrouhly)

o0 09N
A

Obr. 1. Zakladni tvary (morfotypy) maky a jakonu zjiSténé pri studiu morfologické variability; a — hypokotyly maky (L. meyenii), podle

cit.", b — kofenové hlizy jakonu (S. sonchifolius), podle cit.”
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nych vysledk je zfejmé, Ze stabilita tohoto znaku je pomérné
mald a je vyznamné zdvisld na podminkdch prostfedi. Hmot-
nost kofenovych hliz jakonu se ukazala jako velmi variabilni
vlastnost a to jednak mezi jednotlivymi genotypy, ale i v rdmci
ro¢nikd (obr. 2b). V roce 2001 patfily k nejvynosnéjsim geno-
typy 25, 51, 75 a 85, naopak genotyp 1237 mél hmotnost hliz
nejmenél"”g. Podstatné mensi byla produkce kofenovych hliz
v roce 2002. Nejvynosnéjsi genotypy byly 48, 92 a 57. Stejné
jako v predeslém roce, nejméné vynosny byl genotyp 1237.

Zuvedenych vysledkd je zfejmé, Ze u obou rostlin existuje
mezi jednotlivymi genotypy znacnd morfologickd a vynosova
variabilita, kterd je vyznamné ovliviiovdna podminkami pro-
sttedi. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o prvni vysledky zjisténé
béhem dvou let experimentdlni prace, nelze z nich délat jed-
noznacné zaveéry z hlediska homogenity, stability a vlivu
faktort prostfedi. Ukazuje se vSak, Ze podminky prostied{
sttedni Evropy pro péstovdani maky nejsou zcela optimdln{
a jejich vykyvy vyrazné ovliviiuji nejen vynos, ale i kvalitu
produktu.

3. Péstovani maky in vitro

Experimenty s péstovanim maky v podminkdch in vitro
byly zahdjeny v roce 2001. Maka je v nasich podminkdch
a0

m, g
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vou ruzici, v druhém roce kvete a produkuje semena. Prestoze
maka poskytuje mnozstvi semen, jeji péstovani v podminkdch
in vitro nebylo studovano. In vitro udrzovani a klonovani ma-
ky povazujeme za icelné a nezbytné pro pripadné dalsi vyzkum-
né zdméry. Pro zavedeni do kultury in vitro byla pouzita
povrchové desinfikovand semena (velikost 0,8 mm). Nejlepsi
vysledky kliceni byly dosazeny na standardnim MS médiu'?
bez ptidavku ristovych reguldtort. V priub&hu 3—4 dnt doslo
ke kliceni a vyvoji déloznich listi. Na médiu MS Ize rostlinky
ponechat bez pasdze az 3 mésice, béhem nichZ postupné
dochdzi k odumirdni starych listi a pfirdstdni novych, a tim
prodluzovani epikotylu. Po zkrdceni kofeni mohou byt rost-
liny preneseny (pasdZovdny) na Cerstvé standardni MS mé-
dium, kde pokracuji v rlstu. Schopnost regenerace spicich
uzlabnich pupend na epikotylu souvisi s vitalitou daného
genotypu. K podpoie riistu vychozich rostlin byl testovan pii-
pravek Alar 85 (dimethylhydrazid kyseliny jantarové, SADH)
v davce 0,1-1,5 mg.l’1 média a kinetin (6-furfurylaminopurin,
KIN) v koncentraci 0,1-10 uM. Je zndmo, ze Alar a KIN
mohou podporovat tvorbu chlorofylu a zpomalovat starnuti
(senescenci) rostlin, KIN navic stimuluje tvorbu novych pu-
pent'*'%. Na médiu s Alarem se tvofil v&tsi pocet zelenych
listd (5-6), na médiu s KIN byl pocet listt stejny jako u kon-
troly (3—4), ale listy byly mohutnéjsi. Pfi prevodu rostlin

153 168 265 280 290 310 314

genotyp

17 18 20 22 25 28 31 47 48 51 57 60 64 68 74 75 83 84 85 88 90 92 1237

genotyp

Obr. 2. Srovnani pramérné hmotnosti podzemnich ¢asti maky a jakonu u rostlinnych genotypu péstovanych v letech 2001 (O) a 2002

(M)(hodnoceny hypokotyly rostlin vysetych v cervnu 2002); a — hypokotyly maky (L. meyenii), b — kofenové hlizy jakonu (S. sonchifolius)
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z média o nizsi koncentraci KIN (0,1 um, resp. 0,5 um) na
médium s jeho vyssi koncentraci (0,5 uM resp. 10 um) doslo
k probuzeni dzlabnich pupenid. Meristémy vSak byly malé,
nedochézelo k jejich dal§imu rastu, a diky tomu se i obtizné
extirpovaly (izolovaly). Pro stimulaci tvorby uzlabnich pu-
pent byly testovany rtstové regulédtory 6-(benzylamino)purin
(BAP), zeatin ((E)-2-methyl-4-(9H-purin-6-ylamino)but-2-en-
-1-0l,Z) a KIN v koncentra¢nim rozmezi 0,2—1 puM. Pfi pouZiti
KIN se opakoval vyse uvedeny jev, podobné vysledky byly
ina médiu s BAP. V obou pripadech byly ziskdny maximdlné
tii prorustajici pupeny resp. meristémy na rostlinu, bez ohledu
na pouZitou koncentraci. Na komer¢nim multiplika¢nim mé-
diu A (Sigma) bylo dosaZeno iniciace tvorby uzlabnich pu-
peni v rozsahu 4-5 na rostlinu. Plsobeni Z (0,8— 1 um) bylo
efektivnéjsi, celkem bylo dosazeno iniciace tvorby az 7 meri-
stémi na rostlin€. Nicméné i na tomto médiu doslo k predcas-
nému zastaveni ristu a regenerace rostlin. K nejintenzivnéj-
Simu prorGstdni meristémd na epikotylu (a to i v piipadé
kultivace samotného epikotylu bez kofent a vrcholov‘ych lis-
t) dochdzelo pfi kultivaci na médiu E podle Sheparda ~, které
obsahuje 0,5 mg.1™! BAP a 0,1 mg.l™" kyseliny giberelové
(GA3). Na tomto médiu doslo k prodluzovacimu rustu, ktery
byl zdarukou snadné extirpace meristému, pfipadné mladych
rostlinek o velikosti 7-8 mm. Z uvedeného vyplyva potieba
ovéfit vyssi ddvku BAP (1,5-2 um) v kombinaci se stan-
dardnim MS médiem (nejvyssi testovand ddvka BAP byla
1 uMm tj. 0,387 mg.I"! na rozdil od 0,5 mg.I"' BAP v médiu E
podle Sheparda'®). Extirpované meristémy byly kultivovany
na MS médiu s pfidavkem: a) indol-3-yloctové kyseliny (IAA,
2,3 uM), b) I-naftyloctové kyseliny (NAA, 0,1 um) (cit.'®),
¢) vitamin@ podle Gamborga'” a ptidavkem 0,1 pm GA3,
0,1 uMm IAA a 0,1 uM KIN, d) 4-indol-3-ylbutanové kyse-
liny (IBA, 1 mg.l’l), NAA (1 m%.l’l) a 2,4-dichlorofenoxy-
octové kyseliny (2,4-D, 0,1 mg.17"), e) bilkovinnych extraktd
z pienice, s6ji a sGjové syrovitky v ddvkdch 50 mLI"' mé-
dia a f) L-askorbové kyseliny (5 mg.1™), thiaminu (5 mg.1™")
a CaCl, (44,1 mg.l'l). Vsechna testovand média se ukdzala
jako nevyhovujici, ani na jednom z nich nedo$lo k tplné

a b
095 093 0.8—= — 08—=

R 3 E R 3 E
0.8—= 0,82 0.7-3 0735
0,72 0,73 0.6-3 0.6—3
0,63 0,63 0,52 0,53
0.5—= 0.5-3 04— 043
04— 04— 033 032
03— 033 023 023
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A (17,18, 28,31, 47,48, 51, 57, 60, 64, 68, 74, 75, 83, 85, 88, 92)

Referaty

regeneraci rostlin. V soucasné dobé probihd testovani kulti-
vace odebranych meristémt (mladych rostlinek) na plném MS
médiu s ptidavkem 0,02-0,1 uM NAA nebo 0,05-0,1 mg
IAA.1"" nebo na poloviéni koncentraci MS média s piidavkem
1-5 uM NAA. V nékolika pripadech bylo pozorovidno kore-
néni, a to pii ddvce 2 nebo 3 uM NAA a 0,05 mgl™' TAA.

Rostliny maky v podminkdch in vitro 1ze bez pasdze udr-
Zovat az 3 mésice na MS médiu. Experimenty zaméfené na
zjisténi moznosti dlouhodobé kultivace maky in vitro ukdzaly,
Ze rostliny ponechané po dobu 10 mésicti na médiu bez pasize
(16 h fotoperioda, 21 °C) vétsinou zasychaji. Pouze nékolik
rostlin preZzilo, preslo do prodluzovactiho rustu a vykvetlo. Pfi
kultivaci v chladovych podminkéch (10 °C a 8 h fotoperioda)
nebyl pozorovén zdsadni vliv nizké teploty na prodlouzeni
zivotnosti. U starSich a opakované pasdZovanych rostlin na-
stupovala rychleji senescence. Ukazuje se, Ze rostliny maky
pfevedené z in vitro do in vivo podminek jsou schopny dal$iho
rlstu a vyvoje.

4. Polymorfismus isoenzymii

Smésny vzorek pravych listd odebranych z pfizemni rizi-
ce péti mladych rostlin maky byl analyzovéan standardni me-
todou®”'%a PAGE gely byla specificky detegovéna aktivita 17
enzymu: alkoholdehydrogenasa (ADH), diaforasa (DIA), es-
terasa (EST), fosfoglukomutasa (PGM), glutamat-oxalace-
tattransaminasa (GOT), glutamatdehydrogenasa (GDH), glu-
kosofosféitisomerasa (GPI), glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
(GPD), kyseld fosfatasa (ACP), isocitratdehydrogenasa (IDH),
leucinaminopeptidasa (LAP), maldtdehydrogenasa NAD*
(MDH), maldtdehydrogenasa NADP* (ME), NADH dehy-
drogenasa (NADH DH), superoxiddismutasa (SOD), $iki-
matdehydrogenasa (SHDH), 6-fosfoglukonatdehydrogenasa
(PGD).

Ze 17 enzymi stanovovanych u genotypi maky jich bylo
pét vylouceno (ADH, MDH, PGM, GPI, PGD), protoZe jejich
vysledky nebylo mozné interpretovat z diivodu Spatné de-

083 — 08— — 08— — 08— —
0,73 0.7-3 0.7-3 0.7-3
0,62 0,62 0.6-3 0,63
0,52 0,52 0,53 0,53
042 04— 043 0.4-3
032 032 033 033
022 0.2-3 023 0.2-3
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F(22)

Obr. 3. Zymogramy isoenzymovych spekter esteras; a — L. meyenii, b — S. sonchifolius
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tekce. Ze zbyvajicich 12 enzymi pouze esterasa (EST; EC
3.1.1.1.) vykdzala urcity, i kdyZ velmi nizky, stupefi polymor-
fismu, pricemz na jeho zdkladé bylo mozné genotypy maky
rozdeélit do dvou skupin (obr. 3a). V rdmci celého souboru 12
enzymi bylo zaznamendno 64 pruhi (isoforem). Zymogramy
stanovenych isoenzymovych spekter EST jsou uvedeny na
obr. 3a. I kdyz byla u souboru genotypu L. meyenii zjiSténa
relativné velka variabilita v morfologickych znacich hypoko-
tylu i vynosovych parametrech (tabulka I, obr. 1a, 2a), nelze
ji dat zcela jednoznacné do souvislosti s dosud zjisténym
polymorfismem isoenzymu (obr. 3a). Pouze genotyp 145 se
svym spektrem odlisoval od vSech ostatnich. Srovname-li tuto
odlisnost s hlavnimi znaky variability hypokotylu (tabulka I)
je ziejmé, Ze v piipadé tvaru® se tento genotyp odlisoval od
ostatnich pouze v prvnim roce péstovani. Pokud jde o hodno-
ceni tvaru ve druhém roce pokusu, mizZeme tento genotyp
zatadit do skupiny nejcastéji se vyskytujicich morfotypd. Od
ostatnich genotypt se tvarem odliSovaly genotypy 314 a 168.
Zajimavé je, 7e predchozi predbézné analyzy® diferencovaly
stejny soubor genotypl na zdkladé polymorfismu EST na tii
skupiny (A, B, C), pficemz soucdsti skupiny B byly genotypy
145, 146, 151, 280 a 310, naopak Unalm amarilla byl pouze
jedinym zdstupcem skupiny C. Jiné spektrum zymogrami
stanovené v této analyze je vSak podminéno pouzitim odlisné-
ho metodického piistupu. Ukazuje se tedy, v souladu s fadou
predchozich studii realizovanych u riiznych rostlinnych dru-
hii'*?, 7e polymorfismus zjistény na bazi proteini mize byt
velmi variabilni, nemusi vykazovat stejné vysledky, a to v zd-
vislosti na celé fadé faktora®.

U souboru 25 genotypt S. sonchifolius byla stanovovana
ptitomnost 16 enzymt (ADH, DIA, EST, PGM, GOT, GDH,
GPI, IDH, ACP, LAP, MDH, ME, NADH DH, SOD, SHDH,
PGD). Tti z nich (ADH, MDH, PGM) byly vylouceny z analyz
z diivodu Spatné vizualizace. Ze zbyvajicich enzymi bylo 11
homonomnich. U 13 sledovanych enzym bylo celkem zazna-
mendno 55 pruht (isoforem). Pouze kyseld fosfatasa (ACP;
EC 3.1.3.2.) a esterasa (EST; EC 3.1.1.1.) v8ak vykdzaly
u testovanych genotypt polymorfismus. Zymogramy stano-
venych isoenzymovych spekter EST jsou na obr. 3b. Jak je
ziejmé z ¢asti hodnotici variabilitu kofenovych hliz souboru
25 genotypt S. sonchifolius (tabulkal, obr. 1b, 2b), 1ze na jejim
zdakladé diferencovat nekolik hlavnich skupin, a to zejména
z hlediska tvaru®. Tato variabilita v§ak velmi mdlo korespon-
duje se zjisténym polymorfismem EST, na jehoz zdkladé byl
studovany soubor rozdélen do Sesti skupin (obr. 3b). Nejroz-
sdhlejsi je skupina A, kterou reprezentuje cca 70 % vsech
studovanych genotypt. V této skupiné je vsak zahrnuta vétsina
morfotypt zjiSt€nych v rdmci dosud realizovanych pokust
(tabulka I). Ostatni isoformy reprezentuji pouze 1-3 genotypy
(obr. 3b). Odlisnosti zymogrami jednotlivych skupin jsou
velmi malé a maji proto patrné relativné malou vypovidaci
schopnost o variabilit¢ v komplexnim pojeti. Obdobné zavéry
1ze ucinit i o polymorfismu ACP, i kdyz mtzeme fici (tabul-
kaI), Ze genotypy jakonu zahrnuté do skupiny B tvoii spolec-
nou skupinu morfotypti vykazujici tvar 5. Tento fakt vSak plati
pouze pro druhy rok péstovani. Soucasné vysledky o variabi-
litt EST relativné dobfe koresponduji s naSimi dfivéjSimi
poznatky®™, kdy byl stejny soubor genotypt rozdélen na zd-
kladé polymorfismu EST do ¢tyf skupin.

Dosavadni vysledky studia polymorfismu enzymovych
markerti u maky a jakonu jednoznacné ukdzaly, Ze variabilita
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na této drovni je v obou piipadech relativné velmi mald na
rozdil od $iroké variability v morfologickych znacich. Dalsi
vyzkum by mél zodpovédét otizku tykajici se variability
proteint na urovni jednotlivych rostlin, vlivu faktord prostiedi
na homogenitu a stabilitu znakuti u jednotlivych genotypti obou
plodin, stejné jako na problém vybéru nejvhodnéjsitho geno-
typu pro komeréni péstovdni, a to i v souvislosti s obsahem
nékterych nutricné vyznamnych latek u obou studovanych
druhd.

5. Analyza obsahovych litek a jejich ucinky

Pro srovnédni obsahovych latek v mace byl jako standard
pro analyzu pouzit komer¢né vyrdbény dehydratovany pras-
kovy produkt Maca andina naturalfa (QUIMICA SUIZA)
pochdzejici z Peru. Pro vlastni analyzu obsahovych ldtek byl
ptipraven smésny vzorek hypokotylt maky péstované v jed-
notlivych letech (2000-2002), které byly ususeny a rozemle-
ty. Vysledky analyzy zdkladnich nutri¢nich slozek, minerald
a kontaminujicich slozek stanovovanych v potravindch v jed-
notlivych letech ve srovndni s komer¢né doddvanou surovinou
jsou shrnuty v tabulce II.

O slozZeni a biologické aktivité latek v hypokotylu L. me-
yenii bylo do roku 2000 malo informaci®. Bylo zndmo slozeni
steroidni frakce, obsahujici 9,1 % brassikasterolu, 13,6 % er-
gosterolu, 27,3 % kampesterolu, 4,5 % ergostadienolu, 45,5 %
sitosterolu?! a popsany struktury dvou isothiokyandtd, benzyl-
isothiokyandtu / a 4-methoxybenzylisothiokyandtu /7 (cit. o)
Tyto latky vznikaji v rostlindch hydrolyzou glukosinolatt en-
zymem myrosinasou a byla u nich popsdna protinddorovd ak-
tivita®®. V nedavné dobé byl analyzovan obsah a sloZeni gluko-
sinoldtd v semenech, rasicich a dospélych rostlindch a v ko-
merc¢nich produktech maky23. Ve vsech testovanych vzorcich
byly v rizném poméru nalezeny benzylglukosinoldt /17 (glu-
kotropeolin), (4-methoxybenzyl)glukosinoldt 7V, 5-methyl-
-sulfinylpentylglukosinoldt V (glukoalyssin), 4-hydroxyben-
zylglukosinolat VI, (pent-4-en-1-yl)glukosinoldat VII (glu-
kobrassikanapin), (indol-3-ylmethyl)glukosinolat VIII (glu-
kobrassicin) a (4-methoxyindol-3-ylmethyl)glukosinolat IX.
Hypokotyly a nat maky maji diky t€émto latkdm velmi nepfi-
jemnou vini. V methanolickém extraktu z hypokotyld maky
byly nalezeny glukosinoldty (glukotropeolin /Il a 3-metho-
xyglukotropeolin X), isothiokyandty (benzylisothiokyandt /
a 3-methoxybenzylisothiokyanat X7) a dalsi latky (uridin, ky-
seliny jablecnd, benzoyljable¢nd, (1R,35)-1-methyl-1,2,3.4,
4a,8a-hexahydro-9H-f-karbolin-3-karboxylovd kyselina XII;
obr. 4) (cit.**), benzylovany derivat 1-hydroxy-1,2-dihydro-
pyridinu, nazyvany makaridin X/I/, benzylované amidy (ma-
kamidy), (E,E)-N-benzyl-5-oxooktadeka-6,8-dienamid X7V, N-
-benzylhexadekanamid XV a acyklicky makaen — kyselina
(E,E)-5-oxooktadeka-6,8-dienova XVI (cit.?) (obr. 5). Latky
XIII-XVI spolu s kyselinami linolenovou a linolovou jsou
pouzivany k charakterizaci a standardizaci komer¢nich pii-
pravki obsahujicich maku®. Metodou GC/MS byl analyzovan
esencidlni olej z nadzemni ¢dsti maky a bylo identifikovdano
celkem 53 komponent?’. Nejvice jsou v ném zastoupeny fenyl-
acetonitril (85,9 %), benzaldehyd (3,1 %), (3-methoxyfenyl)-
acetonitril (2,1 %) a benzylisothiokyanat (0,6 %).

V literature se v poslednich dvou letech objevila fada pra-
ci popisujicich u¢inky maky na parametry sexudlntho vykonu
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Tabulka IT
Zakladni nutri¢ni slozky (%) a vybrané mineralni a kontaminujici latky (mg.kg™") v su$ené mace a jakonu
Slozky Maka Andina Jakon Lit.* Metoda
2000 2001 2002 2001 2002
Zdkladni nutricni slozky a minerdly
Dusik 6,55 7,63 4,08 1,86 0,73 0,62 - Kjeldahl
Bilkoviny 40,9 47,7 25,5 11,6 4,6 3,8 6,7 N x 6,25
Sacharidy 9,82 3,25 7,21 25,0 35,2 27,3 58,2 HPLC
Glukosa 2,86 0,92 0,63 1,6 8,98 4,58 35,0
Fruktosa 0,67 0,35 0,18 0 22,9 16,3 15,8
Sacharosa 6,29 1,98 6,40 23,4 3,30 6,40 7.4
Oligosacharidy (jako sacharosa) 0,44 1,24 0,17 4,56 12,0 41,4 22,2 HPLC
Tuky 1,67 1,48 1,66 1,09 0,30 0,56 1,0 Soxhlet
Hrubd vldknina 17,7 15,1 - 9,1 7,1 9,5 5,7 Scharrer
Energetickd hodnota, 924 921 617 663 687 550 - Vyhladska
kIna 100 g 293/1997 Sb.
Draslik 12980 14730 16220 16200 19400 14980 23200 AAS
Sodik 610 1050 670 260 140 120 119 AAS
Kontaminanty stanovované v potravindch
Arzen 0,61 0,58 0,15 0,59 0,04 0,17 3° ICP-MS
Kadmium 0,18 0,15 0,15 0,56 0,25 0,03 0,5" ICP-MS
Olovo 0,92 1,43 0,48 2,47 0,04 0,05 8" ICP-MS
Med 8,0 10,3 7,0 5,14 4,5 4,6 80* ICP-MS
Nikl 1,9 2,7 1,1 0,49 1,5 0,56 6" ICP-MS
Zinek 61,8 67,5 40,9 58.4 8,5 7,6 80? ICP-MS
Zelezo 385 865 223 72,3 11 23 80" ICP-MS
Dusi¢nany 2860 7080 2870 <100 1720 100 2000* kapildrni
isotachoforéza
* Piipustné mnoZstvi dle vyhlasky 298/1997 Sb.
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Obr. 4. Benzylisothiokyanaty, glukosinolaty a (1R,3S)-1-methyl-1,2,3,4,4a,8a-hexahydro-9H-B-karbolin-3-karboxylova kyselina XIT
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Oy _H u zvifat, zejména potkanti a my$i>>>! a na kvalitu spermatu

u lidskych dobrovolniki**. Zadn4 z citovanych praci vS§ak ne-

= uvadi mechanismus tcinku tohoto tradi¢niho andského afro-
‘ diziaka a adaptogenu.

N Informace o obsahovych latkach v nadzemnich cdstech

OH jakonu, narozdil od jeho hliz a maky, dosud v literatufe chybi,

X111 aproto jim byla vénovana nase pozornost. Smésny vzorek listd

jakonu byl susen za pokojové teploty do konstantni hmotnosti.

o) o) Byly pfipraveny extrakty z listd za pouziti nékolika extraké-

W\/\/\/\/\/\ nich procedur a jako nejvhodné&jsi byla vybrdna extrakce me-

N thanolem v Soxhletové extraktoru, pficemz vysledny extrakt

©/\ byl zahustén, dispergovan ve vodé a odmastén extrakei v pe-

troletheru. Vodnd vrstva byla posléze okyselena 0,1 M-H,SO,

a extrahovdna ethyl-acetitem. Vysledny ethyl-acetdtovy ex-

0 0 trakt (celkovy vytézek po odpateni rozpoustédla cca 13 mg.g™'

H ok/\)k/\/\/\/\/\/\ suché drogy) byl pouzit pro vlastni analyzu. V extraktu by-

ly identifikovany a kvantifikovdny kyseliny protokatechova

XV XVII, chlorogenova XVIII, kdvova XIX, ferulova XX, galova

XXI, gentisovd XXII a ve formé glykosidu kyselina rozmary-

0 novd XXIII; dédle pak kvercetin XXIV, vcetné ieho glykosi-

@ANW du a dal3f &tyfi neidentifikované komponenty®” = (obr. 6a).

H

Derivaty kyseliny kdvové a jeji estery kyseliny oktulosono-

XVI vé*7byly neddvno nalezeny také v hlizich jakonu®. Feno-
lovym ldtkdm prokdzanym analyzou pfipisujeme pozorova-
Obr. 5. Makaridin, makaeny a makamidy né antioxidacni a cytoprotektivni dcinky extraktl z listl ja-
konu™®
a OH
OH 0
HO P
/) OH
0]
Xvil
OH
XVIll
HO
OH HO
HO HO
/ OH
O O ",
OH OH Hooc” "H
XXI XX1I XX XX1V
b 3 -2 * ol -

¢ mgg { ]-l:' g

0 [ [ | | | | |
6 22 47 48 60 74 75 88 1237

genotyp
Obr. 6. Fenolové slouceniny identifikované v listech jakonu a celkovy obsah fenolovych latek; a — struktury, b — celkovy obsah fenolovych

litek (mg.g ' suché drogy) v genotypech jakonu p&stovanych v Olomouci—Holici (* P < 0,01)
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V listech vybranych jednotlivych genotypid jakonu (sbér
cervenec 2002) byl analyzovan celkovy obsah fenolovych
latek. Suchd droga byla zpracovana dle vyse popsaného postu-
pu a v extraktu byly tyto latky stanoveny Folino-Ciocalteauo-
vym ¢inidlem®. Vysledky stanoveni, pfepo&itané na vychozi
suchou drogu (obr. 6b), umoznily rozdéleni analyzovanych
klonti do tif skupin: a) hodnoty signifikantné vy$si neZ primér
(genotypy 6, 60 a 75), b) prlimérné hodnoty (genotypy 47, 74,
88, 1237) a c) signifikantné podprimérné hodnoty (genotypy
22 a48). Zjisténé rozdily v zastoupeni fytochemicky vyznam-
nych latek vsak pfimo nekorelovaly s polymorfismem isoen-
zymu ani morfotypd jakonu.

6. Technologie zpracovani hliz jakonu

Z hlediska dal§tho zpracovani se nejvétsim problémem
stala nizkd trvanlivost hliz, které jsou velmi kiehké, pfi sklizni
se snadno poskodi, poldmou, piipadné dochazi k odfeni jejich
tenké slupky. V mistech poskozeni miZe snadno a rychle dojit
k napadeni plisnémi a projevim hniloby. Rovnéz i v mecha-
nicky neposkozenych hlizach dochdzi pomérné brzy k neza-
doucim procestim. Hlizy ztrdceji vodu, stavaji se gumovitymi,
postradaji typickou kiupavost a dochdzi k podstatnym zme-
nam ve slozeni sacharidi*’, coz je dilezité z hlediska jejich
uplatnéni jako potraviny pro diabetiky. Zdravi prospésné, ale
nestravitelné B-oligofruktany hydrolyzuji na glukosu a fruk-
tosu, ¢imZ upotiebeni hliz pro diabetiky klesd. Z téchto dtivodd
jsme se snazili vypracovat technologicky postup zpracovan{
hliz jakonu do trvanlivé formy vhodné pro dalSi pouziti.
Hlavnim cilem byla snaha zachovat vysoky obsah vody v hli-
zdch jakonu a pokusit se o jeho zpracovani na dfeil né€kolika
technologickymi postupy. Rozvareni pouZzivané pii vyrobé
jablecné diené se neosvédcilo z divodu Spatné rozvarivosti
hliz. Navic se pfi tomto postupu vyluhovalo velké mnozstvi
sacharidi do varné tekutiny a vysledny produkt byl zcela
nevhodny ze senzorického hlediska. Nezdarem skoncil také
pokus o zpracovani hliz v lince na vyrobu Spendtového protla-
ku. Pfi mleti dochdzi k oxidaci fenolovych ldtek, a tim ke
zméné barvy suroviny z krémové bilé na nepifjemné hnédo-
zelenou az hnédou. Mikrobiologickd analyza takto zpracované
suroviny navic prokdzala vysoky obsah koliformnich bakterii.
Vzhledem k témto skutecnostem byl tento postup zpracovani
shleddn rovnéz jako nevyhovujici. V laboratornim méfitku
bylo dosazeno uspokojivého vysledku susenim pokrdjenych
oloupanych hliz podobné jako pfi domdci vyrobé susenych
jablek, a proto byl pro dal$i zpracovdni zvolen tento zpisob.
Technologicky postup byl ndsledujici: predmacent hliz, prani
v pracce, parni loupdni, prani v kartdcové pracce, kostkovani,
sprchovani, predsuseni (cca 12 min, 115 °C), suSeni ve tiech
krocich (30 min pii 107 °C, 95 min pii 100 °C a 100 min pfi
75 °C). Vysledkem tohoto postupu byly lupinky o velikosti
2-3 mm. Pomér suchych lupinki k ptivodni suroviné je 1:9—
1:8,5 a zdvisi zejména na plivodni velikosti hliz vzhledem
k odpadu pri loupani. Lupinky jsou ve vysledné formé stabilni
jiz témér dva roky, jsou piijemné kiupavé s naslddlou chuti.
Také pri tomto zpracovani dochdzi k ¢dstecné zméné barvy
suroviny, ve formé lupinkt v§ak nepdsobi natolik nepfiznivé.
Lupinky byly pouzity pro analyzu zdkladnich nutri¢nich slo-
zek, vybranych minerdli a kontaminantt (tabulka IT) a pro
analyzu slozeni cukr*'.
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7. Zavér

Z dosavadnich poznatki je zfejmé, Ze jakon lze v naSich
podminkdch péstovat bez vétsich problémt. Analyzou hliz
jakonu péstovaného v Ceské republice bylo zjiiténo, Ze sloZe-
ni jeho obsahovych litek se podstatné nelisi od udajii nale-
zenych v literatufe. Rozdily zjisténé v zastoupeni jednotli-
vych sacharidti byly nejspiSe ovlivnény zpisobem skladovan{
a zpracovani, nebof pfitomné B-polyfruktany podléhaji po
sklizni hydrolytickym zméndm.

V piipadé péstovani maky jsou vysledky méné piiznivé.
V opakovanych polnich pokusech byly dosazeny jen relativné
nizké vynosy, spojené s tvorbou drobnych hypokotyli. Rov-
néz se ukazuje, Ze vynosy mohou vyznamné kolisat mezi
jednotlivymi ro¢niky péstovéni. V chemickém sloZeni hypo-
kotyld byly zjistény vyznamné rozdily. Ve srovnéni s komerc-
nim vzorkem byl opakované zjistén vyssi obsah bilkovin
a niz8i obsah sacharidd. Za negativni poznatek 1ze povazovat
vysokou kumulaci dusi¢nand v hypokotylech, vyraznou ze-
jména ve sklizni z roku 2001, kdy maka byla péstovdna na
Cerstvé vyhnojeném pozemku.

Z dosud ziskanych vysledkt vyplynulo, Ze studované ge-
notypy maky a jakonu vykazuji znacnou morfologickou, vy-
nosovou i chemickou variabilitu, pficemz vSak u nich nebyla
prokdzdna pfimd zdvislost mezi jednotlivymi sledovanymi
znaky. Hlubsi pozndni téchto souvislosti by mélo byt predmé-
tem dal$tho vyzkumu. V budoucnu se rovnéz hodlame zaméfit
zejména na studium variability obsahu jednotlivych sacharidd
v hlizach riznych genotypi jakonu ve vztahu k jejich morfo-
logické variabilité. Cilem takto zaméfeného vyzkumu bude
vybér vhodnych genotypt z hlediska technologického zpraco-
vani (vliv tvaru hliz) a jejich vyuZiti v potravnich doplicich
a funk¢nich potravindch. U listd jakonu planujeme dokoncent
identifikace obsahovych ldtek, srovndni obsahu celkovych
fenolovych ldtek v jednotlivych vyvojovych stddiich rostlin
a pokracovani testd biologické aktivity in vitro a in vivo.

Autori dékuji pani D. Vondrdkové, 1. Tiefenbachové a pa-
nu V. VSetickovi za vynikajici technickou spoluprdci a Ing.
Janu Frckovi, CSc. za poskytnuti rostlinného materidlu a tech-
nologie péstovdni. Vyzkum je podporovdn projektem GA CR
(grant ¢. 303/01/0171).

LITERATURA

1. Frcek J., Michl J., Pavlas J., §upichovz’1 J., v knize: Plant

Genetic Resources (Annual report 1995), str. 73. Univer-

sity of Agriculture in Nitra, Nitra 1995.

Frcek J.: nepublikované vysledky.

3. Valentova K., Fré¢ek J., Ulrichovd J.: Chem. Listy 95, 594
(2001).

4. Quirés C. F., Cardenas R. A., v knize: Andean Roots and
Tubers Ahipa, Arracacha, Maca and Yacon (Hermann
M., Heller J., ed.), str. 173. International Plant Genetic
Resources Institute, Rome 1997.

5. Tyukavin G. B.: Selskoch. Biol. 3, 81 (2002).

6. Lebeda A., Dolezalova 1., Dziechciarkovd M., Dolezal

K., Fréek J.: Vyuziti molekuldrnich markerii v biologii,
slechténi a uchovdvdni genovych zdrojii rostlin, Sum-
perk, 4.-6. listopad 2002, str. 84.

Lebeda A., Dolezalova L., Dolezal K.: XXVIth Internatio-



Chem. Listy 97, 548 — 556 (2003)

10.

11.

12.
13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

nal Horticultural Congress and Exhibition (IHC2002),
Toronto 11.—17. srpna 2002, Abstracts, str. 199.

Lebeda A., Dolezalova 1., Dolezal K.: Acta Hort., v tisku.
Lebeda A., Dolezalova 1., Dziechciarkova M., Dolezal
K., Fréek J.: Czech J. Genet. Plant Breed. 439, 1 (2003).
Echegeray M. P., v knize: Resumenes de Curso Taller
Internacional sobre Maca ,,Cultivo, aprovechamiento
y conservacion“ (Palomino M. E., ed.). Universidad Na-
cional Agraria La Molina (UNALM), Lima 1999.
IBPGR: Descriptors for Brassica and Raphanus. Inter-
national Board for Plant Genetic Resources, Rome 1990.
Murashige T., Skoog F.: Physiol. Plant. 75, 473 (1962).
Kutina J.: Reguldtory riistu a jejich vyuZiti v zemédélstvi
a zahradnictvi. SZN, Praha 1988.

Prochézka S., Sebének J.: Reguldtory rostlinného riistu.
Academia, Praha 1997.

Shepard J. F., Toten R. E.: Plant Physiol. 60, 313 (1977).
Votruba et al.: Explantdtové techniky, skripta VSZ Praha,
Praha 1987.

Gamborg O. L., Miller R. A., Ojima K.: Exp. Cell Res.
50, 151 (1968).

Vallejos C. E., v knize: Isozymes in Plant Genetics and
Breeding, Part A (Tanksley D. S., Orton T. J., ed.), str.
469. Elsevier, New York 1983.

Soltis D. E., Soltis P. S.: Isozymes in Plant Biology.
Dioscorides Press, Portland 1989.

Manchenko G. P.: Handbook of Detection of Enzymes on
Electrophoretic Gels. CRC Press, London 1994.

Dini A., Migliuolo G., Rastrelli L., Saturnino P., Schetti-
no O.: Food Chem. 49, 347 (1994).

Johns T.: J. Ethnobiol. 7, 208 (1981).

LiG., Ammermann U., Quirés C. F.: Econ. Bot. 55,255 (2001).
Piacente S., Carbone V., Plaza A., Zampelli A., Pizza C.:
J. Agric. Food Chem. 50, 5621 (2002).

Muhammad I., Zhao J., Dunbar D. C., Khan I. A.: Phyto-
chemistry 59, 105 (2002).

Ganzera M., Zhao J., Muhammad 1., Khan I. A.: Chem.
Pharm. Bull. 50, 988 (2002).

Tellez M. R., Khan 1. A., Kobaisy M., Schrader K. K.,
Dayan F. E., Osbrink W.: Phytochemistry 61, 149 (2002).
Cicero A. F. G., Bandieri E., Arletti R.: J. Ethnophar-
macol. 75, 225 (2001).

Cicero A. F. G., Piacente. S., Plasa A., SalaE., Arletti R.,
Pizza C.: Andrologia 34, 177 (2002).

Gonzales G. F., Ruiz A., Gonzales C., Villegas L., Cor-
dova A.: Asian J. Androl. 3,231 (2001).

Zheng B.L.,He K., Kim C. H.,Rogers L., Shao Y., Huang
Z.Y., Qien L. C., Zheng Q. Y.: Urology 55, 598 (2000).
Gonzales G. F., Cordova A., Gonzales C., Chung A.,
Vega K.: Asian J. Androl. 3, 301 (2001).

84

Referaty

33. Valentovd K., Cvak L., Muck A., Ulrichovd J., Simanek
V.: Eur. J. Nutr. 42, 61 (2003).

34. Jirovsky D., Hordkova D., Kotoucek M., Valentova K.,
Ulrichové J.: J. Sep. Sci. 26, 739 (2003).

35. Muck A., Valentova K., Kohoutovd J., Harmatha J.,
Ulrichovd J., Simédnek V.: nepublikované vysledky.

36. Takenaka M., Yan X., Ono H., Mitsuru Y., Nagata T.,
Nakanishi T.: J. Agric. Food Chem. 51, 793 (2003).

37. Takenaka M., Ono H.: Tetrahedron Lett. 44, 999 (2003).

38. Valentovd K., Ulrichovd J.: nepublikované vysledky.

39. Singleton V. L., Rossi J. A.: Am. J. Enol. Vitic. 16, 416
(1965).

40. Goto K., Fukai K., Hikida J., Nanjo F., Hara Y.: Biosci.,
Biotechnol., Biochem. 59, 2346 (1995).

41. Valentovd K., Prikrylova V., Kfen V., Halada P., Ulri-

chovi J., Simdnek V.: Chem. Listy 96, 496 (2002).

A. Lebeda?, L. Dolezalova®, K. Valentova®, M. Dziech-
ciarkova®, M. Greplova®, H. Opatova’, and J. Ulrichova*
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stry, Faculty of Medicine, Palacky University, Olomouc, ‘Po-
tato Research Institute Ltd., Havlickiiv Brod, “Department of
Food Preservation and Meat Technology, Institute of Chemi-
cal Technology, Prague): Biological and Chemical Variabi-
lity of Maca and Yacon

A set of 15 maca and 25 yacon genotypes cultivated under
field conditions were assessed as to relationships between
morphotypes of underground organs, yield parameters, and
polymorphism of isozymes. In vitro cultivation and the con-
tent of some chemical compounds were also studied. Under-
ground organs of both crops showed a wide variety strongly
dependent on environmental factors. The results showed that
maca forms small-weight hypocotyls. Differences in chemical
composition compared with a commercial source were obser-
ved. The highest production (3.8 kg/plant) of yacon tubers was
observed in four genotypes. Drying of yacon chips was found
to be a good method of preservation. Of 17 analysed enzymatic
systems, only esterases showed some degree of polymorphism
in both crops, dividing genotypes of maca into two and yacon
into six groups. Polymorphism of esterases does not corres-
pond with morphological characters of underground organs of
both crops or with total phenolic contents in different geno-
types of yacon leaves. Screening of cultivation media demon-
strated that concentration of regulators must be optimised to
be suitable for in vitro cultivation of maca. The results showed
that yacon can be successfully cultivated in Europe in contrast
to maca.
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1. Uvod

Tento kurz neni urcen specialistim v oboru steroidn{ che-
mie, ale lidem, ktefi mohou na steroidni problematiku narazit
zcela ndhodné. Takovy piistup ke steroidiim je pomérné prav-
dépodobny, kdyz si uvédomite, kolika tfeba fyzikdlnich obori
se steroidy tykaji. VZdyt u nukledrni magnetické rezonance
(NMR) a hmotové spektroskopie (MS) byly obecné platné
zdakonitosti pozndvany pravé na steroidech, které poskytovaly
vhodné rigidni modely. Totéz plati o chirdlnich metoddch, op-
tické rotacn{ disperzi (ORD) a cirkuldarnim dichroismu (CD).
A kolika obort 1ékafstvi se steroidy tykaji, kdyZ mezi nimi
nachdzime endogennf ldtky s aktivitou muzskych a Zenskych
pohlavnich hormont, hormond kiry nadledvinek, vitamind,
dilezitych slozek bunécnych membran ¢i traviciho systému.
A kolik exogennich steroidd, at uz piirodnich (kardenolidy,
bufadienolidy, alkaloidy) ¢i syntetickych (anabolika, abor-
tiva) na zdravi moderniho ¢lovéka v soucasné dobé plisobi.

Tento postgradudlni kurz probihd na tomto dstavu témef
Ctvrt stoleti a pfedndSku o steroidech tu pronesl Dr. Viclav
Cerny presné pied 20 lety'. M&l bych navézat tam, kde on
skoncil, ale protoze vim, Ze laik si dnes chybéjici informace
nachdzi pfedev$im na internetu, za¢nu shrnutim soucasné
pouzivané nomenklatury, aby se posluchac¢ byl schopen s in-

ternetem domluvit. Nomenklatura podle Chemical Abstracts
neni v soucasné literatufe pouzivdna beze zbytku, proto ji

doplnim nomenklaturou starou, kterd preziva diky pracovni-
kd@m piibuznych obort, jako je medicina a biologie.

2. Nomenklatura a zpisob zobrazeni struktur

Nejprve zpisob grafického znazornéni: Cislovani jednotli-
vych poloh je ukdzano na vzorci 5o.-cholestan-33-olu (obr. 1).
Cislovani zagind od Sesti¢lenného kruhu vlevo a pokraguje po
obvodu. Je-li pfipojeni substituenti ke skeletu vyznaceno
plnym klinem, sméfuji tyto substituenty nad rovinu steroid-
niho jadra a v ndzvu jsou oznaceny jako B-substituenty, vazba
substituentd pod rovinou jadra (tedy s o-konfiguraci) je zna-
Cena Srafované. VétSina steroidi je odvozovdna od téchto
nékolika zdkladnich steroidnich uhlovodiki (tabulka I).

Substituce v postrannim fetézci byvala vyjadfovana podle
Fischerovy-Plattnerovy notace, v niZ byla molekula v uvazo-
vaném misté nazirdna tak, jakoby nejdelsi fetézec byl natazen
vzhiiru a prohnut dolti jako luk: na dolnim konci zlstdval
steroidni skelet, na hornim konci byl vzdalenéjsi uhlik souse-
dici s uvazovanym centrem chirality. V této konformaci fetéz-
ce byly substituenty vpravo (a vlastné nahoru) definovény jako
o-substituenty, substituenty mifici vlevo (také nahoru) jako
[-substituenty. Napt. cholestanovy postranni fetézec byl zna-
zornovan vzorcem A (obr. 2). Mnohem méné mista v tisku
zabere cik—cak struktura B, kterd je také blizsi nejpravdépo-
dobnéjsimu konformeru tohoto postranniho fetézce. Tehdy se
[-substituenty znacily plnou vazbou. V soucasnosti ale po-
uzivame projekéni vzorce zietelné vyznacujici stereochemii,
a tak se tato 20R-methylova skupina kresli ¢drkované (tedy
v prehledu uhlovodikt vzorec C). Ale diky tomuto historicky
danému dvojimu piistupu (definovand notace vs. projekeni
vzorec) se v literatufe vyskytuji oba vzorce cholesterolu a jeho
derivatt pfiblizné stejné Casto, protoze autofi vétSinou staré
struktury opisovali ze starych monografif, aniz uvadéji poj-
movy ramec téchto struktur.

U molekuly, v niZ je dalSich 8 asymetrickych uhliki, se
ujal zvyk vyjadfovat konfiguraci na téchto uhlicich jen tehdy,
je-li jina nez tzv. prirozend. MICky se tedy predpoklada, ze
kazdy vi, ze B-konfiguraci zaujimd ,,normdlné* jen vodik H-8,

Obr. 1. Strukturni vzorec 5o.-cholestan-3f3-olu, Cislovani skeletu

*  Piedneseno na postgradudlnim kurzu Chemie a biochemie pfirodnich ldtek, ktery potdadal UOCHB AV CR v roce 2002.
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Tabulka I
Skelety tvofici ndzvoslovny zdklad tetracyklickych steroidt

Referaty

Substituenty v polohdch

Ndzev uhlovodiku (star$i ndzev v zavorce)

19 18 17
H H - 50~ ¢i 5B-gonan
R H methyl - 50~ ¢i 5B-estran (50~ ¢i 5B-oestran)
methyl  methyl - S0~ ¢i 5B-androstan (androstan ¢i testan)
R methyl methyl  ethyl S0 ¢i 5B-pregnan (allopregnan ¢i pregnan)
methyl  methyl R! Sa- ¢i 5B-cholan (allocholan ¢i cholan)
methyl  methyl R’ S0~ ¢i 5B-cholanovd kyselina (allocholanova ¢i cholanova kyselina)
methyl  methyl R’ Sa- ¢i 5B-cholestan (cholestan ¢i koprostan)
H methyl  methyl R* Sa- ¢i 5B-ergostan
methyl  methyl R’ Sa- ¢i 5B-stigmastan

Substituenty v poloze 17

’
’ ‘.
0 .

l,lm "(\/Y

steroid steroid
R, X=H R3
R2, X =COOH

anguldrni methylové skupiny a eventuelné i uhlikaty substi-
tuent v poloze 17. Tzv. normdlni je o-konfigurace u H-9
a H-17. Vétsina piirodnich steroidd md trans anelaci kruhd C
a D, tedy v poloze 14 je vodik v poloze o, ale v piipadé
srde¢nich glykosidd a bufadienolidd se vyskytuje u kruht C
a D cis anelace, tedy C14-konfigurace je obrdcend (143-H).
Létky s 500 i 5B-konfiguraci se v piirodé vyskytuji s pii-
blizné stejnou Cetnosti, a nedd se tedy u polohy 5 obecné

?

A B
Obr. 2. Kresleni postranniho vzorce drive (A, B) a nyni (C)
@)
0]
I

D
Obr. 3. 5&-Kard-20,(22)-enolid (D) a 5&-bufa-20,22-dienolid (E)

’ .
0 ’
,
., ‘0

{

steroid steroid

R* R?

mluvit o ,,pfirozené* konfiguraci. Proto konfiguraci v této
poloze je vzdy tfeba explicitné vyznacit. Zase se stavd, Ze tento
pozadavek neni vzdy splnén, nejcastéji na to zapominaji auto-
fi, ktefi netusi, ze miZze existovat i diastereomer jejich pro-
duktu. Tykd-li se urity vyrok obou diastereomert, kreslime
vazbu vlnitou a pouzivdme dalsi fecké pismeno &.

Postranni fetezec steroidu miiZe byt i substituovéan hetero-
cyklem a cyklizovan. 5&-Kard-20(22)-enolid (D, obr. 3) a 5&-
-bufa-20,22-dienolid (E) jsou nomenklaturnim zdkladem pro
aglykony tzv. srde¢nich glykosidd, jako je napf. digitoxigenin
a scilarenin. Pfi takové cyklizaci mtiZze vznikat jeden nebo dva
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i
Obr. 5. Nové typy sterola

anelované heterocykly. Tak napi. 5&-konan (F, obr. 4) je
zdkladem konesinu a jemu blizkych alkaloidt. Spirocyklické
skelety — 5&-spirostan (G) a 5&-spirosolan (H) pfiroda pouziva

z né¢hoz se ve svété vyrabi vétsSina steroidnich 1é¢iv. — dios-
genin; dva kruhy jsou anelovany v 5&-solanidanu (I), od néhoz
je odvozena napf. struktura solanidinu — alkaloidu vyskytu-
jictho se ve formé glykosidl v rGznych druzich lilku, napft.
v bramboru®.

Jesté jedno nomenklaturni prekvapeni Vds miize potkat
v literatufe: tvirci nékterych monografii a databdzi nebo jejich
nakladatelé odmitaji zndt feckd pismena, takze misto o a [
pouziji prosté o nebo B. Jejich pocita¢im to svéd&i, uzi-
vatelim uz méné.

3. Steroidy jako soucast oboru prirodnich latek

Razeni steroidéi mezi piirodni ltky je v&ci historickou,
protoZe dnes uz je piirodnich steroidli isolovanych z piirody
méné nez steroidd pfipravenych v laboratofich parcidlni ¢i
totdln{ syntézou. Badatelé zabyvajici se v prvni pili minulého
stoleti izolaci pfirodnich latek steroidni povahy byli pfi vybéru
prirodniny casto ovlivnéni pouhou ndhodou, v zdvéru stoleti
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ale jiz byli vétsinou vedeni zdmérnou snahou nalézt aktivni
princip té ¢i oné 1é¢ivé rostliny. I dnes pfitom mnohdy obdi-
vujeme intuici starych kofendrek, které dokdzaly odhalit po-
uzitelnost téch kterych rostlin.

Profesiondlné tento pfistup funguje dodnes v zemich tie-
ttho svéta, kam pronikli agenti farmaceutickych firem a zahr-
nuji domorodé odborniky vS§im moznym, jen aby od nich
dostdvali extrakty co nejsirsiho spektra produktd z domoro-
dych 1éc¢ivek. Tito badatelé pak touzi po nalezeni nové latky,
kterd by byla jen mirné€ biologicky aktivni: jen tehdy si zajisti
pokraovéani podpory ze strany farmaceutického primyslu
a svij objev budou moci po nepftili§ dlouhé dobé publikovat.
Nilez vysoce aktivni ldtky se badateli nijak zv1ast nevyplati,
navic musf slibit firmé, Ze ldtku nebude publikovat po zna¢né
dlouhou dobu. Toto je jednim z piikladt toho, jak byly ste-
roidy ze zdkladniho vyzkumu vytlacovany pravé penizi, resp.
vidinou zisku z komercionalizace steroidnich vyrob. Farma-
ceutické firmy vyhleddvaji pfirodni ldtky proto, aby ziskaly
novou inspiraci pro své vlastni nové produkty. Drug Discove-
ry Today cituje idaj®, 7e ze viech novych produktd, které byly
v letech 1983 az 1994 uvedeny na trh (520), bylo 39 % piirod-
nich latek nebo latek od nich odvozenych.

Nové objevené pfirodni ldtky steroidni fady zahrnuji vétsi-
nou derivdty cholesterolu, jejichZ strukturni proménlivost je
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znacnd, Casto zahrnuje napf. cytotoxické exomethylenoderi-
vdty (napf. ldatka I, obr. 5), antibakteridlni cyklopropanode-
rivaty (jako latka /) nebo antifungélni sekosteroidy typu /1.
Je zndma i fada chlorem substituovanych ptirodnich litek ty-
pu IV. Zobrazeny jsou jen nekteré typy ldtek, které byly v ne-
davné dobé izolovdany. Zvlasté v posledni dobé jsou publiko-
vany latky, které pochazeji z cytotoxicky ptisobicich materidlt
a samy cytotoxicitu vykazuji uz proto, Ze postup separace byl
fizen podle vysledkt biotestti. Napi. nékteré ldatky z rodiny
uvedenych 9,11-sekosteroidi typu //] inhibuji aktivitu protein
C-kinasy*.

Diky biologickému sledovéni pribéhu déleni byvaji ted
prirodni latky izolovany v nativni formé (dfive byly hlavné
z technickych diivodi ziskdvany pouze jejich aglykony). Jed-
nou z takto izolovanych latek s kancerostatickou aktivitou je
OSW1 (V), derivét cholesterolu s cukernym zbytkem v poloze
1600 a oxoskupinu v poloze 22. Latka byla izolovdna z cibulek
africké rostliny druhu Ornithogalum a objev jeji struktury
ihned vyvolal odezvu mezi synthetiky, ktefi pfipravili® jeji
aglykon metodou parcidlni syntézy.

Pfirodnimi latkami jsou vlastné i diacholesteny typu VI,
protoZe i ty byly izolovany® z materidld nachazejicich se

Tl

HO
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HZN\/\/\N/\/\N
H H
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v prirodé (uhli, ropa a ropné sedimenty). Jsou to produkty
transformace steroll prehistorickych organismi na hlinkdch
za vysokych teplot. Jsou charakterizovany presunem methy-
lovych skupin z poloh 10 a 13 do poloh 5 a 14, coz dokazeme
napodobit v laboratofii, kdyz generujeme karboniovy ion v po-
loze 5. Vynalézavost i Uspornost pfirody v tomto smyslu je
obdivuhodna. Napf. kalikoferol D —ldtka VII, izolovand z ko-
rejské gorgonie’ rodu Muricell, je jen mirné modifikovanym
vitaminem D (VIII), a piesto ptisobi proti virim Herpes sim-
plex I a Il a proti viru détské obrny.

Pojem piirodni ldtky Casto implikoval rostlinny ptvod
téchto latek, coZ nebylo zcela presné. Je pravdou, Ze extra-
hovat plevel rostouci na zahradé bylo kdysi jednodussi nez
izolovat vysoce poldrni latky ze zvifecich tkdni, ale se vzrls-
tajici kvalitou separacnich technik rostly i ambice pfirodovéd-
cli. Izolace® steroidntho triaminu — skvalaminu (ZX) vyZa-
dovala techniky vzddlené tradi¢n{ steroidni chemii, kterd vét-
Sinou pracuje s latkami lipofilnimi. Prace byla stimulovdna
jeji aktivitou: skvalamin je totiZ Sirokopdsmové antibiotikum
s kancerostatickou a antivirovou aktivitou (piisobi i na herpes-
vir a vir HIV).

Dal$im motivem izolace pfirodnich ldtek bylo ovéfovani
metabolismu jinych piirodnich l4tek. Tak byl izolovdn 7oi-hy-
droxycholesterol a prokéza’m]o jako intermedidt v biosyntéze
cholovych kyselin. Zjisfovdni metabolismu md vedle teore-
tického vyznamu i vyznam prakticky: ze znalosti metabolismu
je mozno lokalizovat zdroj eventuelnich odchylek u pacientt
a pristoupit k patticné 1écbé. Napt. 19-hydroxylovana cholova
kyselina X (R = OH, obr. 6) byla v malém mnozstvi izolovéna''
z neonatdlni moci, ale u dospélych byla takova hydroxylace
pozorovéna jen u pacientl s poskozenymi jatry. Pro potvrzen{
navrzené struktury byla opét pouzita parcidlni syntéza. Kli-
¢ovymi stupni byla dehydratace chranéné kyseliny cholové X1,

Vil
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Obr. 6. Funkcionalizace polohy 19 (Ac = acetyl)

Xl

adice kyseliny bromné na A%olefin XII a fotochemicky kata-
lyzovana oxidace anguldrni methylové skupiny v bromhydri-
nu X/II octanem olovic¢itym, nasledovand redukci bromepoxi-
du X1V zinkem a pak hydrogenaci.

Pro studium osudu biologicky aktivnich steroidti v orga-
nismu je ¢asto potieba kvalitativni a kvantitativni diikaz pti-
tomnosti nepatrnych mnozstvi téchto ldtek v biologickém
materidlu. Imunologické metody (napf. radioimunologicka
analyza, RIA) muze tyto sluzby poskytnout. Piiklad zfedént,
s nimZ RIA pracuje, byl publikovdn pfed letnimi olympij-
skymi hrami: citlivost metody je takova, Ze by dokdzala pfi-
tomnost kostky cukru ve velkém olympijském plaveckém
bazénu.

Steroidy ale reprezentuji pfili§ malou molekulu v téle, aby
samy byly imunogenni. Proto se pfi vyvoji testd pro imunitni
stanoveni steroidni ldtky funkcionalizuji (napf. zavedenim
vhodného ,raménka®, anglicky ,,spacer”) na derivity (tzv.
hapteny), které se pak kovalentni vazbou navdzZou na molekulu
vhodné bilkoviny (napf. na hovézi imunoglobulin). Vznikly

AcO

Obr. 7. Pfiprava hapteni s raménkem v poloze 19
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produkt (imunogen) slouzi k vyvoldni imunitni reakce v po-
kusném zvifeti, z jehoZ krve jsou pak piislusné protilatky
ziskdvany a diagnosticky vyuZivdny. Celosvétove rozsifené
pouzivani imunoanalyzy ve sportu i v 1€kai'ské diagnostice je
tak zcela zavislé na produkci vhodnych haptenti.

Raménkem, které pak zprostfedkuje kovalentni vazbu me-
zi analytem a bilkovinou, je napf. volny karboxyl. Umistén{
tohoto raménka v molekule steroidu je kompromisem mezi
chemickou dostupnosti takové funkcionalizace a pozadavkem
specificity protilatky. Ma-li protildtka reagovat pokud moz-
no pouze na hledany analyt, musi byt v haptenu zachovany
vSechny funkéni skupiny esencidlni pro danou aktivitu a ra-
ménko musi byt umisténo co nejdéle od téchto esencidlnich
skupin. Polohy 7 a 11 jsou vzddleny od funk¢nich skupin A
i D-kruhu. a tak jsou Casto vyuZivdny pro zakotveni takového
raménka. Napf. pro stanoveni allopregnanolonu (XVa, R = H,
obr. 7) bylo nutno pfipravit hapten XVb (R = CO(CH,),COOH),
ale cesta k nému musela byt zahdjena mikrobielni hydroxylaci
vhodného intermedidtu do polohy 110. Minimdlni zkiiZenou
reaktivitu (cross reactivity) — tedy soucasnou vazbu ldtek
podobnych — Casto zajistuje umisténi raménka do polohy 19,
coz neni z hlediska syntetické pfistupnosti nejjednodu$sim
dkolem: pii vypracovani RIA testu pro dikaz liatky XVia (R =
H,) bylo tieba pfipravit hapten XVIb (R = NOCH,COOH)
a kli¢ovym stupném'?v jeho piipravé byla opét fotochemicky
katalyzovand oxidace bromhydrinu, tentokrat latky XVII na
6P,19-oxidoderivat XVIII jeho ndslednym §tépenim.

Vazebnym raménkem byvaji napt. karboxymethyloximi-

AcO
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no- (CMO), karboxymethyloxy- (CME), hemisukcinyloxy-
(HMSO) a podobné skupiny. U kazdého analytu je Zadouci
pripravit odliSné hapteny pro imunizaci zvitete a pro piipravu
radioligandu, aby se potlacila moznost, Ze by nalezend pro-
tilatka byla specifickd spi$ pro ono raménko neZ pro vlastn{
analyt. Hapteny jsou vyuzivany i v afinitni chromatografii.
Tak pti patrani po receptoru piirodniho brassinolidu byl pii-
slusny brassinosteroid pripojen k bilkoviné T-aminoalkyl-
esterovym raménkem.

4. Steroidni evergreeny

Pisné vécné zelené jsou ty, které zazdii, po ¢ase omrzi
a pak v novych podminkach jsou kazdou novou generaci nové
objevovany. Jsou to napf.:

Estrogeny

Jednou z aktudlné sledovanych, ale divno zndmych latek
je estradiol (estra-1,3,5(10)-trien-3,17B-diol, XIX). U fertil-
nich Zen je skoro vyhradné produkovan ve vaje¢nicich fi-
zenych tzv.folikuly stimulujicim hormonem (FSH) a jeho
funkce v reprodukénim cyklu je dobfe zndma. Pomérné ne-
ddvno se ale ukdzalo, Ze estradiol hraje vyznamnou roli v me-
tabolismu lipidd (a tim i ve vyskytu kardiovaskuldrnich cho-
rob), v metabolismu kosti (estradiol stimuluje ¢innost osteo-
blastd a inhibuje aktivitu osteoklastti, ¢imz chrani kost pied
osteopordzou), ve vyZzive sliznic (s diisledky gynekologicky-
mi, urologickymi, dermatologickymi a otorhinolaryngologic-
kymi) a ve funkci mozku. Dlouho jsou zndmy psychické
dasledky nadprodukce estrogenti (ndladovost, deprese, nespa-
vost, pfedrazdénost, nesoustiedénost), nove byla pozndna neu-
roprotektivni'? role estrogenti v mozku: klinickd zkuenost
ukazuje, Ze vyssi hladina estrogent chrani pred ndstupem
i postupem Alzheimerovy choroby a obecné ptfed poskozenim
mozku. Mozek dokonce sdm v piipadé ur¢itého poskozeni
zvySuje jak produkci estrogend, tak produkci estrogennich
receptord v misté poranéni. Mechanismus tohoto ochranného
plisobeni neni zatim znam, nékteii autofi'* spekuluji o tom, e
estradiol modifikuje strukturu buné¢nych membran.

Vsechny tyto oblasti jsou zasaZeny pfi menopauze, pfi niZ
dochazi k definitivnimu pferuseni cyklickych interakci mezi
vajecniky, hypothalamem a hypofyzou, pfi niZ uz vajecniky
nereaguji na gonadotropni stimulaci, neprodukuji estrogeny
ani progesteron a negativni zpétnd vazba k hypofyze je zru-
Sena, coz vede k vysoké hladiné LH a FSH hormonti. Estro-
geny pak s nizkym vytézkem produkuji jen nadledvinky, a to
aromatizaci androstendionu.

goe

XX1
Obr. 8. Antiosteoporoticky puisobici steroidy
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pri zkouskach na mnoha tisicich pacientek, kde vedle pftiz-
nivych kosmetickych uc¢inkd, vlivu na kardiovaskuldrni sou-
stavu a dlevu vSech postmenopauzdlnich pifiznakd (promén-
livé ndlady, ndvaly a bolestivost styku) byly diskutovany
i dalsi pozitivni ic¢inky. Noveé byl prokdzan tcinek estrogend
na prevenci osteopordzy: kost je zivou soustavou, v nizZ se
znova a znova ustavuje dynamickd rovnovaha mezi tvorbou
novych bunék a resorpci bunék starych. U Zen ve fertilnim
obdobi je takto “remodelovdno,, 10 az 25 % kostni hmoty
roén&'®. Pokud nejsou receptory estrogenti v t&chto buiikdch
syceny estradiolem — af uz vlastnim nebo medikovanym,
proces resorpce starych bunék probihd rychleji nez tvorba
bunék novych.

Zasah do hormondlni rovnovdhy byvad vzdy riskantni.
Nezdadoucim vedlejsim ucinkem podavani estradiolu po me-
nopauze je zvysené riziko vyskytu rakoviny délohy. V sou-
Casné praxi se uz poddva samotny estradiol jen pacientkdm bez
délohy. Ostatni pacientky dostdvaji s estradiolem i subfyzio-
logické mnozstvi gestagenu (napf. 17B-acetoxy-170-ethinyl-
-19-norandrost-4-en-3-on, ,,norethisteronacetdt®, XX), ktery
riziko rakoviny délohy vyrazné¢ omezuje. Tato terapie byla
ovéfovdna fadou studii na mnoha desitkdch tisic pacientek
a ukazuje se, Zze bonus kardiovaskularni ochrany a sniZeni
rizika rakoviny tlustého stfeva je mnohem vyznamné;jsi, nez
je riziko rakoviny délohy. I kdyz odhlédneme od zlepsené
kvality Zivota uzivatelek hormondlni substituc¢ni lécby (HRT),
ukazuje se, Ze v dlouhodobém pohledu je ptezivani téchto
pacientek vyznamné vys$s$i neZ u Zen hormonadlni substituci
neuzivajicich'®.

Steroidni chemie reagovala na zvySenou poptdvku po anti-
osteoporotickych 1écich syntézou a testovanim fady analogi
estrogent. Dobré renomé si v tomto sméru ziskal Premarin,
coz je estrogenné ptisobici smés ziskdvand z moci bfezich
kobyl. Pfevdznou vétsinu tvoii dehydroestron a dehydroestra-

OH

0,
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XX
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Obr. 9. Dalsi latky pouZitelné v boji proti osteoporéze

dioly s jednou dvojnou vazbou v poloze 7 (ekvilin XXI a pfi-
slusné 17-alkoholy, obr. 8), nebo dvéma dvojnymi vazba-
mi v B-kruhu (ekvilenin a pfislusné 17-alkoholy). Nové se
tvrdi'’, Ze isomer ekvilinu s dvojnou vazbu v poloze 8 (9)
(XX11, ,,8-dehydroestron®) je sice fadové méné tic¢inny v déloze
a v prsu, ale zato 10x dcinné&jsi v kosti. Jinak ptrevlddd ndzor,
Ze nejucinnéjsim estrogenem v tomto sméru je ekvilin (XX7),
ktery ma u ¢lovéka mensi hormondlni aktivitu nez estradiol,
a tim vyssi terapeutickou dcinnost na kost.

Farmaceuticky priimysl zatim reagoval po svém na poten-
cidl estrogenti sniZit riziko osteopordzy u postmenopauzélnich
zen. Vedle pilulek, gelu a riznych ndplasti obsahujicich td-
dové miligramovd mnozstvi klasického estradiolu a syntetic-
kého gestagenu na den, byly vyvijeny nové analogy. Za vSech-
ny uvedu 70,17B-dihydroxy-19-norpregn-5(10)-en-20-in-3-
-on (XXII1, Livial'®). Mé&feni ukazuje zddouci ndrtst kostni
hmoty béhem jednoho roku léceni. Litka pfitom stimuluje
hypothalamo-hypofyzéarni systém tak, ze vasomotorické poru-
chy (ndvaly, poceni) jsou potlaceny, hladina endorfint je
obnovena, ale endometrium (tedy nechténé krvaceni) stimu-
lovéno neni.

Steroidni chemici byli jen jednou ¢dsti tymi, které osteo-
porézu naziraly z mnoha riznych tihld, aby bylo moZno inter-
venovat pfi vzniku choroby v rznych stadiich vzdjemné
souvisejicich procesi. Tak napf. zvySeni doddvky vdpenatych
soli do kosti zarucovala zvySend resorpce vdpniku ze stiev,
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které bylo dosahovdno podavanim peptidického hormonu kal-
citoninu. Podobny efekt, byt dosahovany jinym mechanis-
mem, mély kalcium chelatujici bifosfonaty jako etidronat
(XXIV, obr. 9) a jeho analogy. Jejich dlouhodobé pouzivani
piindsi vSak jind rizika: tyto latky jsou soucasné inhibitory
biosyntézy steroidi'®,

V rostlinné i8i byla pozndna fada fytoestro%enﬁ, jejichz
estrogenni aktivita nebyla vzdy zcela zidouci®?'. Jednim
z fytoestrogend je kumestrol (XXV), je tak strukturné podobny
estradiolu, Ze ho mlizeme pojmenovat steroidni nomenklatu-
rou. I u ipriflavonu (XXVI) jsou popisovany>* protektivni
ucinky vaci kosti. Péstitelé stad si ov§em kvality kosti svych
jateCnych zvitat priliS neceni, zato ztratu jejich plodnosti
zpusobovanou fytoestrogeny nesou nelib¢.

Pii testovani vlivu vSech moznych kombinaci zndmych
latek na kost bylo zjisténo, Ze tzv. tamoxifen (XXVII), ktery
v prsu funguje jako antiestrogen (tedy inhibuje rist estrogen-
-dependentnich nddorti), v kosti plsobi jako estrogen, tedy
udrzuje vysokou kostni hmotu. Tamoxifen vzddlené piipomi-
nd estradiol, jeho modernéjsi verzi je ve vodé rozpustnéjsi
derivat raloxifen, ktery zase md nepfiznivé ic¢inky na centrdln{
nervovou soustavu. V kosti ale plisobi pfiznivé, tlumi ¢innost
osteoklastli, ma tedy antiresorptivni icinky.

Je tieba fici, Ze na rozdil od receptorti jinych hormond jsou
estrogenni receptory nejméné ndro¢né na presné dodrzZeni
struktury (teprve neddvno byla pomoci rentgenografické ana-
lyzy studovédna struktura komplexu estradiolu a jeho recep-
toru>). Antiosteoporotickd aktivita byla nakonec nalezena
i u estradiolu nepfili§ podobného antigestagenniho preparatu
RU486 (XXVIII, , mifepristone*), ktery je jinak pouzivan jako
abortivum.

DHEA

Jinou latkou, které se v nedavné dobé dostalo obrovské
pozornosti, je DHEA (dehydroepiandrosteron, tj. 33-hydroxy-
androst-5-en-17-on, XXIX, obr. 10). O té se napsalo nékolik
knih napt. Unlocking the Secrets to the Fountain of Youth nebo
materidly z konference newyorské akademie véd vénované
této litce®®. V souvislosti s ni se objevuiji epiteta jako ,,pramen
mlddi*, ,,matka vSech hormoni‘* apod. Tato ldtka patii mezi
tzv. ,orphan drugs®, tedy latky, které svého Casu nebyly
komeréné vyuzity jen proto, Ze se staly vefejnym majetkem,
a Zadnd firma tedy neinvestovala do jejich vyvoje, protoze
neméla zarucenu ndvratnost svych investic. Neddvno ale byl

0]
HO R
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Obr. 10. DHEA a jeho derivaty
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vyvoj téchto ,,sirotéich* latek podpoten z federdlnich zdroji
a to mohl byt impuls k novému zdjmu.

DHEA byla poprvé izolovdna v roce 1934 a jeji strukturu
vyfesil ve stejném roce Ruzicka. Po mnoho dekdd byla pra-
myslovou surovinou pro vyrobu steroidnich hormont a jejich
syntetickych ekvivalentd. V téle byl tento metabolit choleste-
rolu povazovdn za rezervni stavebni materidl, z néhoz si télo
v piipadé potieby vybudovalo jiné potfebné ldtky, napf. tes-
tosteron nebo estradiol. Mimochodem, DHEA je vedle cho-
lesterolu nejrozsitenéjSim steroidem v lidském téle.

Z4dnd vlastni fyziologickd funkce nebyla u DHEA pred-
poklddana ani pozdéji, kdy bylo zjisténo, Ze napf. jeji nedo-
statek DHEA v plazmé t&sné koreluje s atherosklerosou®.
Hvézdna drdha této latky zacala studiem steroidniho metabo-
lismu krys, pfi némz se ukdzalo, Ze tfebaze krysi nadledvinky
tuto latku viibec neprodukuji, v jejich mozku se vyskytovala
ve velkém mnozZstvi. Radioaktivni DHEA, vpravend do krysi-
ho mozku, byla vyplavena béhem 20 hodin, takze vysokd
hladina DHEA v mozku nemohla byt ddna selektivnim skla-
dovanim DHEA produkované v extraadrendlnich zdrojich.
Tak vznikla predstava o neurosteroidech, které si mozek pro-
dukuje sdm pro svou vlastni potiebu.

Clovék m4 nejvyssi hladinu DHEA v mladi (mezi 20. a 30.
rokem), v 70 letech md uZ jen 20 % hladiny svého mladi.
Plazmatickd hladina DHEA byla u obyvatel domov diichod-
cli nepifmo imérnd ptitomnosti mozkovych syndromt a stup-
ni jejich zdvaznosti. DHEA in vitro zvySovala pieZivdni neu-
rond a gliovych bunék, in vivo zlepSovala paméf a retenci
starych mysi. SniZzovala vékem dané disledky pro imunitni
systém a chrdnila degeneraci hippokampu zptisobovanou glu-
kokortikoidy. Mechanismus nékterych téchto t¢inkd byl ten-
tativné vysvétlovan inhibici pentosového cyklu, ktery muize
byt zdrojem volnych radikdld, a regulaci produkce IL6 a IL10,
kterd roste s vékem. Stimulace imunity neni pravdépodobné26
plsobena piimo DHEA, ale jejimi metabolity: DHEA se ¢ds-
te¢né metabolizuje nejprve na 7o-hydroxyderivat XXX, ten se
oxiduje na 7-oxoderivdt XXXI, a ten se redukuje na 7B-hydro-
xy-DHEA (XXXII). Z latek XXIX az XXXII m4 aktivitu anti-
glukokortikoidnf jen ldtka 7B-hydroxyderivat XXX7I.

Ve svété nadbytku, kde jednou z civilizacnich chorob je
obezita, se stal velkym motivem pro studium dcinktit DHEA
jeji antiobezitni u¢inek. DHEA totiZ patii mezi tzv. ergosteroi-
dy, tedy latky, které stimuluji spdleni prijaté potravy bez
uklddéni rezerv. Dociluji toho tim, Ze indukuji tvorbu mito-
chondridlni dehydrogenasy glycerol-3-fosfatu a glukoso-6-
-fosfatasy®’. Tento efekt nakonec nebyl u lidi tak markantni
jako u krys prave proto, Ze pro krysu byla DHEA na rozdil od
¢lovéka velmi nedostatkovou komoditou.

Uz v kuzi dochazi k hydroxylaci steroidti do polohy 70,
proto byl vysloven pfedpoklad, Ze transdermadlni aplikace je
Uc¢innéjsi neZ perordlni nejen proto, Ze tim se vylouci ztratova
cesta zazivacim dstrojim, ale i proto, Ze uz v procesu resorpce
je DHEA cdstecné konvertovana na ucinnéjsi metabolit.

Jednou véci bylo nalezeni korelace mezi hladinou DHEA
a vékem, jinou véci je moznost jejiho vyuziti v terapii, tedy
moznost zpomalit starnuti mozku dlouhodobou suplementac{
DHEA. U krys se tento piiznivy efekt potvrdil, tfebaze zvySse-
nd kortikdlni peroxidace signalizovala urcity negativni vedlej-
jimz v zildch normdlné koluje o nékolik fadi vic DHEA.
Pokusy na dobrovolnicich®® (byla to nase DHEA a nasi dob-
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rovolnici) ukazaly, ze DHEA dobfe pronika do téla i z emul-
gelu a uZ po tydenni aplikaci pfiznivé ovlivnila fadu endokrin-
nich parametr(: byly sniZeny hladiny testosteronu, estradiolu
a ,,celkového cholesterolu®, zvlasté¢ LDL, a zvySeny hladiny
LH, HDL-cholesterolu a apolipoproteini A-I. Celkovy athe-
rogenni index prudce klesl. Zd4 se, Ze vSechny pozitivni efekty
maji dva zdkladni kofeny: schopnost DHEA ovlivnit hospo-
dafeni s lipidy (kardiovaskuldrni efekty, obezita, imunita)
a schopnost modifikovat ¢innost mozku.

Nevyhodou dlouhodobého poddvani je skutecnost, Ze DHEA
mize byt v téle konvertovdna na testosteron a nakonec na
estradiol. Umisténi oxoskupiny do allylové polohy za vzniku
dionu XXXI (7-oxo-DHEA) zmenSilo moznost konverze na
tyto hormony, navic je 7-oxo-DHEA ve svych nehormondl-
nich téincich jeité silngjii®. Divodem vysii aktivity dionu
mizZe byt i to, Ze u 7-ketonu je potlacena aromatizace DHEA,
kterd je z hlediska aktivity ztritovd. U¢inek DHEA a jeji
7-ketonu je v soucasné dob¢ intenzivné studovén na riznych
Iékarskych — hlavné gerontologickych a endokrinologickych
pracovistich.

Dil¢i vysledky prokazuji, Ze poddvani DHEA zptisobuje
u experimentalnich zvifat a nékdy i u lidi zvyseni imunity™
vuci virové infekci, kardiovaskuldarnim chorobam a rakovi-
né prsu. Hladina DHEA pozitivné koreluje s hladinou ,,insu-
lin-like* rdstového hormonu. Neéktefi dcastnici konference
o DHEA tvrdili, Ze DHEA je multifunkéni steroidni hormon,
ale jini poukazovali na to, Ze nemiZze byt hormonem, kdyZ nen{
mozno nalézt specificky receptor pro DHEA. Tiebaze mtze
byt metabolizovédna na testosteron a estradiol a jejich derivaty,
plny tc¢inek DHEA neni mozno vysvétlit pouhou konverzi na
kterykoliv zndmy hormon.

Biologické a elektrofyziologické experimenty prokazova-
ly, Ze DHEA je silnym allosterickym inhibitorem y-aminomad-
selné kyseliny (subtyp A, GABA ), a jako takovy napf. mize
zlep$it pamét nebo piiznivé ovlivnit pribéh Alzheimerovy
choroby. Pritom bylo zfejmé, ze DHEA, resp. jeji transportn{
forma — sulfét (v literatufe oznacovand jako DHEAS), je nejen
po cholesterolu nejcetnéjSim steroidem v téle, ale Ze je jako
neurosteroid produkovéna i v mozku.

Zcela neddvno byl nalezen receptor DHEA, jehoz neexis-
tence byla dosud argumentem proti tvrzeni, Ze DHEA je
opravdu hormonem. Receptor byl nalezen v endothelidln{
vystelce cév. Tento receptor aktivuje intracelularni G-protei-
ny a endothelidlni synthasu oxidu dusnatého, coz priblizuje
DHEA uéinku zndmé Viagry>'.

Feromony

Skutecnost, Ze mezi steroidni latky patfi i tzv. feromon
kance (XXXIII, boar pheromone), je zndama ddavno. Byl pozndn
jeji efekt, ktery byl ddajné ve svété vyuzivan ve velkych
chovech prasat. Ten spoc¢ivd v tom, Ze prasnice zaujme jinou
polohu, kdyz uciti tento feromon a soucasné uciti dotyk na
zddech v dobé pro oplodnéni optimdlni a v dobé mimo estrus.
To mélo detegovat fiji, a tak zamezit zbyte¢cnému Ziveni
neplodicich zvitat. Ve velkochovu bylo ddajné problémem
urceni vhodné doby pro pfipusténi samce. V soucasné dobé se
tato technika nepouZzivd, pro detekci staci ptivést onoho samce
na ukdzku a pak se dotknout citlivych mist na zddech, aniz by
chemici museli pfipravovat smrduté latky.

Dvojnd vazba do polohy 16 se zavadi bud bromaci na
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160-bromketon, XXXV, redukci na bromhydrin XXXV a jeho
debromaci na olefin XXX/II, nebo Bartonovou metodou pre-
vedenim ketonu na tosylhydrazon XXXVI, jeho oxidaci jodem
a halogenolyzou jodu v latce XXXVII. Zmiiiuji se o této ddvno
zndmé ldatce proto, Ze se jednak ukazuje, Ze feromon kance
a jeho derivaty neprodukuji jen ¢tyinozi samci, jednak proto,
ze role feromont je studovdna ve stdle hlubsich souvislostech.
Udajné Zeny citici androgenni pach aktivuji hypothalamus
v preoptické oblasti a ve ventromedidlnim jadru, zatimco muZzi
citici estrogenni pach aktivuji hypothalamus v paraventriku-

larn{ oblasti a v dorsomedidlnim jzidru32.

5. Syntéza prirodnich latek steroidni rady

V dobdch z hlediska chemie historickych bylo bézné, ze
na zdkladé urcitych nalezenych dat a analogii s blizkymi
latkami a cCasto s pfihlédnutim k pravdépodobné biogenezi,
byla navrzena jeji struktura, kterd pak musela byt potvrzena
(¢i vyvracena) vstiicnou syntézou. Tento piistup je v soucasné
chemii méné bézny, ale jsou situace, kdy je experimentdlné
nejjednodussi. Strukturni dikazy pomoci vstifcné syntézy
vychdzeji z hypoteticky odhadnuté struktury a pak korelaci
neboli pfevedenim standardnimi postupy na latku jiz zndmou.
Tato metoda je pomérné jednoduchd u klasickych steroidnich
skelett, u produkti komplexnich presmyku.

Piikladem vstiicné syntézy>> miize byt potvrzeni (24R)-
-konfigurace shora uvedeného skvalaminu (ZX). Vychozi lat-
kou byl stigmasterol (XXXVIII, obr. 11), ktery po ochrané
kruhtt A a B byl ozonizovdn na 22-aldehyd (XXXIXa, R =
CHO). Aldehydicka skupina byla zredukovdna na hydroxy-
lovou, primdrni alkohol byl pfeveden na jodid, ktery reak-
ci s fenylsulfinatem poskytl ptislusny sulfon (XXXIXb, R =
CH,SO,C.Hs).

Druha slozka budouctho postranniho fetézce skvalaminu
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Obr. 11. Stigmasterol a jeho modifikace

XLIT

Obr. 12. Vystavba postranniho retézce skvalaminu

byla ziskdna z valinu takto: pfirodni aminokyselina (tedy
L-valin) byla diazotaci s inverzi konfigurace prevedena na
hydroxykyselinu, kterd byla redukovdna na diol hydridem
lithnohlinitym, tosylchloridem dehydratovdna na (R)-epoxid
XL (obr. 12). Solvolyza tohoto epoxidu lithnou soli vyse
uvedeného sulfonu XXXIXb byl epoxidicky kruh otevien na
méné substituovaném uhliku za vzniku prislusného (24R)-24-
-alkoholu XLI.

Aminovy fetézec byl ke steroidnimu skeletu pfipojen ve
stadiu ketonu XL/I, vznikla Schiffova baze byla hydrogenova-
na na dva produkty: 3B-aminoderivit (24R)-fady byl shleddn
totoznym s nativnhim skvalaminem, zatimco analogicky pro-
dukt ziskany z enantiomerniho epoxidu byl zfetelné odlisny.



Chem. Listy 97, 921 — 941 (2003)

OH
CH,
|
O
HO OH
XL
o)
0

XLIV
2-Methoxyestradiol

Jiny metabolit, ktery byl izolovdn, a navrzend struktu-
ra potvrzena syntézou, je 2-methoxyestradiol (XLIII). Vétsi
mnozstvi latky, které poskytla nova syntéza®*, umoznilo po-
drobné zkoumadni aktivit. Tento metabolit vykazuje kancero-
statickou aktivitu, zatfmco dal$i metabolit estradiolu, 4-hydroxy-
estradiol, md aktivitu opacnou. Ta se vysvétluje oxidacina3,4-
-chinoidn{ derivat XLIV, ktery se vdZze piimo se slozkami DNA.

Cefalostatin
Chemické modifikace steroidniho skeletu jsou dnes uz
propracovany tak, ze je mozno funkcionalizovat jakoukoliv

polohu steroidniho skeletu. Vzhledem k tomu, Ze steroidy jsou
tu dnes diskutovdny jako pfirodni ldtky, zcela pteskocim

South 1+
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nekteré Cisté syntetické oblasti steroidni chemie, které rovnéz
byly rozvijeny v poslednich dvaceti letech. Napf. o funkcio-
nalizaci neaktivovanych poloh steroidniho skeletu se mohou
zdjemci docCist v souhrnném &lanku®.

Pretrvdvajici problémy stdle spocivaji v neslucitelnos-
ti podminek potiebnych pro zavedeni nové funkcéni skupi-
ny s vlastnostmi ¢i stabilitou pfitomnych funkénich skupin.
I v tom ucinila organickd syntéza obrovsky pokrok, kdyz si
uvédomime, Ze v ptivodni steroidni chemii existovalo jen par
zdkladnich trikli, jak separovat reaktivity shodnych funkénich
skupin: parcidlni oxidace, parcidlni redukce, selektivni acyla-
ce, selektivni hydrolyza a hydrogenolyza.

Cefalostatin 1 (XLV, obr. 13) byl v roce 1998 uveden™jako
jedna z ,,nejmocnéjsich protirakovinnych latek, které kdy
testoval americky National Cancer Institute®. EDy této ldtky
vi¢i riznym druhtim nddor a leukemif se 1isi, latka je ale vzdy
uc¢innd v davkdch nanomold na ml. Cefalostatiny jsou steroi-
dem substituované pyraziny. Byly izolovdny z mnohostéti-
natych Cervt druhu Cephalodiscus gilchristi, kteti Ziji v In-
dickém ocednu. Strukturné blizké ritteraziny byly izolovdny
z druhu Ritterella tokioka Zijiciho na japonském pobiezi. Cel-
kem bylo izolovdno pfes 40 rliznych variaci na toto téma.

Klinické zkousky byly brzdény nedostatkem piirodniho
materidlu, ktery je pochopitelny pii nizké koncentraci téchto
latek v pfirodé. Napf. pro 100 mg cefalostatinu bylo tfeba
v hloubce 80 metri, nenf jednoduchy, protoze v téchto vodach
je doma napft. zralok bily. Syntéza téchto litek md velky
vyznam pravé pro moznost studia jejich biologickych vlast-
nosti. Vychdzela z acetdtu hekogeninu (XLVI), ktery rovnéz

,.North 1¢

OH XLV, cefalostatin 1

H,COCO

XLVI
Obr. 13. Cefalostatin 1 (XLV) a vychozi hekogeninacetat (XLVI)

XLVl
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obsahuje zde typickou 12-oxoskupinu, spiroketalovy systém
anelovany ke kruhu D a substituci v kruhu A. Ale jen interme-
didt s 3-ketoskupinou (XLVII), kterd byla potiebna ke spojen{
dvou molekul ptes pyrazinovy kruh, byl pfipraven ve 28 az 33
reak¢nich stupnich a vytéZek ¢inil 1 az 3 %.

Cefalostatinim jsou strukturné blizké ritteraziny (napf.
ritterazin G, XLVIII, obr. 14). Diky mensSimu poctu kyslika-
tych substituentd ve spiroketalovém systému jsou synteticky
pristupnéjsi nez cefalostatiny, pfi cemz jejich aktivita je v né-
kterych piipadech téméf stejnd.

Strukturni variace se li$i strukturou spiroketalovych ¢asti.
Napt. cefalostatin 1 (XLV) je tvofen pravou horni ptilkou (tzv.
North 1) alevou dolnf ptilkou molekuly (tzv. South 1). Ukazu-
je se, Ze jedendct nejuicinnéjsich analogl obehrava tyto dvé sho-

,»oouth 7%

~——  OH

L L

Obr. 14. Ritterazin a zptsob piipravy diazinu

XLVI

Obr. 15. Zavedeni dvojné vazby do polohy 14

T LI, fotohekogenin
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ra uvedené jednotky a jesté dalsi dvé: ,,North G* a ,,South 7.

Konstrukce centrdlniho pyrazinového cyklu se provadi
riznym zplsobem. V tomto piipadé byl vychozi 3-keton
budouci ¢dsti South 7 pfeveden na 20-azidoketon /L a vychozi
3-keton budouci ¢dsti North 1 byl pfeveden na 20-amino-3-
-methoxyiminoderivat L. Pii zvysené teploté a za kyselé kata-
lyzy 5pak dochdzi k Zddouci cyklizaci na pyrazin XLVIlla
(cit.*®).

Tyto vychozi komponenty zase autori pripravovali takto:
z ptislusného 3-ketonu bromaci ziskali prislusny 2o-bromke-
ton, ktery byl solvolyzovdan na zadany 2o-azidoketon /L.
Druhd slozka stejnym postupem vedla k analogickému azido-
ketonu, ktery s reagoval s hydrochloridem N-methylhydroxyl-
aminu.

,.North 1

T

XLVIII, ritterazin G

O

XLVila

LII, lumihekogenin

|
— L

Lv Lir
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Obr. 16. Modifikace spirostanové ¢asti hekogeninu

Kuriozni byl zpisob zavedeni dvojné vazby do polohy 14.
Fotolyzou hekogeninacetatu (XLVI) vznikla rovnovazna smeés
fotohekogeninu (LI, obr. 15) a lumihekonegninu (LII), kterd
za podminek Prinsovy reakce po mnoha pokusech o optima-
lizaci poskytla 120.,14B-diol LIII. Oxidace a dehydratace na
nenasyceny keton LIV pak probéhla bez komplikaci.

Spirostanovy skelet hekogeninu se mirné 1isi od pozado-
vaného spiroketalového zbytku v cefalostatinu i ritterazinu.
Transformace spirostanového derivétu na ritterazinovy byla
pivodné zamyslena na podobném principu, na jakém je zalo-
Zena degradace diosgeninu pii vyrobé steroidnich hormont:
tam se spiroketal §t€pi pii 200 °C pusobenim anhydridu kyse-
liny octové. Tato reakce u 14B-hydroxyderivétu nevedlak cili.
Proto bylo nutno v hekogeninu nejprve modifikovat onu spi-
roketalovou strukturu a teprve potom fotolyzovat 12-oxoderi-
vit s cilem zavést poZadovanou dvojnou vazbu do polohy 14.
Nasledujici schéma popisuje princip této transformace: spiro-
ketalové seskupeni vychoziho hekogeninacetdtu XLVI bylo
otevieno dichloracetanhydridem na nenasyceny dichloracetat
LV (obr. 16, X=Cl,LHCCOO), a ten byl sérii standardnich
reakci (hydrolyza, tosylace, solvolyza tosyldtu jodidem sod-
nym, dehydrojodace) pfeveden na olefin LVI. K hydrataci
tohoto enoletheru za vzniku furostanu LVII do§lo po mnoha
marnych pokusech s riznymi ¢inidly (octan rtufnaty, trifluor-
octovd kyselina v acetonitrilu) piisobenim vodné kyseliny
octové pfi vyssi teploté.

Cefalostatiny obsahuji ve svych dvou spiroketalovych sku-
pindch jesté dalsi hydroxylové skupiny, metodiku zaveden{
téchto skupin si miize eventuelni zdjemce piecist v origindln{

OH

HO

Lvir

LIX
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literatute®”. Prezentace t&chto klicovych stupiitt méla jen fado-
vé ukdzat slozitost syntetickych postupti v dané oblasti.

6. Syntéza analogi biologicky

aktivnich steroida

Vedle syntéz piirodnich liatek jsou v laboratofich casto
pripravovany latky mirné modifikované — napf. pfitomnosti
radioaktivniho prvku. Derivaty znacené deuteriem nebo tri-
tiem jsou pouzivdny pfi diikazech metabolismu jednotlivych
prirodnich latek. Jindy tyto derivaty maji funkci diagnostic-
kou. Je napf. zndmo, Ze nddory hormon-dependentnich tkdn{
jsou v casnych stadiich dobfe manipulovatelné pisobenim
antihormond, v pozdéjsich stadiich je jiz takova terapie ne-
li¢elnd. Proto byl piipraven 160.-['*F]fluoroestradiol (LVIII)
a pacientka, jiz byl poddn, byla sledovana pozitronovou emis-
ni tomografii (PET). Ta ukdzala, zda ve tkdni jsou jesté funkcni
estrogenni receptory a zda tedy md 1écba antihormonem nadéji
na dspéch.

V posledni dobé se v syntetické steroidni chemii stéle vic
uplatiiuje trend, ktery Dr. Jaroslav Kalvoda z CIBY formulo-
val takto: ,, Dnes uZ publikace steroidni syntézy bez biologic-
kych dat piisobi skoro neslusné.“ Ubyva cCisté metodickych
praci, v nichZ steroidni skelet byl pouZit jako cvicnd loucka
pro demonstraci urcité nové reakce, na druhé strané piibyva
praci, v nichz chemie sice neni pfili§ vzrusujici, ale jejichz
cenu déld biologicka aktivita takto ziskanych produktt. Ste-
roidni chemik si uz nevystaci sam, stdle vic potiebuje spolu-
pracovniky v biologickych oborech, ktefi dokdzi, ale hlavné
jsou ochotni naplno spolupracovat.

Prdce mnoha tyma vede k upfesnéni strukturnich pozadav-
ki té které biologické aktivity. Jeden z mnoha impulzd, které
steroidni obec ovliviiovaly ve snaze o zlepSeni aktivity ptirod-
nich latek, byla potieba separace aktivit ptivodné sprazenych

COCH,
«COCH,

OH

Cl

LX1
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Obr. 17. Stabilnéjsi analog prirodni latky

dohromady. Nechci jen pripominat historicky ptiklad andro-
genni aktivity, kterd byla pozdéji separovdna na tzv. Cisté
androgenni (rozvoj pohlavnich orgdnt i sekunddrnich pohlav-
nich znaku) a anabolickou aktivitu (ukon¢ovdni rastu dlou-
hych kosti, budovani svalové hmoty). Mdme i pfiklady novéj-
§i: nestoron’® (LIX). Ten pravdépodobné nahradi jiné gestage-
ny v oralnich kontraceptivech. Dosud pouzivané gestageny
(3-ketodesogestrel, norethindron, levonorgestrel) maji zbyt-
kovou androgennf aktivitu, jiZ jsou pfipisovdny zmény v hos-
podaieni s lipidy, a v disledku toho vyskytu akné a piirdstku
na vdze. Nestoron v téchto testech md stejnou gestagenni
aktivitu jako ostatni gestageny, ale jeho androgenni aktivita je
300 az 400 krat mensi.

Hleddni souvislosti mezi strukturou a aktivitou je cestou
pokusu a omylu a pokrok Casto ovlivnila serendipity: napf.
pracovnici firmy Schering svého ¢asu usilovali o vytvoren{
gestagenu s co nejmohutnéjsi aktivitou. Tak byl pfipraven
jejich cyproteronacetdt (LX), ktery nakonec v tomto testu
propadl. Déza s timto prepardtem ziistala stdt na policce a kdyz
byla od stolu s pfedpokladem jisté symetrie v piirodé koncipo-
vdna predstava antiandrogenni aktivity, byl cyproteronacetat
jednou z mnoha testovanych latek. A ukdzal se byt tak dobry,
Ze je pouZzivdan pfi 1écbé chorob androgen-dependentnich or-
gand dodnes.

Pracovnici farmaceutického primyslu piitom Zeli soucas-
né praxe, pii niZ je pouziti testd na zvifatech silné¢ omezeno.
Bez nich by ale nikdy nebyla objevena tc¢innost napi. deso-
gestrelu (LXI), protoze do té doby se véfilo, Ze pro aktivitu je
zapotiebi neporuseny )*-3-oxosystém. Desogestrel tedy podle
této teorie nemél byt jakkoliv ic¢inny. Rutinn{ testy na zvita-
tech nastésti tuto teorii vyvrdtily, ale sitem dne$nich testl by
uz desogestrel prosel neodhalen.

Dalsim ddvodem pro syntézu analogt je snaha o zvySeni
stability ucinné latky v téle. Napf. tzv. allopregnanolon (3a-
-hydroxy-5o-pregnan-20-on, LXII, obr. 17) je jednim z tzv.
neurosteroidt. Tento neurosteroid ptisobi v mozku inhibi¢né:
vazbou na receptor y-aminomdselné kyseliny (GABA ) zvy-
Suje tcinek tohoto nervového prenasece a zvySuje ttlum ner-
vovych signali, jako je tieba signal bolesti. Uginek alloprega-
nolonu je okamzity, ale rychle odezni: polocas deaktivace je
16 minut. Takové vlastnosti je mozZno vyuzit jen pro velice
kratkodobé piipady, jako je tfeba celkova anesteze pii operaci,
kterd musi nastartovat rychle, ale je Zddouci, aby po skoncenf{
aplikace zase rychle odeznéla. ProtoZe v mozku je odhadem
40 % synapsi ,,GABA-ergnich* (jsou ovlivnitelné kyselinou
y-amino-mdselnou), je moznd pouZzitelnost této skupiny neu-
roaktivnich latek vétsi nez jako pouhé celkové anestetikum.
K systematickému pouziti ale vadi kratkodobost ptisobent.
Allopregnanolon je totiz rychle deaktivovdn oxidaci na neak-

Lxmi
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LX1V

tivni 3-oxoderivét a pak redukci na také neaktivni 33-hydro-
xyderivdt LXIII. Proto jedna z cest vedoucich k prodlouzené-
mu uc¢inku byla ndhrada jeho 3o-hydroxylu atomem fluoru:
vyslednd ldtka LX1V se sice vdZe na receptor asi 4x slabé&ji nez
ptvodni allopregnanolon, ale jeji metabolickd stabilita je tak
vysokd, Ze celkovy in vivo ucinek je jak mohutnéjsi, tak
trvalejsi.

Dalsim divodem syntézy piirodnich steroidd je potieba
vétstho mnozstvi pfirodnich latek, neZ je mozno ziskat izolaci.
Nalezeni urCité nové aktivity byva zacdtkem dalsich otdzek,
protoZe byvd nutno potvrdit ¢i vyvratit moZné interakce téchto
latek s dal$imi systémy. Tehdy opét prichdzi ke slovu syntéza
aktivni latky. Jednou takovou skupinou ldtek jsou brassino-
steroidy, které jsou studovdny z hlediska syntézy, analyzy
i biologické aktivity. Dnes mdZeme Fici, Ze patii mezi rostlin-
né hormony, které se vyskytuji ve vSech rostlindch, a to ve
vSech jejich ¢dstech, nejvice ale v reproduk¢nich orgdnech,
jako je pyl a nezrald semena. Stimuluji rist bunék i jejich
déleni, a tak plisobi i na celkovy rlst rostlin. Pfi externi
aplikaci brassinosteroidd dochézi hlavné ke stimulaci ristu té
Casti rostliny, kterd se rozviji pravé v dobé aplikace. Efekt
externi aplikace je nejvyraznéjsi u rostlin existujicich v neptiz-
nivych podminkdch, kdy pomdhd ptekonat nepiiznivé faktory,

OH

""H OH

R
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jako je sucho, nedostatek vody a zivin apod. Z toho diivodu je
o jejich mozné vyuziti takovy zdjem, protoZe jsou schopny
dopomoci k optimédlnimu rastu i v mdlo piiznivych podmin-
kach, coz by mohlo zamezit dnes tak rozsitenému naduZzivan{
hnojiv.

Nejranéjsi evidence o existenci této nové tiidy rostlinnych
hormont se objevila v r. 1968, kdy z pil tuny zelenych listd
Distylium racemosum byly izolovany tfi frakce (celkovd vdha
1 mg) s mnohem vyraznéj$im ucinkem na listy ryZe, nez
vykazoval auxin. Dals{ autofi nazvali podobné extrakty bras-
siny, poukdzali na jejich ucinek na vice nez desaterondsobné
prodlouzeni druhého internodu s tim, ze ucinek se 1isi od
ucinku giberelinu; ti také jako prvni formulovali ndzor, Ze jde
o novy typ riistového hormonu rostlin. Po dalsich deseti letech
byly ze 40 kg pylu izolovdny 4 mg brassinolidu (LXV) coZ uz

LXviiI
Obr. 18. Analogy brassinolidu

lo, AcOAg, H,O
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sta¢ilo na prokézani struktury pomoci roentgenové difrakce™.
Vedle vzorce brassinolidu je pro srovnani uveden strukturné
blizky predstavitel dalsi skupiny rostlinnych ptirodnich latek
— ekdyson (LXVI). Tyto slouceniny jsou studovany z hlediska
interakce mezi rostlinami a hmyzem®, jejich aktivita je ale
zcela jind — zpusobuji ekdysi, tedy pierod jednoho stadia
hmyzu v dals{ stadium.

Do dnesniho dne byla izolovdna dlouhd fada brassinoste-
roidd, nékteré postradaji ty ¢i ony strukturni rysy dlouho
povazované za esencidlni pro brassinoidni aktivitu (Casto je
laktonova skupina nahrazena tradi¢nim cyklohexanonovym
B-kruhem). Vzhledem k obtizné izolaci brassinosteroidd byla
znacnd pozornost vénovdna izolaci a syntéze analogt brassi-
nosteroidi. Nékteré analogy vykazuji aktivitu sice slabsi nez
brassinolid, ale zato jsou o nékolik fadt sndze syntetizovatel-
né. Studium vztahd mezi strukturou a aktivitou ptind$i mnohé
dil¢i poznatky, jejich integrace je vSak zatim brzdéna rozdil-
nosti pouzivanych biologickych testd, které ne vzdy dobie
koreluji spolu navzdjem. Tak napf. analog LXVII (obr. 18) je
v testu na druhém internodu fazole stejné aktivni jako 24-epi-
mer brassinolidu, zatimco v testu na ryzi je jeho aktivita
zanedbatelnd. Také latka LXVIII se v druhém testu (tj. na ryZzi)
jevi zcela nezajimava, ale na poli zvySuje vynos ryZe neceka-
nym zpisobem*'. Takovych piipadii je celd fada.

Nads jako chemiky bude nejspi$ zajimat zptisob zavedeni
jednotlivych funkénich skupin. Syntetické postupy se 1isi po-
fadim krokd, pouzitymi Cinidly ¢i zptisoby ochrany jednéch
skupin pfi obméné soucasné pritomnych funkénich skupin. Na
detailni rozbor vSech postupti nezbyva Cas, ale jednotlivé dilci
kroky syntézy brassinosteroidd si pfipomenout mdZeme.

Vicindlni cis-diolové sesku%)em’ v A-kruhu je skoro vzdy
zavadéno oxidaci prislusného )“-olefinu (LXIX, obr. 19) ekvi-
molekuldrnim ¢i alespoi katalytickym mnozstvim kysli¢niku
osmicelého (vyjimku tvoii postup V. Cerného™, ktery pouZiti
tohoto drahého c¢inidla tplné vyloucil). Tyz olefin LXIX je
vychozi ldtkou i pro piipravu ekdysteroidd, jen Cinidlo je
v tomto pripade jiné.

e-Laktonové seskupeni v B-kruhu brassinosteroidti bylo

LXIX LXX

Obr. 19. cis-Hydroxylace v pripravé ekdysonu (LXX/) nebo brassinolidu (LXX)

CHO
vl + BuLi
C3Hg(SeCgHs)2
LXxi1

Obr. 20. Vystavba postranniho retézce brassinolidu

OH

LXXIIT

H202

LXXIV
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Obr. 21. (22R,23R,24S5)-konfigurace postranniho retézce brassinolidu

vzdy pfipravovdno Baeyerovou-Villigerovou oxidaci pfislus-
ného 6-ketonu typu LXX. Tato oxidace u téchto 3a-hydroxy-
-6-ketond typu LXX probihd tedy s opacnou preferenci neZ
u 3B-hydroxyderivéta typu LXXI, kde kyslik pfednostné vstu-
puje mezi uhliky 5 a 6.

Zavedeni postranniho fetézce do molekuly bylo problé-
mem feSenym mnoha $kolami, problémem o to téz$im, ze
v tomto fetézci jsou 4 asymetrickd centra. Pfesto se na tento
problém vrhla fada tymui, osmnéct z nich publikovalo své
syntézy béhem osmndcti let. Vytézkoveé zatim nejefektivnéjsi
cestu nakonec nalezl Tomds Back z University of Calgary™,
ktery vyuzil reakce C22-aldehydu LXXII (obr. 20) s tfiuhlika-
tym aniontem generovanym z fenylselenopropanu. Deseleny-
lace intermedidtu LXXIII poskytla pfevazné zddany trans-ole-
fin LXXIV. Sharplessova oxidace pii pouziti L-vinanu ethylna-
tého poskytla smés epoxidi LXXVa LXXVI (obr. 21). Posledné

O
F3C

LXXyvii

LXXIX

O (0]
o [ 1
T — o T
0 o 0

LXXXTV

Obr. 22. Syntéza racemického derivatu androstanu

I OH
0

LXXXV
Obr. 23. Sekosteroidy
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jmenovany reagoval s isopropylmagnesiumchloridem, hlav-
nim produktem (80 %) byla ldatka LXXVII se strukturou bras-
sinolidu v postrannim fetézci. Dvandctistupiiova syntéza z al-
dehydu LXXII méla ddajny vytézek 8 %.

Vétsina chemickych praci z oboru brassinosteroidii se
v soucasné dobé vénuje hledani novych analogt a jejich tes-
tovani. V tomto oboru pak je rozmanitost pfistupi ddana uz jen
fantazif autord a jejich odvahou porusovat tabu: do urc¢ité doby
se zddlo, Ze e-laktonovy systém v B-kruhu je pro brassinoidni
aktivitu nepostradatelny, dnes uz toto pravidlo neplati. Cho-
lestanovy postranni fetézec se taky zddl byt nutnou podminkou
aktivity, ale pozndni vlastnosti 22-oxa-, 20-azacholestano-
vych i androstanovych analog tuto podminku podstatné modi-
fikovalo. Prace v tomto sméru pokracuji dal,syntézy jsou napf.
vedeny i na zdkladé faktorové analyzy dostupnych dat a ma-
tematického modelovdni.

@]

FsC | o

LYXX LXXXT l
O

FsC | o

LXXXIT
OH

O
LXXXVII
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LXXXIX

Obr. 24. Antiandrogenni analogy

Zatim jsem tu popisoval parcidlné-syntetické postupy, pfi
nichz chemici vychézeli z jednéch pfirodnich surovin, aby
ziskali jiné steroidy. Totdln{ syntézy jsou v této oblasti rovnéz
pouzivany. Napf. Blazejewski a spolupracovnici** pfipravo-
vali inhibitory cytochrom P450 aromatasy a ziskané trifluoro-
analogy slibovaly byt ireverzibilnimi inhibitory. Vysli proto
z tzv. Wielandova-Miescherova ketonu fluorovaného na an-
guldrni methylové skupiné (LXXVIII, obr. 22). Jedna ketosku-
pina v této latce byla ochrdnéna ve formé silylovaného enol-
etheru a druhd pak reagovala s acetylidem lithnym v kapalném
amoniaku za vzniku ethinylderivitu LXXIXa (R = CCH).
Jeho hydrogenace na Lindlarové katalyzatoru poskytla allylo-
vy alkohol LXXIXb (R = CHCH,), a ten plisobenim thio-
nylchloridu poskytl pfesmyknuty chlorderivat LXXX. Reakce
chlorderivdtu se sodnym enoldtem 2-methylcyklopentan-1,3-
-dionu poskytl sekosteroid LXXXI. Pfima cyklizace této latky
byla neuspésnd, proto byla tato litka v nékolika stupnich
prevedena na dienonovy derivdt LXXXI/I, a ten v alkalickych
podminkdch podlehl cyklizaci na derivat 14-hydroxyandro-
-stanu LXXX/II. Hydrogenace a dehydratace thionylchloridem
v pyridinu poskytly 19,19,19-trifluor-androsta-4,6,9(11),14-
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-tetraen-3,17-dion (LXXXIV). Hydrogenace se zddla byt jen
Cisté technickou zdlezitosti. Asi nebyla, prace zatim zistdva
v poslednim stupni nedokoncena.

Ve snaze pfipravit nové typy biologicky tcinnych latek
byly ¢asto modifikovdny nejen substituenty, ale i skelet. Ze
série analogli pravého androgenu — dihydrotestosteronu byl
odvozen zdvér, Ze nejlepSim antiandrogenem bude ldtka co
nejpodobnéjsi tomuto hormonu, ale postradajici jeho rigiditu,
takova latka by se vdzala na androgenni receptor, ale nevnutila
by mu zménu jeho konformace, tedy ndslednou vazbu recep-
torového komplexu na DNA a ani hormondlni odezvu. Toto
dro-testosteron (LXXXV, obr. 23). Létka byla pfipravena oxi-
daci chranéného derivdtu testosteronu na 5-0xo0-3,5-sekokyse-
linu LXXXVI a naslednou sekvenci transformaci® ale jeji
antiandrogennf aktivita byla niz8i nez je aktivita pouzivaného
cyproteronacetdtu. Podobnd idea vedla jiné autory46 k ptipravé
14,15-sekosteroidu LXXXVII, ktery se nakonec ukdzal byt
inaktivatorem dehydrogenasy 3o-hydroxysteroidi.

A-Homo-B-noranalog dihydrotestosteronu LXXXVIII (obr.
24) mél v in vivo testech nejlepsi ticinek* v blokaci funkce
androgent, ale o této ldtce nelze mluvit jako o antiandrogenu,
protoZe se v in vitro testech prakticky nevaze na androgenn{
receptor. Zda se, Ze tato ldtka je vlastné pro-antiandrogenem,
ktery se az v Zivé tkdni metabolizuje na vlastni antihormon,
pravdépodobné latku s dalSimi dvojnymi vazbami v A kruhu.

Tetrahydropyranoderivat LXXXIX se ukazal byt silnéjsim
antiandrogenem nez cyproteronacetdt (LX). Je to vlastné prvni
zastupce heterocyklickych steroidd, mezi nimizZ nachdzime
fadu aktivnich litek. Napf. imidazol*® XC (obr. 25) je uginny
jako inhibitor 5So-reduktasy i jako inhibitor C17-20-lyasy,
a tak spojil dva zddouci ucinky v jedné ldtce. Inhibitory lidské
cytochrom C17-20-lyasy (P450,,,) jsou schopny interveno-
vat v procesu oxidace pregnenolonu na DHEA v gondddch
i v nadledvinkdch; dosud pouZzivané P450,,, inhibitory jsou

" !
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CH,0Ac N N
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HO HO ©
Xcr xcn XC
Obr. 25. Imidazolem substituované steroidy
[ N
CHy §
CO CO OH
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Obr. 26. Heterocyklické analogy steroidnich hormoni
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Obr. 28. Steroidni thiazoly CIHI R =NH,
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jednak slabé, jednak maji vdzné vedlejsi ucinky. Inhibitory
So-reduktasy redukuji testosteron na dihydrotestosteron, je-
jich pisobenim ale hladina testosteronu v tkdnich vzrostla, coz
u androgen-dependentnich nadort bylo velice nezadouci. Ty-
to latky jsou tedy vhodné pro lécbu benigni i maligni hyper-
trofie prostaty.

Princip syntézy téchto latek je ukdzdn na jedné z nejuicin-
néjsich, na imidazolu XC. Priprava vychdzi z 21-acetoxy-20-
-onu XCI, ktery reakci s amoniakem a formaldehydem (za
katalyzy octanem médnatym) poskytuje imidazol XCII, a ten
se pak oxiduje v A-kruhu.

Tito autori pfipravili jesté dalsi heterocyklické analogy,
inhibici So-reduktasy a C17-20-lyasy vykazovaly jesté pii-
slusné pyrazoly (XCIII, X = N, obr. 26) a isoxazoly (XCIV,
X = 0). Klicovym stupném k jejich piipravé je Claisenova
kondenzace 20-oxopregnanového derivatu XCV s mravenca-
nem ethylnatym, pfi ¢emz vznikajici 21-formylderivat reaguje
v enolformé XCVI s hydrazinem nebo hydroxylaminem.

Jiné steroidy kombinované s heterocykly maji dva atomy
dusiku ve dvou rozdilnych kruzich. Napf. pankuroniumbro-
mid (bismethobromid ldtky XCVII, obr. 27) a jemu podobné
latky byly pfipraveny jako analogy acetylcholinu. To je neu-
rohumordlni pfenasec, ktery je uvoliiovdn z nervovych zakon-
ceni a je vysoce specificky aktivni ve vyvoldni svalovych
stahti. Pankuroniumbromid se vdze na receptory acetylcho-
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linu, a tim blokuje svalové stahy. Tyto litky jsou dnes po-
uzivany*®° pfi operacich v celkové anestezi jako myorela-
xans misto diive pouZivaného (+)-tubokurarinu. Uvedend ba-
ze XCVII byla ziskdna reakci epoxidu XCVIII s piperidinem
za vys$si teploty v autokldvu, vychozi diepoxid XCVIII byl
pfipraven z enolacetdtu IC.

cyir

N

H

CIX
Obr. 29. Inhibitory Sa-reduktasy s heteroatomem v jadie
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Podobny cil sleduji dalif heterocyklické steroidy’'. Kvar-
térni amoniové sole odvozené od thiazolu C (obr. 28), zvlasté
soli s objemnym substituentem na dusiku maji vysokou afinitu
k M-2 muskarinovému receptoru. Jejich syntéza byla zaloZzena
na bromaci prislusného 17-ketonu Cla (R =H) do polohy 160,
solvolyze bromketonu CIb (R = Br) pisobenim azidu sodného
s inverzi na 16B3-azid CII, redukci chloridem cinatym na ami-
noketon CIII, acetylaci a cyklizaci acetdtu CIV plisobenim
sirniku fosfore¢ného.

I dalsi steroidy s dusikatym heterocyklem v molekule se
ukdzaly byt uzite¢né. Vzdy Slo o latky, které se shodovaly
s aktivni latkou jen v jedné ¢dsti molekuly. Tak isoxazol CV
jeinhibitorem aromatasy (CYP 19), zatimco imidazol v poloze
17 (latka CVI) je inhibitorem C17a-hydroxylasy-C17,20-lya-
sy. Podobnou aktivitu mél i derivét pyridinu CVIL.

Uspéch heterocykly substituovanych steroidt byl inspiraci
k dalsim modifikacim, tentokrat pfimo steroidniho jadra. Byla
pripravena fada riznych oxa- a azasteroidnich skeletd s hete-
roatomem v nejriznéjsich pozicich. Zajimava je historie 4-
-azasteroidu CVIII (obr. 29). Firma Merck v osmdesatych
letech ,,racionalizovala® pracovni mista ve vyzkumu a s pied-
pokladem ttlumu steroidni chemie zredukovala pocet steroid-
nich chemiki ve vyvojovém oddéleni z dvaceti na jednoho.
Po letech tento posledni mohykdn pfipravil slouceninu, kterou
se Merck chlubi dodnes: Finasterid (CVIII) byl silnym inhibi-
torem obou isozymi 5a-reduktasy’” a tedy G¢innym lékem pfi
benigni hyperplazii prostaty (pro finalizaci patentu ale firma
musela znova najmout asi dvacet chemikti a vychovat z nich
nové sterinare).

Jiny derivat s heteroatomem v kruhu (CIX) mad stejné in
vitro vlastnosti, navic jesté v nadledvinkdch inhibuje dicinek
3B-hydroxy-)>-steroidni dehydrogenasy a 3-keto-)-steroidni
isomerasy, kterd katalyzuje oxidaci napf. androstendiolu na
testosteron.

7. Syntéza sloucenin obsahujicich steroidni
molekulu jako stavebni blok

Jesté jedna skupina biologicky aktivnich latek, jejichz
soucasti je steroidni slozka, byla v posledni dobé intenzivné
studovana. Jejim predstavitelem je napf. kosalan (CX, obr. 30).
Je to silny antivirovy prostfedek, ktery mimo jiné inhibuje
replikaci HIV viru typu 1 a 2. Zd4 se, Ze mechanismus tohoto
ti¢inku je nékolikery>®. Litka byla piipravena z cholestanonu
(CXI) Wittigovou reakct, chranénd hydroxylovd skupina v ldt-
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Obr. 32. Steroidni molekula jako modifikujici substituent porfyrinu
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Obr. 30. Kosalan (CX) a jeho syntéza
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Obr. 31. Cholesterol jako chiralni substituent
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AOC = allyloxykarbonyl
BOC = benzyloxykarboxyl

ce CXIla (R = OSiR;) byla uvolnéna, alkohol CX1Ib (R = OH)
byl pfeveden na bromid CXIIc (R = Br) a kvarternizovdn
plisobenim trifenylfosfinu na CXIld (R = P(C¢Hs),Br). Pro
dalsi Wittigovu reakci byl pak pouzit vhodné substituovany
benzofenon.

V téchto latkach je cholestanovy zbytek ziejmé biogennim
lipofilnim zbytkem, ktery usnadiiuje interakci s membranou.
V této souvislosti se mluvi o cholestanovém zbytku v mole-
kule jako o ,lymphotropic vector®. Ldtek konstruovanych
s podobnymi predstavami bylo pfipraveno vic a ménily se jen
farmakofory (napt. N,N-bis(2-chloroethyl)-N-nitrosomocovi-
na® pii piipravé nového cytostatika).

Je tfeba si uvédomit, Ze cholestanova ¢4st je nejen rigidnim
alifatickym zbytkem, ale Ze je i chirdlni sloZkou. Toho vyuzili
rizni autofi, napt. pti konstrukci sloucenin umoziujicich roz-
pozndni chirality. Napf. latka CXIII (obr. 31) umozZni rozlio-
vat jednotlivé monosacharidy. Jedna az dvé molekuly této
latky se vdZou s jednou molekulou sacharidu a maxima reflek-
tance se posunuji k vyssi ¢i nizsi vlnové délce zptisobem pro
dany sacharid charakteristickym®. Latka CXIV byla schopna
v kyselém prostfedi komplexovat chirdln{ kationty, napt. ami-
nokyseliny.

Podobné vyuziti chirdlnich steroidnich bloku slibuji kon-
jugaty steroidd s porfyrinem, které byly pfipraveny”® z alde-
hyda odvozenych od chranénych derivati kyseliny cholové
kondenzaci s pyrrolem. Reakce byla provddéna v dichlorme-
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thanu za katalyzy BF,.Et,0. Napt. ldtka CXV (obr. 32), mole-
kula s 12 hydroxylovymi skupinami, fungovala jako receptor
oligosacharidi s komplexa¢ni konstantou 10*.mol™.. Podobng
—za kyselé katalyzy vznikaji kalixpyrroly typu CXVI, které se
selektivné komplexuji s nékterymi kyselinami, jako je napf.
kyselina vinnd.

Rigidita a chiralita — tyto dvé zdkladni charakteristiky
steroidii — byly v pozadi dal$ich syntéz, které stavély vySemo-
lekuldrni produkty z vhodnych steroidnich substrata. Tak jako
je v ritterazinu zdkladni jednotkou diazin tvoreny dvéma ste-
roidnimi jednotkami, tak byly vybudovz’my5 75 8leitky se dvéma
az Ctyfmi jednotkami typu CXVII a CXVIII, které jsou studo-
vany jako moduldtory bunécnych membran, schopné zpro-
stiedkovat prenos iontd pfes membranu.

Jiny pfipad, kdy steroidni sloucenina byla pouzita jako
rigidni chirdlni stavebni blok, byla pfiprava ,,scaffold” pro
ptipravu nepeptidovych knihoven methodami kombinatorn{
chemie vyuZivajici syntézy na pevné fdzi. V tomto piipadé
byla kyselina cholovd (Xa, R = H) postupné pieménéna
v selektivné chranény derivit 3-oxo-7a,12B-diamino-5B-cho-
lanové kyseliny CXIX. Vychozi kyselina cholovd byla diky
rozdilnym vlastnostem vsech tfi hydroxylovych skupin po-
stupné chranéna v poloze 3, oxidovdna v poloze 7 a prislusny
oxim byl redukovan na 7a-aminoskupinu. Ta byla chranéna
acylaci, a pak byla hydroxylova skupina v poloze 12 oxido-
vdna a pres oxim opét pfevedena na piisluSny amin, ktery
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byl chrdnén jinou acylovou skupinou. Latka CXIX byla pro-
stiednictvim karboxylové skupiny v postrannim fetézci na-
vdzana na polymerni nosi¢, na némz pak byly jednotlivé
skupiny v polohdch 3, 7 a 12 selektivné uvoliiovdny a postup-
né randomizované acylovdny. Podobnd litka CXX byla pfi-
pravena podobnym zplsobem a nazvédna ,,amfifilem*: z o-
-strany steroidni molekuly totiZ ¢nf silné poldrni aminosku-
piny, zatimco [B-strana je zcela nepoldrni. Tato ldtka byla
studovdna v souvislosti s moznosti pfenosu aniontd pies mem-
branu.

8. Zavér

V Praze byly studovany steroidy uz pied 120 lety® a na-
skytd se otdzka, zda steroidni chemie uz nevstoupila do zaveé-
recné etapy své existence. Dozor¢i rady nékterych velkych
farmaceutickych spole¢nosti maji k tomuto ndzoru blizko,
vzdyt na soucasnych steroidnich produktech uz vydélavaji
dost, pro¢ tedy pfindSet na trh nové preparity, které by se
musely draze prosazovat na trhu? Vyzkumnici ale védi, ze
enantiomery piirodnich ldtek maji nékdy vlastnosti zcela ne-
ekané: napf. estradiol® vykazuje hormonalni vlastnosti v go-
nddéch a neuroprotektivni ic¢inky v mozku, ale jeho enantio-
mer CXXI funguje jen v mozku, coZ umozZiiuje separaci obou
aktivit. Zd4 se tedy, Ze vSe, co bylo dosud v oblasti biologicky
aktivnich steroidi vykonano, bude muset byt jesté zopako-
vano za Alencinym zrcadlem.
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A. Kasal (Institute of Organic Chemistry and Biochemi-
stry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Steroids at the Beginning of the 21st Century

The review is based on a short lecture, presented to post-
graduate students of chemistry. Emphasis was laid on trends
of steroid chemistry at the turn of the century. The steroid
nomenclature is briefly reviewed with respect to the names
frequently used in literature, in which mainly medical authors
prefer historical names. Several types of new natural steroids
are given. Biological activity of isolated steroids or their
synthesised analogues is the major impetus in modern steroid
chemistry. The future prospect of steroid chemistry is bright
considering the fact that unnatural enantiomers usually have
a different activity from that of their natural counterparts. This
suggests a repetition of the whole steroid chemistry behind
Alice’s looking glass.



Chem. Listy 97, 1061 — 1069 (2003)

Baderova cena

GIBERELINY, NAKIENONY A INKRUSTOPORINY: RADOSTI A STRASTI
SYNTEZ MALYCH, VYSOCE FUNKCIONALIZOVANYCH MOLEKUL

MILAN POUR

Katedra anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fa-
kulta Univerzity Karlovy, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec
Krdlove

e-mail: pour@faf.cuni.cz

Doslo 5.9.02, prepracovano 26.3.03, prijato 18.4.03.

Klicova slova: prirodni latky, rostlinné hormony, syntéza,
biologicka aktivita, analoga (—)inkrustoporinu, gibereliny, an-
theridiogeny, nakienony A a B

Obsah
1. Uvod
2. Gibereliny a antheridiogeny: chemickd regulace

vyvojového cyklu rostlin
2.1. Syntéza 11-hydroxy-9,15-cyklogiberelint
2.2. Vyvoj syntézy 12-hydroxy-9,15-cyklogiberelinti

3. Totdlni syntéza nakienonti A a B
4. Syntéza analog (-)inkrustoporinu
5. Zavér

1. Uvod

Zivé organismy byly a stdle jsou bohatym zdrojem orga-
nickych ldtek s unikdtni molekuldrn{ architekturou a zajima-
vymi biologickymi vlastnostmi. Kazdy objev nové piirodni
latky vyzaduje rigorézni diikaz jeji struktury, ktery je v fadé
pfipadi mozny pouze na zdkladé syntézy, a zjisténi biolo-
gickych vlastnosti, stojicich za hlubsi prozkoumadni, rovnéz
vede k nutnosti danou substanci pfipravit, pokud mozZno tak,

Obr. 1. Strukturni typy giberelini a antheridiogenii
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aby navrZend cesta umoznila i syntézu co nejvétstho mnozstvi
analogli. Cilem nésledujiciho pojedndni je provést Ctendre

ku syntetickych studii na nékolika typech pfirodnich litek, za
které byla udélena cena Alfreda Badera v roce 2001.

2. Gibereliny a antheridiogeny:
chemicka regulace vyvojového
cyklu rostlin

Rizné faze vyvoje vyssich rostlin, jako je napf. kliceni
semen, preruseni vegetacniho klidu, syntéza enzymi, indukce
rustu stonku, stimulace kveteni, parthenokarpicky vyvoj plo-
dd, zvétseni jejich velikosti a zpomaleni procesu starnuti jsou
mj. regulovdny skupinou hormond, které jsou oznacovdny
jako gibereliny’. Jedn se o vice neZ sto vysoce funkcionali-
zovanych diterpenoidu, které jsou hojné rozsifeny ve vyssich
rostlindch. Zdkladni struktura enz-20-norgiberelanu je stejnd
pro ca 60 metabolitd, za jejichZ matefskou strukturu 1ze pova-
zovat giberelin A, (I, GAy). Jednotlivé latky se lisi zejména
polohou OH skupin (obsahuji az ¢tyii OH skupiny), pfitom-
nosti dalsi dvojné vazby, epoxidové skupiny, oxoskupiny
nebo karboxylové skupiny’. Vétsina zbyvajicich giberelinii
obsahuje tplny skelet ent-giberelanu o 20 uhlikovych ato-
mech, ktery odrdzi jejich biosynteticky ptivod z geranylgera-
nyl pyrofosfitu. Matefskd sloucenina je GA, (I), a dalsi
strukturni variace zahrnuji rGzny stupen oxidace na C(20)
nebo piitomnost dalsich OH skupin (obr. 1). Podrobnéjsi
informace o chemii, biologii a aplikacich téchto latek lze
nalézt v souhrnném referdtu’, ktery publikoval Mander v r.
1992.

V roce 1950 Dopp prokézal3'4, Ze tvorbu samcich pohlav-
nich orgdnt (antheridii) na nezralych gametofytech druhi
Pteridium aquilinum (hasivka orli¢i) a Dryopteris filix-mas
(kaprad samec) bylo mozno vyvolat substanci, kterd byla
izolovdna z dospélych gametofyti. Po tomto objevu bylo

COOH
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izolovano n&kolik dalgich sloucenin z jinych druhi kapradin®
a byl pro né vytvoren ndzev antheridiogeny. Zdkladnim vodit-
kem pri ur€eni struktury téchto latek bylo pozoroviani, Ze
u nékterych druht Celedi Schizaeaceae tyto latky projevovaly
biologickou aktivitu podobnou giberelinim® a naopak, Ze
gibereliny rovnéz urychlovaly tvorbu antheridii’®. Nakanishi
akol. vyuzili tyto informace pro uréeni struktury’ (/II) antheri-
dové kyseliny'®, nejdilezitéjstho antheridiogenu z Anemia
phyllitidis. Tato struktura byla pozdéji revidovana (na V) diky
totaln{ syntéze, kterou provedli Corey a Myers1 ! Pritomnost
antheridové kyseliny byla dokdzdna v dalSich druzich rodu
Anemia, konkrétné v A. hirsutalz, A. rotundifolia a A. flexuo-
sa'3. Nebyla objevena v A. mexicana, ale z tohoto druhu byl
ziskan jiny, giberelinim podobny antheridiogen'®, pro ktery
byla navrzena struktura' V, a potvrzena syntézou'® z giberel-
linu A,. Struktury dvou antheridiogent, izolovanych z pfi-
buzného druhu Lygodium japonicum, byly rovnéz zkoumdny,
piicemz icinnéj$im z nich je methylester 9,11-didehydro-GA,
vn'"8 Antheridiogeny obecné indukuji tvorbu antheridi{ uz
v koncentracich 107 M a také iniciuji kli¢eni spér, i kdyz
v relativné vys$sich koncentracich (10~ L0710 M) %,

Koncentrace hormonii v rostlinném materidlu se béZné
pohybuje v fadu mikrograml az nanograml na kilogram.
Ziskani dostate¢ného mnozstvi Cistych ldatek proto zpravidla
predstavuje znacnou Casovou a finanéni zatéz. Napft. k ziskan{
38 mg GA,;, bylo nutné zpracovat jadra z 1 tuny nezralych
broskvi***"a pouhych 14 mg GA,, bylo ziskdno ze 44 tun
bambusovych vyhonka?’. V fadé piipadi je z praktického
hlediska mozné ziskat jen nanogramova mnozstvi, kterd ndm
dovoluji pouze hruby odhad struktury na zdkladé hmotnost-
niho spektra a chromatografického chovani. V hmotnostnich
spektrech giberelinti a antheridiogenti existuje fada charakte-
ristickych iontd ¢i dbytkt hmotnosti, které 1ze ptifadit uréitym
izolovanym strukturnim rysiim, ale kombinace nékolika téch-
to strukturnich elementl v jedné molekule Casto vede k po-
tlaceni diagnostickych fragmentaci. Po ziskani prvni pted-
stavy o struktufe je tak dalSim krokem jeji potvrzeni nebo
vyvréceni ¢dsteCnou syntézou.

2.1. Syntéza 11-hydroxy-9,15-
-cyklogiberelint

Na pocdtku 90. let minulého stoleti izolovali Yamane
a jeho skupina na univerzit¢ v Tokiu nékolik dosud nepo-
psanych hormonti a strukturné pfibuznych metabolitli z vySe
popsanych skupin, kterym byly pfisouzeny ndsledujici struk-
turnirysy: /. poloha hydroxylové skupiny na uhliku ¢. 11 nebo
12 vkruhu C, 2. skelet zaloZeny na struktuie 9,15-cyklogibere-

OH

odhad struktury
dle GC-MS
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linu A, s cyklopropanovym kruhem (obr. 2). Ze syntetického
hlediska patii polohy 11 a 12 mezi nejobtiznéji dostupné,
nebof v kruhu C komeréné dostupnych derivatd, pouzivanych
jako vychozi latky (vide infra), nejsou zadné funkcni skupiny,
kterych by bylo mozno vyuzit. Byly zndmy nésledujici ope-
race’s 1. zavedeni substituentu do polohy 11 u giberelini
a9,15-cyklogiberelint, 2. zavedeni substituentu do polohy 12
giberelinového skeletu. Téchto metod bylo pouze nékolik
a byly do té doby pouzity jen v omezeném poctu piipadd.
Postup, ktery by spolehlivé umoznil provést substituci do
polohy 12 u 9,15-cyklogiberelinového systému, neexistoval.
Cilem syntetického programu, jehoz hlavni vysledky jsou déle
popsdny, byl diikaz struktury vySe popsanych ldtek na zakladé
jejich syntézy. Ten predpoklddal aplikaci a dals$i vyvoj né-
kolika existujicich syntetickych postupt, a ddle vyvoj co
nejobecnéjsi syntetické cesty pro hydroxylaci 9,15-cyklogi-
berelinového skeletu do polohy 12.

Pro syntézy giberelind a antheridiogenti se dd s vyhodou
vyuZzit komer¢ni dostupnosti dvou derivatt, ziskdvanych fer-
mentaci houby Gibberella fujikuroi, GA; (VII) a GA, (VIII)
(obr. 2). 3,13-Dihydroxy derivdit GA, je produkovan efek-
tivnéji a je proto levnéjsi, zatimco druhy derivit je ziskdvdn
dpravou fermentac¢nich podminek ve smési s analogickym
1,2-dihydro derivatem. Obé¢ latky maji vysoce funkcionali-
zovany kruh A (allylovy lakton a substituent v poloze 3);
jedinou funkéni skupinou v oblasti kruhi C a D je exocyklickd
dvojnd vazba v poloze 16. Z hlediska struktury moZznych
vychozich materidld tak v principu existuji 3 zdkladni strategie
pro zavedeni funk¢nich skupin do kruhu C giberelind:

1. vyuziti funkénich skupin v kruhu A pro postupnou funk-
cionalizaci dal$ich poloh az do kruhu C,

2. transanuldrni proces s vyuZzitim substituentti v kruhu D,

3. roz$tépeni vazby mezi C(13) a C(16) arekonstrukce kruhu

D v pozdéjsim stadiu.

Pii syntéze derivatt 11-hydroxy-9,15-cyklogiberelinové-
ho typu (obr. 3) bylo vyuzito allylového laktonu v kruhu A pro
funkcionalizaci polohy 11 a vzdjemné souhry substituenti
v kruzich A a C pro tvorbu vazby mezi uhliky 9 a 15 (zavedenf
cyklopropanového kruhu). Vychozim materidlem byl GA,
(VIII), jenz byl po ochranéni hydroxylové a karboxylové funk-
ce podroben piesmyku ptisobenim ZnBr, na izomerni 19,2-
-lakton a exocyklickd dvojnd vazba v kruhu D byla odstranéna
ozonolyzou za vzniku meziproduktu 7X. Allylova bromace
této latky poskytla ptimo dibromderivat X; v reakéni smési
bylo moZné pozorovat vznikajicif monobromderivit, ale jeho
dalsi bromace do druhé allylové polohy byla tak rychld, Ze pii
pouziti jednoho ekvivalentu ¢inidla byla vzdy izolovdna smés
vychozi latky, monobrom- a dibromderivdtu. Pfesun dvojné

Obr. 2. Pfedpoklddana struktura nové izolovanych latek a dostupné vychozi materialy
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vazby do polohy 10(9) je pfirozené zptsoben izomeraci pu-
vodné vzniklého allylového radikdlu na stabilnéjsi. Ldtka X
byla idedlnim kandidatem pro dalsi praci, nebot obsahovala
nejen substituent na C(11), ale i dalsi funkce, nutné pro tvorbu
vazby C-C mezi uhliky 9 a 15, tj. enolizovatelny C(15),
a dvojnou vazbu v poloze 10(9) s allylovym substituentem na
C(1). Nasledujicimi kroky proto byla vyména bromu za ky-
slikatou funkci a uzavfeni cyklopropanu atakem 15,16-enold-
tu na C(9). Octan cesny v suchém benzenu v pfitomnosti
ekvivalentntho mnozstvi 18-crown-etheru umoznil provést
obé reakce v jednom kroku za vzniku latky XI. Struktura
oblasti kruhti C a D ketonu X7 byla shodna s cilovou litkou,
a dalsi operaci byla zpétnd izomerace 19,2-laktonu na 19,10-
-lakton. Tato reakce se standardné provadi piisobenim Lewi-
sovy kyseliny, Me,BBr. Jeji mechanismus pravdépodobné
zahrnuje koordinaci mezi laktonovou funkci a boranem, po
které ndsleduje nukleofilni substituce bromidem na C(2) a cely
proces je ukoncen intramolekularni allylovou substituci uvol-
nénou karboxyldtovou skupinou na C(10). Kontratermodyna-

1 MeI/K2C03
2. AcOAc
3.ZnBr,

Xl

Baderova cena

mickd podstata této reakce miize byt do jisté miry vysvétlena
predpokladem, Ze jeji hnacf silou je selektivni komplexace
mezi Cinidlem a 19,2-laktony, které 19,10-laktony v dusled-
ku sterického branéni nepodléhaji. Zanedbatelnou, ale presto
komplikaci pri pfesmyku laktonu X7 byla substituce acetoxy-
lové skupiny na C(11) bromem, takze celkovym vysledkem
reakce byla latka X/I. Nezadouci reakce byla pravdépodobné
zpusobena koordinaci boranového ¢inidla ke kysliku acetoxy-
lové skupiny a predevsim aktivaci polohy 11 sousedicim
cyklopropanovym kruhem. V dalsi reakci byl proto brom na
C(11) znova nahrazen acetatem a struktura vzniklého derivatu
XIII mohla byt ddle obménovdna smérem k cilovym latkdam.
Dokonceni syntézy je zndzornéno na obr. 4. V diacetdtu
X1V, vzniklém hydrogenaci latky X/II, byla nejprve obnovena
exocyklickd dvojnd vazba pomoci Lombardova-Oshimova
protokolu a selektivni hydrolyzou odstranéna acetdtova sku-
pina v poloze 3. Uvolnény hydroxyl tak bylo moZné jednoduse
odstranit radikdlovou deoxygenaci. I kdyz pri radikdlové re-
akci hrozilo vétsi nebezpeci zniceni citlivych funkénich sku-

AcO

Obr. 3. Priprava klicového prekursoru pro syntézy 11-hydroxy-9,15-cyklogiberelini

o)
1.CH,Br,, Zn/TiCl,
2 KHCO4/K,CO;4
3.C4F0(C=S)CI

Obr. 4. Dokonéeni syntézy methyl estert 11c.- a 11B-hydroxy-9,15-cyklo-GA,
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pin v kruzich C a D, atraktivni moZnosti bylo pouziti pen-
tafluorfenoxythiokarbonylové skupiny, zavedené Bartonem
a Jaszberenyim, vzhledem k rychlosti, jakou tyto estery pod-
Iéhaji B-stépeni. Hydroxylovd skupina v poloze 3 tak by-
la esterifikovdna pentafluorfenoxythiokarbonylchloridem za
vzniku derivatu XV. Latka XV poskytla pfi radikdlové deoxy-
genaci tributylcinhydridem derivat XVI v témér kvantitativ-
nim vytézku (béhem nékolika minut!) a syntéza prvni cilové
latky, methylesteru 110-hydroxy-9,15-cyklo-GA, (XVII), by-
la dokoncena hydrolyzou 11o-acetdtu. Posledni operace, pii-
prava epimerniho 11f3-alkoholu, vychdzela z pfedpokladu, Ze
pfi redukci oxoskupiny na C(11) borohydridem sodnym bude
hydrid pfednostné napadat reakéni centrum ze stericky pii-
stupnéjsi a-strany. Alkohol XVII byl proto podroben oxidaci
Dessovym-Martinovym c¢inidlem, a ndslednd redukce vznik-
1ého ketonu poskytla smés obou epimert v goméru 3:1,s 11B-
-alkoholem XVIII jako hlavnim produktem?.

Hmotnostni spektrum a Kovatstiv reten¢ni index methyl-
esteru 11B-OH-9,15-cyklo-GA, (XVIII), derivatizovaného tri-
methylsilylovou skupinou, byly shodné se spektrem a reten-
¢nim indexem derivatizované neznamé latky izolované z vy-

(0]

1 .CHzBrz, Zn/TIC|4
2.KHCO4/K,CO4
3.MOMCI

Obr. 7. Syntéza vychozi latky (dien XXII) pro hydroboraci

MOMO
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vijejicich se jable¢nych semen>!. Tim bylo potvrzeno, Ze tato
substance je piirodnim giberelinem a byla ji pfifazena alokace
GA s

2.2.Vyvoj syntézy 12-hydroxy-9,15-
-cyklogiberelind

Dostupnost 11-hydroxy-9,15-cyklogiberelini v gramovych
mnozstvich umoznila vytvoreni elegantni koncepce syntézy
12-hydroxy izomert (obr. 5): eliminace substituentu v poloze
11 a ndslednd funkcionalizace takto vytvofené dvojné vazby
vhodnym ¢inidlem. Vzhledem k polarizaci dvojné vazby, zpl-
sobené sousedicim cyklopropanovym kruhem, se dalo pred-
pokladat, Ze ¢inidlo boranového typu bude atakovat C(12)
elektrondeficitnim atomem boru, zatimco hydridova cast re-
agentu napadne C(11). Vznikly intermedidt pak po oxidativ-
nim zpracovdni poskytne slouceninu, hydroxylovanou v po-
loze 12. Podrobnéjsi rozbor naznacil, Ze celkovou selektivitu
procesu bude mozné ddle zvySit pouZitim exocyklické dvojné
vazby v poloze 16 jako stereochemického kontrolniho prvku.
Boranové cinidlo se bude prednostné adovat na lépe piistup-
nou exocyklickou dvojnou vazbu z méné branéné exo-strany.
Skupina BH, na C(17) pak bude intramolekuldrné atakovat
dvojnou vazbu v kruhu C, a tato adice mize probihat ptes dva
mozné tranzitni stavy (obr. 6), pfiCemz tranzitni stav A se jevil
jako vyhodnéjsi nez tranzitni stav B, jednak vzhledem k vyse
zminéné polarizaci dvojné vazby zplsobené cyklopropano-
vym kruhem, a jednak vzhledem k vysSimu pnuti v interme-
didtu, vznikajicimu pfes tranzitni stav B.

Jako vychozi latka k syntéze byl pouzit diacetdt XIV, kte-
ry byl k dispozici v mnozZstvi stovek miligramt (obr. 7). Ob-
novenim exocyklické dvojné vazby, ndsledovanym zménou
chrénici skupiny v poloze 3, vznikla ldatka XIX, ve které byla
dalsf hydrolyzou odstranéna zbyld acetdtova skupina v poloze
11 za vzniku alkoholu XX. Tento derivat reakci s methansul-
fonylchloridem poskytl smés produktu substituce mesyloxy-
skupiny chlorem (XXI) a pozadovaného dienu XX/I. Elimi-
nacni proces byl dokoncen reakci smési s kombinaci chlo-
ridu a uhli¢itanu lithného v DMF a dien XXII byl podroben
hydroboraci komplexem boranu a dimethylsulfidu (obr. 8).
Oxidativnim zpracovanim reakéni smési vznikl jako hlavni
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produkt diol XX/11, jehoz struktura byla potvrzena NMR spek-
troskopii, a jehoz selektivni acetylaci byl pak ziskdn mo-
noacetdt XX7V. Rentgenovd analyza krystala latky XX7V do-
kazala jeji strukturu, a tim i spravnost vyse zminénych tvah,
které slouzily jako vychodiska pro strategii syntézy 12-OH-
-9,15-cyklogiberelint.

Vysledkem tspésné hydroborace bylo nejen pozadované
zavedeni OH skupiny na C(12), ale i prostorovd blizkost obou
novych hydroxylovych skupin v polohdch 123 a 17. Ta se
projevila participaci hydroxylu 123 pii vétSiné dalsich trans-
formaci primdrniho hydroxylu v poloze 17, tedy jako kom-
plikujici faktor. Napf. pfi konverzi na tosyloxyskupinu ne-
vznikl 17-tosyldt, ale 12f3,17-ether XXV (obr. 8), nebot po
prvotnim vzniku tosyldtu doslo k spontanni intramolekuldrn{
nukleofilni substituci, a pii pokusu o selektivni ochrdnén{
primdrni OH skupiny jako terc-butyldimethylsilyletheru byla
ziskdna smés vychozi ldtky, obou mono- a bis(terc-butyldi-
methylsilyl)derivatu. K celé sekvenci proto pribyla dalsi ope-
race (obr. 9), kterou bylo prostorové odddleni obou hydroxy-

1.MOMCI
2.KHCO3/K,CO4
3.Dess-Martin

Baderova cena

lovych skupin epimeraci 17-aldehydu. 123-OH skupina v ace-
taitu XXIV byla ochrdanéna jako methoxymethylether, acetat
odstranén hydrolyzou a uvolnénd hydroxylova skupina byla
podrobena oxidaci na aldehyd Dessovym-Martinovym ¢inid-
lem. Vznikly aldehyd XXVI podlehl epimeraci plisobenim
uhli¢itanu draselného na stabilné€jsi exo-aldehyd XXVII. V lat-
ce XXVII jiz nehrozilo nebezpeci participace funkéni skupiny
na C(12) pti obnovovani exocyklické dvojné vazby v poloze
16. Aldehydickd skupina byla proto zredukovana a vznikly
hydroxyl vyménén za jod za vzniku ldtky XX VIII. Exocyklickd
dvojnd vazba byla obnovena eliminaci elementt jodovodiku
plsobenim DBU a v poslednim kroku byly methoxymethy-
lové chrdnici skupiny odstranény reakci s Me,BBr. 3f3,12(3-
-Dihydroxyderivat XXIX byl tak prvnim pfipravenym 12-hy-
droxygiberelinem s 9,15-cyklogiberelinovym skeletem.

Takto vyvinutd sekvence rovnéz umoznila pfipravu zby-
vajicich stereoizomert s hydroxylovymi skupinami v dalsich
konfiguracich (30,,12f3; 3[3,120,; 30,12a), Sjakoi i piipravu
derivati deoxygenovanych v poloze 3 (cit.>%).

1.NaBH,

2.Me,BBr

Obr. 9. Dokonceni syntézy methyl esteru 383,12f-dihydroxy-9,15-cyklo-GA,
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3. Totalni syntéza nakienoni A a B

Nakienony A a B (obr. 10) jsou cytotoxické sekundarn{
metabolity, izolované”’ spolu s dal§imi latkami z nekrotickych
kordlovych ttesi pokrytych souvislym porostem mikrofasy
Synechocystis sp. pobliZ ostrova Okinawa. PfemnoZzend fasa
zpusobila zdnik hostitelského kordlu, a i kdyz to nebylo jed-
nozna¢né prokdzdno, je pravdépodobné, Ze vySe zminéné
latky se podileji na chemické ekologii této interakce. Strukturu
nakienont urcili Gerwick a Nagle pomoci 2D NMR experi-
mentl a porovndnim se spektry nékterych popsanych ldtek.

Zdkladem struktur nakienont je cyklus se zabudovanou
enonovou funkci, ke kterému je navdazan pentadienylovy po-
stranni fetézec, spolecny obéma latkam. Z pfitomnosti konju-
govanych dvojnych vazeb lze vytusit citlivost ke kyselindm;
u nakienonu A byl také skutecné pozorovan kysele kataly-
zovany piesmyk uz pii méfeni NMR spekter v CDCl,. Z toho
divodu bylo Zddouci navrhnout takovou piipravu, kterd by se,
pokud mozno, vyhybala pouziti kyselého prostfedi. Zvolime-
-1i vazbu C-C mezi postrannim fetézcem a cyklickym zdkla-
dem za strategickou, dostaneme jejim rozpojenim dva syntho-
ny, na které lze v syntetickém smyslu aplikovat proces kata-
lyzovany palladiem, jehoZ nejzndméjsi varianty jsou zndmy
jako Suzukiho, Stilleho a Negishiho coupling. Tyto reakce
probihaji za podminek, které mohou byt dle provedeni mirné
bazické az neutrdlni. Syntéza nakienonu B se tak déle rozklada
na piipravu (Z)-2-jodpenta-2,4-dienolu a 2-jod-4-hydroxy-
cyklohex-2-enonu (podobné pro pifipravu nakienonu A Ize

o OH o} oH
N h
N
N\
HO OH
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vyuzit prvni z uvedenych latek a 3-hydroxymethylcyklopent-
-2-enon).

Ptipravy cyklickych komponent jsou popsany na obr. 11.
Piiprava Sesti¢lenného jodenonu XXXIII vyuzila piimocary
postup, popsany Danishefskym a spolupracovniky: Birchova
redukce anisolu a opatrna hydrolyza produktu vedla k cyklo-
hex-3-enonu (XXXI), ktery byl dédle pfeveden na odpovidajici
epoxid. Ten byl podroben enolizaci na oxidu hlinitém, pficemz
ve vzniklém enoldtu doslo k fragmentaci tficlenného kruhu za
vzniku 4-hydroxycyklohex-2-enonu (XXXII), do jehoZ o-po-
lohy byl po ochranéni OH skupiny zaveden jod. Péti¢lenny
enon XL byl pfipraven s vyuzitim reaktivity 3-methoxycyklo-
pent-2-enonu (XXXV), ziskaného methylaci cyklopent-1,3-dio-
nu. Tato litka pii reakci s methoxymethyloxymethyllithiem
poskytla jako hlavni produkt 3-methoxymethyloxymethyl-
cyklopent-2-enon (XXXIX), ktery byl podroben analogické
jodaci jako v predchozim piipadé a vyméné methoxymethy-
lové chranici skupiny, jenzZ by mohla svymi komplexa¢nimi
vlastnostmi komplikovat priibéh reakci zahrnujicich organo-
kovy, za terc-butyldimethylsilylovou.

Syntéza prekurzoru postranniho fetézce, jododienu XLIV, vy-
chdzela z propargylalkoholu jako vychoziho materidlu (obr. 12).
Hydroxylovd skupina byla ochranéna jako TBS-ether a po
nésledné sekvenci deprotonace/reakce s paraformaldehydem
vznikl derivat but-2-in-1,4-diolu XLII. Latka XLII byla po-
drobena hydroaluminaci hydridem hlinitolithnym, jejiz re-
gioselektivni pribéh je za nizké teploty kontrolovdn volnou
hydroxylovou skupinou. Reakce vzniklého intermedidtu s jo-
dem poskytla jodalkohol XLIII, ve kterém byla zoxidovdna
primérni hydroxylova skupina a zbyvajici methylenovy uhlik
byl pfipojen pomoci Wittigovy reakce za vzniku spole¢ného
meziproduktu pro obé syntézy, latky XLIV. Pfirozenym umy-
slem bylo pouZit pravé tento jododien jako prekurzor organo-
kovové slozky pro zamysleny Negishiho coupling, protoze
na rozdil od cyklickych jodenoni XXXIIT a XL neobsahuje

nakienon A nakienon B funkéni skupiny, které by interferovaly s vyménou jodu za
lithium piisobenim BuLi a ndslednou transmetalaci ZnBr,.
Obr. 10. Struktury nakienonii A a B Bohuzel, veskeré pokusy o konverzi této latky na organokov
OCHs 4 LimNH, 1McPBA | 1.TBSCI
@ 2,(COOH), i:‘ 2AL0; @ 21, py/CCly. aj/
OH OTBS
XXX XXXI XXXII XXX
Q & 11, py/CCly o
OCH, 2.HCI |
xxxw XXXV 3.1BSCl
1.BusSnLi OMOM OTBS
2.MOMC| BuLi XXXIX XL
%\o'} BusSn” ~OMOM Li”~omMom
XXXVI XXXVII XXXVIII

Obr. 11. Syntézy prekursoru cyklickych zikladi nakienoni A a B
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1.TBSCI
2.Buli 1.LiAlH,4, -78°C oTBs 1.(COCI),/DMSO OTBS
__OH 3.(cH,0), __ OH2j, 2.PPh;=CH,
o TBSO — [
XL XLII HO™ XL XLIV
oTBS
_ BuLi, -78°C _—C=
e I —
XLIV XLV
Obr. 12. Syntéza prekursoru postranniho ietézce nakienoni
% . OTMS
1.NaBH,/CeCls 1.BuLi, -125 °C
2TMSsCl 2ZnBr,
OTBS OTBS OTBS
XXX XLVI XLvil
Pd(PPhg3)4
XLIV
OH 1.K;COg3 OoTBS
2. (COCI)2/DMSO
3BuNF
oTBS
naklenon B XLV

Obr. 13. Dokonceni totalni syntézy nakienonu B

skoncily nezdarem, jehoz pravdépodobnou pii¢inou byla 3-
-eliminace za vzniku pent-1,3,4-trienu (XLV). Tento vysledek
znamenal nutnost pfiddni dal$ich krokd, nebot na organoko-
vové sloucCeniny tak musely byt pfevedeny vyse zminéné
cyklické komponenty.

Jodenon XXXIII (obr. 13) byl proto zredukovan na alkohol
pomoci NaBH,/CeCl, a vznikly alkohol ochrdnén jako TMS-
-ether. Vyména jodu za lithium pti —125 °C (pfi =78 °C do-
chdzelo k migraci silylové chrdnici skupiny) ndsledovand
transmetalaci poskytla organozinecnaty derivat XLVII, ktery
s latkou XLIV hladce poskytl produkt Negishiho couplingu
XLVIII za katalyzy béznym katalyzdtorem, Pd(PPh,),, a ta-
to latka byla jednoduse pfevedena na nakienon B, totozny
s pfirodni latkou. Totdlni syntéza nakienonu A byla dokon-
¢ena analogickym zpisobem; klicovy krok ale vyzadoval
pouZiti podstatné reaktivnéjsiho katalyzatoru, pfipraveného in
situ redukci PACL,[P(2-furyl),], butyllithiem. Obéma synté-
zami®>%, které vyuzily trividlnich vychozich materidla, byla
spolehllve prokdzdna struktura novych pfirodnich latek.

4. Syntéza analog (-)inkrustoporinu

Jak bylo zminéno v tvodu, zdjem syntetickych organic-
kych chemikd o piirodni latky je v fadé piipadi motivovan

112

jejich zajimavymi biologickymi vlastnostmi. Vhodnymi mo-
difikacemi lze v principu zvyS$it pozadovanou aktivitu vdaném
sméru a naopak potla¢it nezddouci vlastnosti. Rada piirodnich
latek tak poslouzila jako predlohové struktury pro piipravu
1éciv.

Narust poctu systémovych mykotickych infekei, zejména
u pacientl se snizenou imunitou, predstavuje zdvazny prob-
1ém, vzhledem k vzristajici rezistenci fady kmeni huméanné
patogennich hub vici klinicky pouZivanym antifungdlnim
latkdm a omezenému vybéru piipravkd pro 1é¢bu mykoz,
zptsobenych vldknitymi houbami rodu Aspergillus. Pfi studiu
vlastnosti (—)inkrustoporinu (obr. 14), sekundarniho metabo-
litu houby Incrustoporia carneola, bylo zjisténo, Ze se vyzna-
Cuje aktivitou proti rostlinné patogennim houbam®’. Tento
jednoduchy butenolid md malou, relativné rigidni molekulu
s jednim centrem chirality, a mj. i z téchto diivodd je vhodny
k dal§imu vyvoji jako potencidlni 1é¢ivy pfipravek. Vezme-
me-li v dvahu obdobny piipad griseofulvinu, bylo mozné
vyslovit spekulativni predpoklad, zda by tato liatka nebyla
ucinnd i proti humdnné patogennim houbdm, a zda by se tento
ucinek nedal ovlivnit vhodnou obménou zdkladni struktury
3,5-disubstituovaného-2,5-dihydrofuran-2-onu.

Struktura latky na prvni pohled nabizi dvé mista synte-
tickych obmén, fenylovy kruh v poloze 3 a substituent v polo-
ze 5. Cilem ndvrhu prvni fady syntetickych analog®! (obr. 14)
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bylo proto nalezeni vztahu mezi substituci na fenylovém kruhu
a antifungdlni aktivitou, pfi¢emz pro zjednoduseni byla zane-
dbdna chiralita prirodn{ pfedlohy. Ze struktury (—)inkrustopo-
rinu je patrné, Ze zdrojem fenylu s rznymi substituenty mo-
hou byt substituované fenyloctové kyseliny (XLIX), které by
bylo mozné, po alkylaci vhodnym substituentem, cyklizovat
na odpovidajici tetrahydrofuran-2-ony. Karboxylova skupina
vychozich kyselin tak byla ochrdnéna esterifikaci a do o-po-
lohy byl zaveden allylovy zbytek pomoci sekvence enoli-
zace/alkylace. Odstranénim esterové chranici skupiny vznikly
2-fenylpent-4-enové kyseliny (L) (obr. 15), které byly pouzity
jako spolecné intermedidty pri syntézach prvni i druhé genera-
ce analog, zndzornénych na obr. 16. Pfi piipravé prvni gene-
race odvozenych deriviti byly kyseliny L/ cyklizovany kon-
centrovanou H,SO, (kyseliny, obsahujici fenylovy zbytek,

O0—s o OH
O = (o) I
3
| X
AP
4
(-)inkrustoporin 1. generace 2. generace

Obr. 14. Struktura (-)inkrustoporinu a jeho syntetickych analogii

OH
¢

| A
A
z

XLIX

OCH3
1. CHzOH/H" o
2. LDA
3 C,H:Br _LiOH_

Obr. 15. Priprava spole¢ného intermediatu (LI) pro syntézy ana-
logti (-)inkrustoporinu

OH o}
O = e}
| A MCPBA | N
AP AP
Z z
LI LIv
H,SO4 nebo
1.HBr/AcOH
2.K,CO5
(0] e}
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Obr. 16. Syntéza analogi (-)inkrustoporinu
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extrémné ndachylny k elektrofilni substituci, jako napf. p-
-CH,0CH,, byly cyklizovdny reakci s HBr/AcOH a poté
K,CO;) za vzniku diastereomerni smési 3-fenyl-5-methyl-
tetrahydrofuran-2-ontt (LII), které byly opét enolizovédny
a vznikly enoldt podroben reakci s PhSeCl. Takto pfipravené
fenylselanylderivaty podlehly po oxidaci spontdnni syn-elimi-
naci za vzniku pozadovanych 2,5-dihydrofuran-2-ond LIII.
Biologické hodnoceni této fady derivati odhalilo, Ze substi-
tuce fenylu halogeny, zejména chlorem v poloze 3 a 4, vede
k derivatim, jejichz biologickd aktivita vici nékterym dru-
hiim huménné patogennich vldknitych hub (Aspergillus fumi-
gatus, Absidia corymbifera) je na stejné urovni jako ketokona-
zol. Pfibuzny projekt®, zaméfeny na zéménu fenylového kru-
hu péticlennym heterocyklickym zbytkem, vedl ke zjisténi, Ze
vysledkem néhrady fenylu za takovy typ substituentu jsou,
naopak, analoga s niz3f aktivitou. Ugelem syntézy druhé gene-
race analog™ bylo ovéfeni vlivu zavedeni hydrofilni skupiny
do substituentu v poloze 5. Kyseliny LI byly epoxidovany
plisobenim m-chlorperoxybenzoové kyseliny, pficemz sou-
¢asné doslo k uzavfeni kruhu za vzniku 3-fenyl-5-hydroxyme-
thyltetrahydrofuran-2-onti (LIV), do kterych byla, se soucas-
nym pouzitim chrdnici skupiny, zavedena dvojnd vazba jako
v pfedchozim piipad€. Antifungdlni aktivita 3-fenyl-5-hy-
droxymethyl-2,5-dihydrofuranond (LV) byla nizka az stiednf,
avSak dramaticky vzrostla po esterifikaci primdrni hydroxy-
lové skupiny. 5-acyloxymethylderivaty LVI maji antifungdln{
ucinek in vitro srovnatelny s jednou z nejsilnéjsich klinicky
pouzivanych latek, amfotericinem B. V ramci této studie byla

jedna z latek tohoto typu rovnéz rozdélena na enantiomery na

chirdlni HPLC koloné a pii jejich biologickém hodnoceni
bylo, ponékud prekvapivé, zjisténo, ze oba enantiomery maji
téméf stejnou in vitro ucinnost, kterd se prilis nelisi od aktivity
racemdtu. [ kdyz struktura analogti (-)inkrustoporinu, ze které
vyplyva schopnost téchto latek chovat se jako Michaelovy
akceptory, svadi k domnénce, Ze podstatou mechanismu icin-
%e intraceluldrn{ adice nukleofilu, neddvno zvefejnéna stu-
die® prokazala, e tento proces ziejmé nehraje vyznamnou
roli.
Pomérné jednoduché syntetické studie spocivajici v ob-

OH 1. TBSCI o OH
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meéné zakladni struktury prirodnf latky tak ukazaly, Ze buteno-
lidy s ur¢itymi strukturnimi rysy maji vyznamné antifungdlni
vlastnosti a jsou proto perspektivni pro dalsi vyvoj jako poten-
cidlni 1é¢ivé pripravky.

S. Zavér

Diskutované piiklady jsou dals§imi z fady dokladu toho, Ze
syntéza prirodnich ldtek a jejich analog je stdle Zivou oblast{
organické chemie, kterd se nemusi obdvat o svou budoucnost.
Jak dokladd i rada dalSich syntéz, 1ze i v tomto referatu nalézt
odpovéd na obcas se vyskytujici ndzor na organickou syntézu
jako ,,dospélou védu*, kterd s pouzitim moderni metodologie
mize pfipravit jakoukoli molekulu bez zbyte¢nych priitaht,
tj. napf. stejnym stylem, jakym stavebni firma postavi dim.
Aplikaci syntetickych metod na ptipravu konkrétnich molekul
Ize predevsim déle zkoumat jejich moznosti a omezeni, ale
vysledek nelze spolehlivé predjimat, zejména pracujeme-li
s molekulami, ve kterych je fada interaktivnich funkcnich
skupin umisténa na relativné malém skeletu. Jedno z oprav-
dovych kouzel organické syntézy tak stdle spo¢ivd v nalezeni
neobvyklého, resp. neocekdvaného, byt to nemusi byt za v§ech
okolnosti vitdno.

Za financni podporu vyzkumu analogii inkrustoporinu dé-
kuji Grantové agentuie UK (projekty ¢. 171/1997 a 259/2001),
Fondu rozvoje vysokych skol (projekt ¢. 1270/1999) a Minis-
terstvu skolstvi CR (projekt ¢. VS 97 124).
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1. Uvod

Pocet nddorovych onemocnéni stdle stoupd. V soucas-
nosti v rozvinutych stitech predstavuji druhou hlavni pfi-
¢inu smrti za kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Existuji
predpoklady, Ze v nejblizsi dobé odsunou kardiovaskuldrn{
umrti a stanou se hlavni pfiCinou, nebot preventivni i tera-
peutické postupy jsou u kardiovaskuldrnich chorob stéle efek-
tivnéjsi. Jiz nyni onemocni v rozvinutych stitech nékterym

typem malignity v priibéhu Zivota kazdy tfeti jedinec a u po-

probiha ve tfech relativné dobte charakterizovanych etapach:
iniciaci, promoci a progresi. Dlouhou dobu se predpoklddalo,
Ze kancerogeneze je predevsim vysledkem mutagenniho (ge-
notoxického) ptisobeni xenobiotik (napf. nitrosamind, onko-
vird, UV zdfeni). Pozdé&ji se ukdzalo, Ze vyvoj nddoru je
podporovdn i epigenetickymi (negenotoxickymi) ucinky 14-
tek. Tato xenobiotika méni expresi genll vedouci ke zméndm
parametrd proliferace, diferenciace a programované bunécné
smrti —apoptézy. Ucinkem cizorodych litek mohou byt ovliv-
nény hladiny hormonti, signdlnich molekul a pfimo regulace
transkripce a translace. Expozice negenotoxickym kanceroge-
nem se tak projevuji pfedev$im v promocni fazi kanceroge-
neze zvysenou proliferaci transformovanych bunék, inhibici
apoptozy a mezibunécné komunikace, tedy procesi reguluji-
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cich buné&ény rist'. Buiiky ztrdci svou schopnost udrzovat
homeostasu a ziskdvaji moZnost rozvoje kancerogennich pro-
cest. Ukdzalo se, Ze rozvoj kancerogeneze je ziejmé spjat se
zménami interceluldrnich a intraceluldrnich cest pienosu sig-
nalu a bun&nych pohybi v cilovych tkanich?,

Jednim z biomarkerti promoce kancerogeneze je inhibice
mezibunécné komunikace zprostfedkované mezerovymi spoji
(gap junctional intercellular communication — GJIC). Tyto
spoje hraji dulezitou integrujici roli v udrzovani homeostasy
v organismu. Jde o kandlky zajiStujici koordinaci aktivity
sousedicich bunék; jimi je v dané tkdni fizen rdst, vyvoj
a diferenciace bunék. Vzhledem k dileZzitému postaveni GJIC
ve fyziologickych procesech neni piekvapujici, Ze jejich po-
ruseni je spojovano s mnoha patologickymi procesy, ke kte-
rym patfi napf. chronickd srde¢ni onemocnéni, osteoporo-
za, epilepsie, artritida, poruchy imunity a také mnoho druhd
zhoubnych nddorovych onemocnéni. Inhibice (tzv. down-re-
gulace) mezerovych spojl je integrujicim znakem tkdnového
poskozeni®.

V rostlinné fiSi byla objevena fada ldtek, které patii mezi
vyznamné tumorové inhibitory podilejici se na otvirdni meze-
rovych spojl. Jsou to zejména sekunddrni metabolity ze sku-
piny flavonoidd, resveratrol, nékteré karotenoidy, retinoidy
a ginsenosidy.

2. Mezerové spoje

Aby se mohl mnohobunécny organismus rychleji pfizpt-
sobovat zménam zivotniho prostfedi, byl vytvoren systém,
ktery umoziiuje skupindm propojenych bunék vzdjemnou ko-
ordinaci svého chovdni a bunéénou odpovéd na mimobunécné
stimuly. Tuto koordinaci umoziuji specializované mezibu-
nécné kandlky, zvané mezerové spoje (gap junctions). Tyto
kandlky jsou pfitomny u v§ech mnohobunéénych organismi,
a to téméf ve vSech tkdnich. Vyjimku tvoi{ bunky kosternich
svalll a krevni elementy. Funkéné jde o totozné struktury, lis{
se na molekuldrni drovni strukturnich bilkovinnych kom-
ponent. Mezerové spoje usnadiiuji pfimou vyménu iontd a niz-
komolekuldrnich latek o molekulové hmotnosti mensi nez
2000 Da (napf. Ca>*, cAMP, glutathion), ale i nékterych dal3ich
molekul do velikosti 1,5 nm (napf. aminokyselin, cukri, nu-
kleotidil). Vyména se uskuteciiuje z cytoplazmy do cytoplaz-
my mezi sousedicimi bunkami.

Z funkéniho hlediska pati{ mezerové kandlky spolu s che-
mickymi synapsemi mezi komunikac¢ni spoje, které zprostfed-
kovavaji pfenos chemickych nebo elektrickych signdli mezi
interagujicimi bunikami.

Mezibunécné spoje jsou citlivé ke spoustécim signdliim ze
zivotniho prostfedi (napt. polycyklickym aromatickym uhlo-
vodiktim), které mohou zablokovat bunéénou komunikaci
uzavienim mezerovych kandlki. Toto potla¢eni GJIC nastane
do nékolika minut po vystaveni ucinkiim xenobiotik a je
reverzibilni. Na zdkladé tady in vitro a in vivo studii bylo
zjisténo, Ze naruseni GJIC se pravdépodobné podili na vzniku
nadoru’.
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Funkce mezerovych spojt:

udrZovani homeostasy v tkdnich (rychld distribuce Zivin,
iontl, tekutin a signdlnich molekul, podilejicich se na
modulaci bunéc¢ného ristu, apoptozy a diferenciace);
elektrické spojeni (mezerové spoje slouzi jako elektrické
synapse u elektricky excitovatelnych bunék, napt. neuro-
nd, srde¢nich myocyti, buné¢k hladkého svalstva);

Tim se podileji na regulaci:

tkdanové odpovédi na hormony (GJIC zvySuji schopnost
tkdné rychle reagovat na vnéjsi stimuly);

embryondlniho vyvoje (mezibunécnd cesta pro chemické
a elektrické signdly potiebné pro embryondlni vyvoj).

a)

b)

c)
d)

2.1. Struktura mezerového spojent

Mezibunééné kandlky obratlovci jsou sloZeny z bilkovin
nazyvanych konexiny. Ve tkdnich savci bylo dosud identifi-
kovdno 15 genii pro konexiny®. Sest konexini se sdruZuje
do proteinového kandlku zvaného konexon. Jde v podstaté
o kandlek v cytoplazmatické membrané buiky, ktery se tésné
priblizuje (na vzdélenost 2-3 nm) ke konexonu sousedni bui-
ky, aby spole¢né vytvofily kontinudlni priichod pro hydrofilni
molekuly. Konexinovy protein pieklenuje membrdnu ctyfi-
krdt a vytvari tak strukturu pfipominajici tvarem pismeno M,
pfricemz aminové a karboxylové konce proteinu jsou umistény
v cytoplazmé. Domény prochdzejici membranou jsou kritic-
kymi determinanty spravného umisténi konexinu. Asociaci
tietich transmembrdnovych domén konexind, které obsahu-
ji velké mnozstvi hydrofilnich aminokyselin, vznikd vnitin{
,,sténa‘ poru.

Struktura ¢tyf transmembranovych domén, dvou mimobu-
nécnych smycek i aminového konce je u vSech konexind do
znacné miry zachovana. Vice odlisné jsou v ostatnich dsecich,
které se nachdzeji v cytoplazmé. Tyto useky se ticastni regu-
lace vzniku a permeability kandlku. Skladani konexinu i inter-
akce konexin—konexin a konexon—konexon se uskuteciiuji
disulfidovymi vazbami, interakci hydrofébnich ¢asti Proteinﬁ,
ale i pomoci dalSich, dosud ne zcela objasnénych sil .

Konexiny (Cx) se li$1 molekulovou hmotnosti vyjadienou
v kDa (napt. Cx32, Cx43), uspordddnim aminokyselin a roz-
dilnou délkou karboxylového konce’. Exprese konexinii je
bunécné, tkanové a vyvojové specifickd, ve vétsiné tkan{
dochdzi k expresi vice riznych konexind. Prehled nékterych
hlavnich konexini a jejich lokalizace v organismu je uveden
v tabulce I.

Neoplastické buiiky maji mezerovych kanalkti méné nebo
mensi velikosti, exprimuji méné konexinu ve srovndni se
zdravymi buiikami'. Defekty GJIC se objevuji na riznych
urovnich. Nadorové buiiky mohou bud postradat funkéni (per-
meabilni) mezerové spoje anebo maji funkéni homologni GJIC
(pouze v nadorové tkdni), ale nejsou schopny vytvorit fungu-
jici kandlek s nenadorovou butikou (heterologni GJIC). Nado-
rové buiiky jsou tak vyvédzany z homeostatické kontroly rtstu
a nemohou komunikovat s okolnimi buiikami®.

2.2. Regulace mezerovych spoju
a endogenni moduldtory

Pocet a velikost mezerovych spojl zdvisi na buné¢ném
cyklu, fyziologickém stavu organismu/tkdné a vlivu faktord
zivotniho prostiedi’.
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Tabulka I
Prehled nejzndméjsich savcich konexind a jejich lokalizace
vV organismu

Konexin  Tkan

Cx26 hepatocyty, pankreas, endometrium
Cx30 mozek, kiize

Cx30.3 ktze

Cx31 kidze, placenta

Cx31.1 ktze

Cx32 hepatocyty, ledviny, pankreas
Cx33 varlata

Cx37 plice, vaje¢niky, endotel

Cx40 endotel, hladké svalstvo, myokard, plice
Cx43 epitel, srdce, déloha, mozek

Cx45 ledviny, ktize

Cx46 ¢ocka

Cx50 Cocka

Transport latek mezerovymi spoji se déje pasivni difuzi
a je regulovan vratkovym mechanismem. Selektivita a per-
meabilita kandlku zavisi na typu konexinu tvofictho mezerovy
spoj’. Je zndmo asi 15 typt konexinti s molekulovou hmotnosti
0d 26 do 57 kDa (cit.*). Konexiny byly nalezeny nejen u savci
a dalSich obratlovcti, ale také u bezobratlych, jako je napf.
medtza ¢i nezmar. Podobné struktury, zndmé jako plazmodes-
mata, byly nalezeny u rostlin. Mnoho bunék exprimuje vice
neZ jeden typ konexinu. Prvni klonovany konexin 43 byl
objeven u bunék srdec¢niho svalstva. Tento typ bunek expri-
muje také konexiny 40, 45 a 46. V parenchymatickych bu-
kéch jsou exprimovany piedevsim konexiny 32 a 26 (cit.").

Mechanismy regulace mezerovych spoji nejsou doposud
plné objasnény. Nejvice informaci o sestavovdni téchto kandl-
kit je shromdzdéno pro konexin 43 (cit.”). Sest podjednotek
konexinu 43 oligomerizuje v Golgiho aparitu a jsou transpor-
tovany do plazmatické membrany. V této fazi jsou konexony
uzavieny, aby nedochdzelo k tniku bunéénych komponent
nebo vstupu mimobunécnych slozek. V plazmatické membra-
né jsou pak konexony sousedicich bunék pritahovéany silami,
které nejsou doposud plné objasnény. Koncové ¢4sti konexo-
nd se k sobé piipoji a vytvori kompletni mezerovy kandlek.
Nasledné kandlky agreguji do vétSich shluki (tzv. plaku),
oteviou se a propoji vnitfni prostiedi sousedicich bungk®.
Posloupnost téchto dvou poslednich stupiti je vSak diskutabil-
ni. Souhra mezi utvarenim otevienych kandlki a agregaci Casti
kandlkd do plaku je zplisobena fosforylaci konexinu 43 nej-
méné na dvou mistech. Kinasou provadéjici tuto fosforylaci je
s nejvétsi pravdépodobnosti proteinkinasa A (cit."). Fosfory-
lace zvySuje agregaci konexoni, permeabilitu kandlkl a sta-
bilitu konexinu 43. Utvéien{ kandlkt vyzaduje také patfi¢nou
bunécnou adhezi. Zdd se, ze zv1dsté dilezitymi molekulami
umoziujicimi tuto adhezi jsou transmembranové vazebné pro-
teiny kadheriny’.

Otevirdni a zavirani mezerovych kandlku je fizeno néko-
lika riznymi mechanismy. Jde o reverzibilni pfechod mezi
otevienou a uzavienou konformaci kandlku, ktery mize byt
vysledkem nekovalentnich (napf. elektrostatickych nebo van
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der Waalsovych sil) nebo kovalentnich (napf. fosforylace)
modifikaci struktury kandlku. Vrdtkovdni miZze byt fizeno
i farmakologicky nebo pomoci extra- i intraceluldrnich me-
didtora®.

Mechanismy regulace mezerovych spoji zahrnuji zejmé-
na vliv nizké koncentrace vodikovych iontt ¢i vyssi hladinu
vapenatych iontl v bunce, rozdil napéti mezi kanailky10 nebo
pisobeni volnych radikdla'!. Vysoké bundené hladiny radikd-
14 sniZuji permeabilitu mezerovych kandlk{. Tento mechanis-
mus je pravdépodobné slozity. Radikdly mohou pifmo ovliv-
fovat konexiny a dal$i plazmatické komponenty (napf. lipi-
dy), aktivovat proteinkinasu C a také mohou regulovat hladinu
vépenatych iontd v burice'?

Zajimavé poznatky prichazeji predevsim ze studif fizen{
vratkovani fosforylaci. Mnoho proteinkinas ma schopnost fos-
forylovat konexiny a tfm ménit jejich tercidrni strukturu, kterd
podmifiuje otevieni nebo uzavieni kandlku. Jediny konexin,
ktery nemuze byt fosforylovan, je Cx26 (cit.). Aktivace pro-
teinkinasy A indukuje fosforylaci konexinu 32 a konexinu 42
na serinovych zbytcich karboxylového konce kanalku lokali-
zovaného v cytoplazmé. Tato fosforylace je spojena se zvySe-
nim poétu mezerovych kandlki a jejich prichodnosti'”.

Fosforylace konexini je vSak také predpoklddanym me-
chanismem tc¢inku mnoha negenotoxicky ptsobicich kance-
rogenl. VétSina nddorovych promotord, které byly dosud
prozkoumadny (vice nez 100 slou¢enin), ma schopnost snizovat
permeabilitu nebo zcela uzavirat mezerové spoje v testech in
vitro i in vivo. V mnoha ptipadech jde o bunééné-specificky
ti¢inek'.

Nejlépe je prostudovana inhibice mezerovych spojt ptiso-
benim forbolestert, jakym je napt. forbol-12-myristdt-13-ace-
tit (PMA) (I). PMA uzavird mezerové spoje v celé tadé
bunécnych kultur'®. Inhibi¢ni ucinek PMA spoc¢iva v akti-
vaci proteinkinasy C (PKC), kterd ndsledné fosforyluje kone-
xin 43. ZvySeni hladiny celkové PKC mize citlivost bunék
zvysit. Pomoci specifickych inhibitorG rtiznych isoenzymu
PKC bylo zjisténo, Ze za fosforylaci konexinu 43 odpovidd
predevsim isoenzym PKCa (kalcium-dependentni proteinki-
nasa C) (cit.4).

Kromé primé fosforylace konexinu 43 proteinkinasou C
(cit.") existuje jesté druhd mozna draha regulace konexinu 43
v buiice vystavené PMA. Trosko a Ruch'® ve své studii popsali
nepiimou fosforylaci konexinu 43 proteinkinasou C. Tato
fosforylace je zprostfedkovand kinasami regulovanymi mimo-
bunéénymi signdly (ERKs), které patii do Sir$i skupiny pro-
teinkinas aktivovanych mitogeny (MAPKSs). ERKs jsou ak-
tivovdny mitogeny, stresem a také jiz zminovanym PMA.
Podileji se na buné¢ném ristu, diferenciaci, odpovédi na stres
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a na dalsich fyziologickych funkcich buiiky'®. Cilovymi mis-
ty EEKS jsou cytosolové proteiny a jaderné transkripcni fak-
tory .

Ptikladem dalsi{ latky podilejici se na inhibici mezibunéc-
né komunikace je fenobarbital. Byly provadény testy in vivo
a vysledky ukazuji, Ze fenobarbital blokuje konexin 32 loka-
lizovany v hepatocytech, ale neovliviiuje konexin 43 nachd-
zejici se zejména v epitelidlnich buikach a fibroblastech.
Mechanismem inhibice GJIC je snizeni hladiny mRNA pro
konexin 32 (cit.l3).

Pesticid DDT [1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethan]
blokuje GJIC v epitelidlnich burikdch i hepatocytech. DDT
zpusobuje rychlou inhibici permeability mezerovych spoji
s ndslednou internalizaci a degradaci v lysozomech. Internali-
zace a degradace se vSak tykd pouze epitelidlnich bunék
exprimujicich Cx43, u Cx32 nebyly tyto ticinky pozorovdny.
Z dalsich pesticidi Bﬁsobl’ inhibici GJIC napt. dieldrin, hep-
tachlor nebo lindan'’,

Téz aktivace nékterych onkogeni (v-Src nebo v-Ha-Ras)
je spojovdna s inhibici GJIC. Produkt Src genu je zodpovédny
za fosforylaci tyrosinovych zbytkt konexinu 43, coz vede
k uzavirdni mezerovych spoji'®.

Pritomnost fady ristovych faktord napf. epidermdlniho
rustového faktoru (EGF) ¢i fibroblastického ristového fakto-
ru, vede k inhibici GJIC. Inhibice souvisi s fosforylaci kone-
xinu 43 na serinovych zbytcich proteinkinasami aktivovanymi
mitogeny (MAPKSs) (cit.'”). EGF stimuluje MAPKSs v zdvis-
losti na délce pisobeni a ddvce. EGF téz stimuluje fosfolipasu
C, jejimz ptisobenim vznikaji druzi poslové inositol-1,4,5-tri-
fosfét a diacylglycerol, ktefi stimuluji uvolnéni intraceluldrni-
ho védpniku a aktivaci PKC (cit.?).

Pocetnou skupinu inhibitor mezerovych spoji také tvori
hibici vykazuji zejména PAHs s relativné malymi molekula-
mi, jako jsou fluoranthen, fenanthren, fluoren?’.

Na druhé strané téz existuje celd fada latek podilejicich
se na stimulaci GJIC. Obnoveni permeability mezerovych
spoju v tumorovych buiikdch mtize vést k navrdceni regulace
rustu, a tak k redukci nddorového bujeni. Mechanismus ucin-
ku téchto latek neni zatim zcela jasny, ale nejcastéji jde,
podobné jako u mechanismu inhibice, o ovlivnéni konexint
32 a 43. Je zajimavé, ze fada téchto latek patii mezi antioxi-
danty (napf. resveratrol, superoxiddismutasa, polyfenoly ze-
leného Caje), dale jsou to latky ovliviiujici signalni pfenos
a aktivitu nékterych proteinkinas (cCAMP) (cit.!). Obnovy GJIC
se mohou ucastnit téZ antionkogennf ldtky, které snizuji akti-
vaci onkogenl podilejicich se na inhibici GJIC v nddorové
transformovanych buiikdch. Piikladem je lovastatin®, thalido-
mid* ¢i 2-fenylethylester kyseliny kavové®, Antionkogenn{
efekt byl g)ozorovén téZ u dexamethazonu na potkanich hepa-
tocytech' .

Prevence inhibice GJIC béhem promoc¢ni faze kanceroge-
neze a obnoveni mezibunécné komunikace po nddorové kon-
verzi mize byt zdkladem chemoprevence.

2.3. Experimentdlni metody
méfeni funkcnosti

Inhibice GJIC in vitro ve vhodné modelové bunécné linii
je povazovdna za parametr detekujici velmi pravdépodobné
tumor-promoc¢ni vlastnosti testované latky.
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Modulace mezerovych spojii miZe byt méfena nékolika
zpusoby. Nejcastéji je to sledovani transportu barviva kandlky
metodou SL/DT (scrape loading/dye transfer)®. Sleduje se
prunik nizkomolekuldarniho fluorescen¢niho barviva mezero-
vymi kandlky od mista fezu skalpelem. Barvivo je schopno
prochézet pouze témito kandlky. Délka jeho transportni drahy
z4visi na prichodnosti kandlkd, kterd je ovlivnéna expozici
testovanym latkdm.

Alternativou k metodé SL/DT je sledovéni priniku fluo-
rescencniho barviva, které difunduje mezerovymi kandlky po
mikroinjekci do vybranych bungk?.

Dalsi moznosti je detekce konexinti. Western blot je tech-
nika slouzici k ur€enf typu, mnozstvi a velikosti post-translac-
nich zmén (napf. fosforylace) konexind. Po elektroforetické
separaci konexinti v gelové matrici ndsleduje elektroforeticky
prenos z gelu na membranu. Tato matrice je piistupnéjsi pro
metody vyuzivajici imunosorbent s navdzanym enzymem.
K identifikaci typu konexinu se vyuzivaji specifické proti-
latky*’.

Semikvantitativni metoda RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction — reverzné transkripni polymera-
sovd fetézovd reakce) je velmi citlivd pro analyzu mRNA.
Slouzi pro studium regulace transkripce®’. Imunofluorescen-
¢ni technika znaceni konexind piimo zobrazuje mezerovy
kandlek. Fixované builky jsou znaceny krdli¢imi polyklondl-
nimi protildtkami proti ur¢itému typu konexinu. Nasleduje
lokalizace komplexu antigen—protildtka pomoci IgG proti kra-
li¢i protildtce; IgG je znaceno zelenym fluorescencnim pro-
teinem, ktery umozni ptimou fluorescenéni detekci’®.

Analyza FRAP (fluorescence redistribution after photo-
bleaching) je vhodna pro studium bunécného individua uvnitt
populace. Buiniky se obarvi karboxyfluorescein diacetitem
a po selektivnim odbarveni butiky pisobenim laseru se sleduje
prunik fluorescencni barv;/ ze sousednich znacenych bunék
zpé&t do odbarvené buiiky?’.

Existuji také dalsi méné pouzivané metody, napf. sledova-
ni priniku radioaktivniho metabolitu, metabolickd kooperace
bunék s enzymatickym deficitem v urcitych metabolickych
drahdch nebo meéfeni elektrické vodivosti mezerovych ka-
nalkd.

3. Vnitini a vnéjsi vlivy na kvalitu
mezibunécéné komunikace

V organismu se mohou vyskytnout rizné typy nddorového
bujeni. I pfi jejich variabilité existuji urcité spolecné znaky.
Kancerogenni buiiky nereaguji na kontaktni inhibici ristu,
vymykaji se homeostatické kontrole okolnich bunék, nejsou
schopny termindlni diferenciace, dochdzi u nich ke zvysen{
proliferace a naopak k inhibici apoptickych procesﬁzg. V pri-
béhu dalsiho ristu tumoru podléhaji buriky opétovnym geno-
typovym a fenotypovym zméndm. S t€émito bunécnymi proce-
sy tuzce souvisi modulace klicovych bunéénych pochodi:
signdlni transdukce, aktivace transkripém’ch faktorti, modu-
lace komponent bunééného cyklu atd.

Promotory kancerogeneze ptisobi na celou fadu klicovych
bun&nych procesi’:
modulaci hladin endogennich extraceluldrnich signdlnich
molekul, indukci nebo inhibici enzymi biosyntézy a me-
tabolismu téchto litek (predevsim cytochromu P450);
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oxida¢ni poskozeni membrdnovych lipidd, nukleovych
kyselin a intraceluldrnich proteint;

zménu bunécnych signdlnich drah a genové exprese (mo-
dulace cytosolovych a jadernych receptort a aktivity dal-
Sich transkrip¢nich faktord, aktivace proteinkinas);
epigenetické efekty na DNA (methylace, acetylace apod.).
Modulace buné¢nych pochodl promotory kancerogeneze
mize vést jednak ke stimulaci bunécné proliferace, zménam
diferenciace a apoptdzy bunék anebo k inhibici mezibuné¢né
komunikace.

4. [Exogenni modulitory
mezibunééné komunikace

Latky blokujici i¢inky nddorovych promotort a stimulu-
jici mezibuné¢nou komunikaci v nddorovych buikdch jsou
velmi rGznorodé a zahrnuji dietni komponenty, hormony,
vitaminy a lé¢iva. Vzhledem k tomu, Ze buiiky nddoru jsou
velmi heterogenni a vytvareji subpopulace bun¢k s riznymi
typy poskozeni, neni mozné, aby pouze jedna latka ucinné
modulovala mezibuné¢nou komunikaci v celém nddoru. Proto
jenutné kombinovat jednotlivé latky stimulujici GJIC, piipad-
né i s dal$imi terapeutickymi metodami'. Vhodné je hledat
stimuldtory mezibunéc¢né komunikace mezi latkami biogenni-
ho ptivodu, které jsou soucdsti bézné stravy clovéka.

Latky pfirodniho plivodu patii v soucasnosti mezi jedny
z nejvice prozkoumanych inhibitord promo¢ni fize nddorové-
ho bujeni. Efekty té€chto latek mizeme rozdélit na dvé skupiny.
Jednak jsou to ldtky, které mohou blokovat inhibi¢ni dcinek
promotort na GJIC (tabulka IT). Mechanismus pasobeni téch-
to latek neni zatim zcela objasnén, ale Casto jde o latky se
silnym antioxidacnim tucinkem, ktery by se pravdépodob-
né¢ mohl podilet na regulaci GJIC. Kromé latek rostlinného
pivodu jsou to napf. superoxiddismutasa nebo N,N’-difenyl-
-1,4-fenylendiamin (DPPD) (cit."). Druhou skupinu tvoii latky
schopné indukovat GJIC v nddorovych buiikéch (tabulka III).
Obnoveni mezibunécné komunikace v nadorovych bunkach
je pomérné slozitd otdzka, ale i presto byli v rostlinné iSi
nalezeni Uspésni zdstupci.

Flavonoidy jsou hojné rozsitenou skupinou piirodnich po-
lyfenolii. Rada z nich vykazuje silné antioxida¢ni t¢inky, je
zndma téZ jejich antivirova, antibakteridlni, antimutagenni a pro-

piipisuje prominentni role v prevenci nddorovych onemocnéni*®.

V experimentech in vitro byla testovdna fada flavonoidd,
z nichZ nejucinnéj$imi stimuldtory GJIC byly shleddny apige-
nin (/]) nachdzejici se v celé rade 1é¢ivych rostlin (pt. Achillea
millefolium, Ginkgo biloba, Glycyrrhiza glabra) a tangeretin
(III) pfitomny zejména v citrusech. Bylo zjiSténo, Ze oba
zabranuji inhibici GJIC v hepatocytech potkant indukovanou
tumorovymi promotory PMA a 2-ferc-butyl-4-methylfenolem
(BHT) (cit.*'). Stimulace GJIC apigeninem je spjatd s ovliv-
nénim mnozstvi mRNA pro konexin 43, a to stimulacf trans-
kripce konexinu 43 anebo stabilizaci mRNA.

Tangeretin neovliviiuje mnozstvi mRNA pro konexin 43,
stimulace GJIC se pravdépodobné déje translacnim nebo post-
-transla¢nim mechanismem™.

Dalsimi flavonoidy testovanymi jako mozné stimuldtory
GIJIC byly naringenin, myricetin®' a chrysin?’, avsak jejich
stimula¢ni tucinky se neprokdzaly.
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Tabulka II
Latky pfirodniho pivodu preventivné zabranujici inhibici GJIC zpisobené kancerogeny
Kancerogen Blokujici ldtka Bunécéna tkan Konexin Lit.
BHT apigenin, tangeretin jaterni epitelidlni buniky potkant Cx43 30,31
DDT resveratrol, o-tokoferol, epikatechin  jaterni epitelidln{ buriky mysi a potkant Cx32,Cx43 3233
H,0, epikatechin, ginsenosid Rb, jatern{ epitelidlni buriky potkanti Cx43 34,35
Lindan a-tokoferol potkani myocyty Cx43 36
Fenobarbital a-tokoferol jaterni epitelidlni buniky mys{ Cx32 37
PMA apigenin, epikatechin, ginsenosid jaterni epitelidln{ buriky potkant, Cx43 30,31,
Rb,, karotenoidy, retinoidy, fibroblasty mysi a kieckd 32,34,
resveratrol, tangeretin 37
Pentachlorfenol  extrakt ze zeleného Caje mysSi jatra Cx26,Cx32 38
Tabulka IIT
Latky ptirodniho pivodu stimulujici GJIC v normdlnich nebo neoplastickych buikéch
Bunécna tkan Latka Konexin Lit.
Lidské bronchidlni epitelidlni buiiky kyselina retinova Cx32 39
Lidské fetdlni fibroblasty lykopen, kyselina retinova Cx43 40
Lidsky neuroblastom kyselina retinova Cx43 41
Lidsky karcinom prostaty lykopen Cx43 42
Mysi sarkom, mysSi fibroblasty retinoidy, karotenoidy Cx43 43
Ras-transformované jaterni epitelidlni 2-fenylethylester kyselina kdvové Cx43 24
buriky potkant
Jaterni epitelidlni buriky potkant o- a B-karoten, lykopen Cx26, Cx32 44
Lidské kozni fibroblasty vitamin Dy Cx43 45
OH
OH
HO O_
" OH
OH
11 i v

Bohatym zdrojem polyfenolt tzv. katechind je zeleny ¢aj
(Camellia sinensis). Obsahuje celou $kdlu latek s chemopro-
tektivni aktivitou pasobicich proti rozvoji fady nddort. Pro-
tektivni efekt je zprostfedkovan zejména silnou antioxida¢ni
aktivitou ¢ajovych polyfenold, které jsou schopny redukovat
superoxidovy a hydroxylovy radikal. Slozky caje jsou schop-
ny, kromé inicia¢ni, ovliviiovat také promoc¢ni fdzi kancero-
genniho procesu. Snizuji proliferaci bunék, podporuji mezi-
bunécnou komunikaci, inhibuji telomerasu, indukuji apoptézu
az mnoha dalsich i¢inkd byla popsdna i inhibice angiogeneze.
Také zvysuji hladinu nékterych enzyma a indukuji cytochrom
P450, coz hra}tje ddlezitou roli v bunééné detoxikaci nékterych
kancerogeni™®.

Kang a spol.34 sledovali vliv epikatechinu, epikatechin-
-galldtu a epigallokatechin-galldtu na uzavieni mezerovych
spojli vyvolané PMA a H,0O, v potkanich epitelidlnich bur-
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nékolik zminek o antikancerogennich tucincich testovanych
katechinti, pouze epikatechin (/V) obnovoval permeabilitu
PMA nezli H,0,. Epikatechin brani fosforylaci konexinu 43
v bunééné linii WB-F344 s vysokou hladinou mezerovych
spojti tvofenych konexinem 43 (cit.*). Jind studie potvrzuje
téz preventivni ticinek epigallokatechin-galldtu a epikatechin-
-galldtu na uzavieni mezerovych spojti indukovanych dal§im
modelovym inhibitorem DDT v buiikich WB-F344, jehoz
efekt souvisi s fosforylaci konexinu 32 i 43 (cit.*®).

Vliv zeleného caje na GJIC byl rovnéz studovan in vivo®®,
Modelovym tumorovym promotorem byl v tomto pripadé
pentachlorfenol (PCP), ktery byl aplikovan mys$im po dobu
2 tydnt. PCP zptisobuje oxida¢ni poskozeni jaterni DNA spo-
jené s redukei poctu konexindl 32 v jaterni tkdni. Extrakt ze
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zeleného Caje byl mysim aplikovdn v infuzi po dobu 3 tydna.
Soucasnd aplikace PCP a ¢ajového extraktu vykazovala niZs{
inhibici mezibunééné komunikace. Autofi se t€Z domnivaji,
Ze inhibice mezerovych spoji miize byt vyvoldna oxida¢nim
stresem zpusobenym PCP a aplikace antioxidantt tak chran{
konexiny pfed oxidacnim poskozenim.

V soucasnosti je velice diskutovanou ldtkou trans-resve-
ratrol (V). Jde trihydroxystilben patfici mezi rostlinné fytoale-
xiny. Vyskytuje se ve vysoké koncentraci v oplodi hroznt révy
vinné (Vitis vinifera), fadé druht zeleniny a ofechach. Vyka-
zuje silné antioxida¢ni a antimutagenni d¢inky, pasobi proti-
zanétlive, zabranuje agregaci trombocytﬁso. Antikancerogenni
efekt je zptsoben inhibici celé fady marker( ucastnicich se
procesu kancerogeneze®'. Resveratrol blokuje proliferaci pro-
myelomatézni bunécné linie HL-60 a indukuje diferenciaci
myelomonocytdrniho fenotypu. Inhibuje nékolik biomarkerd
indukovanych PMA jako je proteinkinasa C, inhibuje cyklo-
oxygenasu-2 a vyvoldvd tvorbu volnych radikdld v nddo-
rovych buitkdach HL-60 (cit.’%). Resveratrol je silnym inhibi-
torem cytochromu P450 (izoformy 1Al) zodpovédného za
oxidativni metabolismus mnoha kancerogent. Indukuje enzy-
my II. faze detoxikace jako jsou NAD(P)H nebo chinonoxi-
doreduktasa™. Vliv resveratrolu na GJIC byl sledovén v nena-
dorové bunécné linii WB-F344 in vitro. Uzavieni mezerovych
spoju bylo vyvoldno dvéma typy promotord kancerogeneze
PMA, jak uz bylo zminéno; jeho dc¢inek souvisi s fosforylaci
konexinu 43 a DDT, ktery zptsobuje sniZeni hladiny fosfo-
rylované formy konexinu 43. Resveratrol v koncentraci nad
10 uM statisticky vyznamné zpotlaéoval inhibici GJIC vyvola-

nou obéma typy pr0m0t0r1°13 .
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Dalsi ldtkou pifrodniho ptivodu, kterd vykazuje antitumo-
rogenni aktivitu, je ginsenosid Rb,. Ginsenosidy jsou sekun-
ddrni metabolity ze skupiny triterpenoidnich saponinti, izolo-
vané z Panax ginseng (Araliaceae). Zejména ginsenosidy Rb,
Rb, ¢i Re jsou oznacovdny jako antikancerogeny, ale jejich
mechanismus ucinku nebyl plné objasnén. U celé fady ginse-
nosidi byl studovan vliv na GJIC. Pouze ginsenosid Rb, (VI)
jevil tumorprotektivni ucinek na mezerové spoje inhibované
PMA a H,0, v epitelidlnich buiikich WB-F344 (cit.**). Na-
opak fada ginsenosidd napf. Rd,, Rh,, Ra, inhibovala GJIC
v lidské endotelidlni bun&éné linii (HUVEC)™®.

Vyznamné antikancerogenni ptisobeni vykazuji také karo-
tenoidy. Jde o velkou skupinu piirodnich lipofilnich pigmentd
nachdzejicich se zejména v ovoci, zeleniné, 1€¢ivych rostli-
nich, ale sekundarné se vyskytujicich i v Zivociiné Fisi**.
V organismu jsou karotenoidy metabolizovany 15,15 -dioxy-
genasou na retinoidy, roz§tépenim dvojné vazby v poloze 15.
Jak karotenoidy, tak retinoidgf ovliviiuji mezibunécnou komu-
nikaci skrze mezerové spoje 3. Strukturné rozdilné karotenoi-
dy maji rozdilné ucinky na GJIC. Karotenoidy s Sesticlennym
kruhem jsou obvykle dvakrat aktivnéjsi nez jejich péticlenné
analogy. Poloha a charakter substituenttl na Sesticlenném kru-
hu se zdaji mit maly vliv na jejich aktivitu™®.

Zhang a spol.‘L testovali vliv karotenoidti na chemicky
indukovanou neoplastickou transformaci v mySich fibroblas-
tech 10T1/2. Nejsilnéjsi stimulace GJIC se projevila u a-to-
koferolu, ale také u B-karotenu, kanthaxanthinu, luteinu, lyko-
penu a a-karotenu.

Studie Stahla a Siese®’ potvrzuje stimulaéni d¢inek B-ka-
rotenu, kanthaxanthinu a navic pfipojuji echinenon, krypto-
xanthin a 4-hydroxy-B-karoten jako schopné induktory GJIC
v mysich fibroblastech. Zejména kanthaxanthin, nachazejic{
se v motskych plodech a nékterych houbdch, a jeho rozklad-
né produkty (zejména kyselina 4-oxoretinova, VII), stimuluji
GIIC a expresi konexinu 43 mRNA*. Dal3 price poukazuje
zv14sté na lykopen obsazeny v rajcatech, melounech a rostlin-
nych olejich jako potencidlni inhibitor nidorového bujeni®’.
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Konzumace rajéat a rajéatovych produktii byla epidemiologic-
ky spojovdna s preventivnim uc¢inkem proti rakoviné pro-
staty. Studie in vitro potvrzuji tento predpoklad, lykopen jed-
nak stimuluje mezerové spoje*, déle ptisobi na bun&eny rist
a v kombinaci s a-tokoferolem inhibuje proliferaci bunék kar-
cinomu prostaty40.

Vliv nékterych karotenoidi na mezerové spoje byl testo-
vdn i in vivo. B-Karoten (VIII) a lykopen (IX) ucinkovaly
v zdvislosti na ddvce. V ddvce 50 mg kg télesné vahy vyvo-
lavaly inhibici GJIC, zatimco ddvka 5 mg.kg ™' vedla ke stimu-
laci GJIC v jaterni tkdni laboratornich potkanii**.

Dalsi latkou ptirodniho pivodu, u které byl zjistén stimu-
la¢ni efekt na GJIC, je 2-fenylethylester kyseliny kdavové (X)
(CAPE)**. CAPE je aktivni slozkou propolisu vykazujiciho

zjisfovan vliv CAPE na tumorové jaterni GJIC-deficientn{
buriky transformované ras onkogenem (WB-ras2). Vysledky
ukazuji, ze CAPE regeneruje mezerové spoje na zdkladé fos-
forylace konexinu 43. Normaln{ lokalizace mezerovych spoji
v plazmatické membrané WB-ras2 bunék byla sledovdna tieti
den po aplikaci této latky v koncentraci 5 pg.ml™.

Mezi dalsi biogenni inhibitory promoce kancerogeneze
patfi také vitamin D5 (cholekalciferol) stimulujici GJIC v linii
lidskych koznich fibroblasti 161BR (cit.*). Vitamin E (o-to-
koferol) brzdi inhibici GJIC navozenou volnymi kyslikovymi
radikdly, DDT, lindanem i fenobarbitalem v jaternich epite-
liailm’lch bunkdch mysi a potkant a déloznich myocytech pot-
kani .

5. Zavér

Vzhledem k tomu, Ze v dnesni dobé existuje velké riziko
vzniku nadorovych onemocnéni, rozviji se snaha o nalezen{
novych, bezpecnych ldtek s chemopreventivni aktivitou. Po-
zornost se také obraci do oblasti pfirodnich latek, z nichz fada
md schopnost modulovat GJIC. Stimulace GJIC v nddorovych
burikdch md nékolik uzitecnych terapeutickych dcinkt zahr-
nujicich snizeni bunécné proliferace, vzrist diferenciace, zvy-
Seni schopnosti apoptdzy a téZ podporu radiacni terapie a che-
moterapie. [ kdyz je zde stéle jesté fada nevyresenych otdzek,
zdd se, Ze prevence inhibice GJIC muZe byt jednou z moZnost{
raciondlni preventivni terapie nddorového bujeni.
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Seznam zkratek

Ara arabinosa
CAPE 2-fenylethylester kyseliny kdvové
Cx konexin
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DDT 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethan
DPPD N,N’-difenyl-1,4-fenylendiamin
ERKs kinasy regulované mimobunécnymi signdly
FRAP (fluorescence redistribution after photobleaching)
GIJIC (gap junctional intercellular communication) —
mezibunécnd komunikace mezerovymi spoji
Glu glukosa
HUVEC lidskd endotelidlni bunécna linie
MAPKs kinasy aktivované mitogeny
PAHs polycyklické aromatické uhlovodiky
PCP pentachlorfenol
PKC proteinkinasa C
PMA forbol-12-myristdt-13-acetat
RT-PCR reverzné transkripcni polymerasovd fetézovd re-
akce
SL/DT  (scrape loading/dye transfer)

H. Forejtnikova and R. Kubinova (Department of Natu-
ral Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno): Natural Compounds as
Stimulators of Gap-junctional Intercellular Communica-
tion

Both epigenetic and mutagenic events influence the pro-
cess of carcinogenesis. Any mutagenic event irreversibly al-
ters the genomic information of the cell. Epigenetic activities
of compounds do not damage genes directly, but they can alter
the gene expression. The most important consequences inclu-
de alteration of cell proliferation, differentiation, or apoptosis.
One of them, which apparently link to the promotion of
carcinogenesis is the inhibition of gap-junctional intercellular
communication (GJIC) in vitro. These gap junctions allow
ions and low-molecular-weight molecules to move between
coupled cells, thereby facilitating synchronization of electro-
tonic or metabolic cooperation. Transient down-regulation by
endogenous or exogenous chemicals can bring about adaptive
or maladaptive consequences depending on circumstances.
Tumor promotors (e.g. DDT) and growth factors reduce GJIC,
whereas anticarcinogens and growth inhibitors (e.g., flavono-
ids, resveratrole, carotenoids) enhance GJIC. Prevention of
inhibition of GJIC could be an important chemopreventive
strategy of cancer therapy.
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1. Uvod

Biologické membrany st predmetom velkého zaujmu
badatelov, nakolko st s nimi Gzko spdté mnohé, Zivotne
dolezité procesy, ako je transport latok, transforméacia ener-
gie, reguldcia metabolizmu, koordinicia biologickych pro-
cesov Ci bunkova diferencidcia.

Pocas evoldcie sa kazdy Zivy systém vyvijal a prispdso-
boval zmendm a existencii v novom prostredi. Aj v pripade
bunkovych membrian dochddzalo pocas tohto procesu nie-
len k velkym Struktirnym zmendm, ale i vyznamnym zme-
nam ich funkcie.

ViditeIné znaky prisposobenia sa organizmu nehostin-
nym a ¢asto extrémnym podmienkam prostredia mozno do-
teraz pozorovat u organizmov, ktoré patrili k jednym z pr-
vych obyvatelov Zeme, u Archaea (archaebaktérie).
Extrémne teploty a hodnoty pH, vysoka koncentricia soli ¢i
striktnd anaerobi6za boli nesporne dovodom toho, Ze tieto
najstar§ie preZivajice organizmy su vybavené nezvycaj-
nymi komponentami a jedine¢nymi biologickymi procesmi.
Na zéklade tychto Specifickych vlastnosti, Woese a Fox
v roku 1977 zaradili Archaea k tretej, samostatnej risi, od-

.....

tvoria predstavitelia troch zakladnych fenotypickych sku-
pin: halofily, metanogénne baktérie a termoacidofily. Ich
vyznamnym spolo¢nym menovatelom je, Ze sa nachiadzajd
v extrémnych ekologickych podmienkach?.

Jednym z najdoleZitejSich biochemickych rysov Ar-
chaea je okrem iného, aj unikdtne lipidické zloZenie
a z toho odvodend Specifickd Struktira membrény, ¢o tiez
slazi ako prioritny taxonomicky znak tejto skupiny mikro-
organizmoyv.

Stidium archaebakteridlnych membran otvira nové,
fascinujtice a doposial nevyrieSené problémy membranolé-
gie. Je mozné predpokladat, Ze zavedenie metéd molekulo-
vej bioldgie, ktoré zatial v Archaea nie st uspokojivo apli-
kovatelné, prinesie mnohé vyznamné objavy z teoretického,
ale i praktického hladiska.

2. Chemické zlozenie membran

Zéakladnymi zloZkami vSetkych bunkovych membran sa
molekuly bielkovin a lipidov. Mnohé membriny obsahuju
menSie mnoZstvo sacharidov vo forme glykoproteinov
a glykolipidov a urcity podiel sterolov a inych zloZiek lipi-
dickych vlastnosti’.

Archaebakteridlne membrany sa vyrazne odliSuja od
membran baktérii aj eukaryotov, a to nielen zloZenim a fy-
zikdlno-chemickymi vlastnostami jednotlivych zloziek, ale
aj ich vzdjomnym usporiadanim. Jedine¢né membranové li-
pidy prispievajid Archaea k mozZnosti existovat v extrém-
nych podmienkach.

2.1. Membranové lipidy

Podstatnt Cast lipidov, nachiddzajdcich sa v biomembra-
nach eukaryotov, tvoria fosfoglyceridy, sfingofosfolipidy
(klasifikované ako fosfolipidy) a cholesterol. U fosfoglyce-
ridov je hydrofébna cast tvorend mastnymi kyselinami
s roznou dizkou retazca a stuptiom nasytenia, naviazanymi
esterovou vizbou na glycerol. U sfingofosfolipidov je gly-
cerol nahradeny sfingozinom. R6zne membrany sa liSia za-
stipenim jednotlivych amfifilnych lipidov, ako aj ich po-
merom k lipidom neutralnym?3-3.

Zékladné rozdiely medzi lipidickym zloZenim mem-
bran u baktérii, eukaryotov a u Archaea mozno zhrnut
nasledovne:

1. Rozdielny charakter uhlovodikovych retazcov. Kym
baktérie a eukaryoty obsahuji mastné kyseliny s roz-
nym stupfiom nasytenia, u Archaea nachddzame silne
metylované izoprenoidné refazce.

2. Rozdielny charakter vdazby medzi glycerolom a mast-
nymi kyselinami resp. izoprenoidnymi retazcami.
U baktérii a eukaryotov sa jednd o esterovi vizbu
(-CH,-OCOR), u Archaea o €terovi vizbu (-CH,OR).
Vynimku tvoria plazmalogény u eukaryotov, kde sa tiez
vyskytuje éterova vizba.
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3. Dalsou zvlastnostou u Archaea je to, Ze izoprenoidy su
vo fosfolipidoch membran viazané v poziciach sn-2,3
na fosfoglycerolovu kostru, zatial ¢o u baktérii a euka-
ryotov s mastné kyseliny viazané na fosfoglycerolova
kostru fosfolipidov v poziciach sn-1,2.

4. Z hladiska Struktiry membriny je pozoruhodné, Ze
u Archaea sa zistila pritomnost tetraéterovych lipidov
typu 2,2’,3,3’-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol. Po-
drobnosti budi uvedené dalej.

Pritomnost éterovych lipidov v membranach extrém-
nych halofilov bola objavend v roku 1978 (Kates a spol.
identifikovali glycerol-diéterové lipidy u Halobacterium
cutirubrum)’. Neskor sa ukdzalo, Ze unikatnost archaebak-
teridlnych lipidov je jednym z faktorov, ktoré umoZziuju za-
radenie tychto organizmov do samostatnej riSe. Analyza po-
larnych lipidov sa stala beZne pouZivanou metédou pri kla-
sifikdcii a druhovom zatriedeni novych izoldtov archaebak-
térifs.

80-95 % membranovych lipidov archaebaktérii tvoria
poldrne éterové lipidy a 5 — 20 % neutralne skvalény (Cy)

a iné izoprenoidy”.

2.1.1. Poldrne membrdnové lipidy

Polarne archaebakteridlne lipidy pozostavaju z glycerol-
éterovej Casti, na ktord sd naviazané polarne ,hlavicky“.

a b
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Obr. 1. Membranové lipidy archaebaktérii. a) fytanyl-diéter,
b) bifytanyl-diéter (makrocyklicky),c) fytanyl/sesterterpanyl-diéter,
d) bifytanyl/fytanyl/fytanyl/diglycerol-tetraéter, e) bisfytandiyl/di-
glycerol-tetraéter, ) bisfytandiyl/nonitolglycerol-tetraéter!!

Referaty

Tieto sd tvorené organickymi fosfitovymi estermi alebo
sacharidovymi zvySkami, podobné baktéridm a eukaryo-
tom.

Na zéklade éterovych ,,chvostikov* rozozndvame u ar-
chaebaktérii tzv. archaeolové a caldarchaeolové lipidy (da-
lej diéterové a tetraéterové lipidy)°.

Diéterové lipidy predstavuji Cy,,-diétery (ide o 2,3-
-di-O-difytanyl-sn-glycerol, oznacované tieZ D), v ktorych
st dva uhlovodikové retazce éterovou védzbou viazané na
glycerol v polohe sn-2,31%:11 (obr. 1a). Extrémne halofily
obsahuji okrem C,,,,-diéterov aj variabilné mnoZstva
Czoyzs-diéterov (obr. 1¢) a C25’25-diéter0V”. V membranach
metanogénov Methanococcus jannaschii sa dokdzala mak-
rocyklické forma diéterovych lipidov!! (obr. 1b). Charakte-
ristickou Crtou niektorych metanogénov je i vyskyt hydro-
xylovanych diéterov, v ktorych je na 3 uhliku sn-2 alebo
sn-3 alkylového retazca naviazana OH skupina!®.

Tetraéterové  lipidy predstavuju  C, 4o-tetraétery
(2,2’,3,3-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol, oznaCované Ty).
Je to jedine¢né forma lipidov, ktorej existencia bola doka-
zand len u archaebaktérii. Tetraéterové lipidy st diméry,
ktoré vznikaji kondenziciou dvoch diéterovych lipidov
cerolu spojené 40-uhlikovymi bisfytandiylovymi retazcami
(obr. 1e). Vo vSeobecnosti ich mozno ndjst u termoacidofi-
lov, extrémnych termofilov a metanogénov. Doposial ne-

HO JY\/\(\/Y\/Y\)\/\)\/\NWOH } metanogény
HO %\A/\/‘v*
OH
HOW
%OH

HO

thermoplasma

> sulfolobus

HO OH

OH

Obr. 2. Struktira bifytanylovych retazcov tetraéterovych lipi-
dov a ich distribicia v ramci Archaea. Termofilné archaebakté-
rie rodov Sulfolobus a Thermoplasma mo6Zu v retazci obsahovat
1 aZ 4 cyklopentdnové kruhy?

boli dokdzané u extrémnych halofilov. U niektorych
Archaea sa v malych mnoZstvach vyskytuju aj tetraétery,
ktoré obsahuju jeden C,, fytanylovy retazec a dva C,, fyta-
nylové retazce, u ktorych nedoslo ku kondenzicii a nevy-
tvorili druhy C, retazec!! (obr. 1d). Specifikom termoaci-
dofilov rodu Sulfolobus je vyskyt nonitolglycerol-tetraéte-
rov s 9-uhlikovym alkoholom nonitolom, ktory nahradza
jednu molekulu glycerolu v $truktire tetraéteru'! (obr. 1f).
Typickou vlastnostou termofilov je pritomnost 1 aZ 4 cyk-
lopentinovych kruhov v bifytanylovych retazcoch? (obr. 2).
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2.1.2. Neutrdlne lipidické komponenty
membrdn

Dalsie vyznamné zlozky membran predstavuji neu-
tralne lipidy, ktoré st u eukaryotov reprezentované hlavne
sterolmi.

KedZe membrany prokaryotickych buniek neobsahuji
steroly, predpoklada sa, Ze u prokaryotov sa v dosledku ne-
pritomnosti kyslika v atmosfére, evolicia sterolov zastavila
na urovni skvalénu. Prokaryotické bunky si vSak aj za ana-
erobnych podmienok dokazali zo skvalénu nasyntetizovat
Struktirne a funk¢né ekvivalenty sterolov, tzv. hopanoidy.
Hopanoidy su, podobne ako steroly, pitcyklické uhlovodiky
s roznym poctom nasubstituovanych OH skupin. Dokédzalo
sa, Ze sa vo zvySenej miere vyskytuji najmi u acidofilov
a v membranach tvoriacich velky proténovy elektroche-
micky gradient?.

Neutrélne lipidy Archaea su zastipené najméd C, izo-
prenoidmi (skvalénmi), ale aj inymi izoprenoidnymi uhlo-
vodikmi. Archaebakteridlne neutrdlne lipidy, ale aj fytany-
lové retazce ich poldrnych lipidov, maji v podstate rovnaky
izoprénovy Struktdrny zdklad, ako eukaryotické steroly ¢i
prokaryotické hopanoidy. Predpokladd sa, Ze tieto latky
maji v membrinach Archaea podobnt funkciu, ako steroly
v membrénach eukaryotov a hopanoidy v membranach pro-
karyotov!!12,

2.2. Membrinové proteiny

Membranové proteiny maji okrem Struktdrnej, aj
mnohé Specifické enzymatické funkcie v transporte latok
cez membrédnu, ale i vo vnutri bunky, v prenose informacie
prostrednictvom receptorov a iné. Zda sa pravdepodobné,
Ze variabilite membriny archaebaktérii v zloZeni lipidov
zodpoveda aj variabilita v zloZeni proteinov. V tejto stvis-
losti st zaujimavé najmé proteiny, ktoré sa podielaji na
transporte latok cez membrany.

Napriek odliSnej Struktdire lipidov v membrdnach Ar-
chaea, membrinové transportné kandly st velmi podobné
bakteridlnym a eukaryotickym. Su tvorené polypeptidovym
retazcom, ktory je v membrane ukotveny pomocou jedného
alebo viacerych transmembrianovych tsekov so Struktirou
o-helixu'3.

Vzhladom na fylogenetické postavenie archaebaktérii je
zaujimava i komplexicita elektron-transportného systému.
Predpokladalo sa totiZto, Ze archaebakteridlne cytochrémy
a respira¢né enzymy by mali mat ovela jednoduchsiu Struk-
turu, ako ich bakteridlne Ci eukaryotické ekvivalenty. Uka-
zalo sa vSak, Ze u viacerych Archaea dochddza ku vzniku
neobvyklych asocidcii medzi cytochromami a inymi respi-
ratnymi proteinmi za vzniku tzv. superkomplexov!4-16,

Vplyvom extrémnych Zivotnych podmienok sa pocas
evolucie vytvorili uZ u Archaea viaceré adaptacné
mechanizmy, ktoré zahffiaji i zmeny v charaktere membra-
novych proteinov. Ide hlavne o ovplyvnenie celkového na-
boja proteinu, zmeny v charaktere vizieb v radmci proteinu
ako i interakcii proteinu s inymi molekulami, ¢i zmeny
v procese samotného skladania proteinu!”.
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Doposial nie je tplne objasneny spdsob, akym dokdzu
niektoré extremofilné Archaea predchadzat degradicii ami-
nokyselin, nakolko mnohé z tychto aminokyselin maja za
extrémnych teplot pol¢as Zivota kratsi, ako je generacnd
doba termofilu. Existuje viacero moznosti; moze ist napr.
o modifikdcie aminokyselin, ktoré brania ich degradicii
(deaminacia, B eliminacia, oxidacia, hydrolyza a iné), dalej
o vyuZivanie Specifickych ochrannych latok, alebo do-
chédza vo zvySenej miere k samotnej syntéze aminokyse-
lin!7.

Membréanové proteiny Archaea st v sticasnosti predme-
tom zdujmu mnohych pracovnych skupin. Ich snahou je
identifikovat spdsob, akym si z ndSho pohladu aj za ex-
trémnych podmienok, archaebakteridlne proteiny dokdZu
udrziavat svoju stabilitu. Vysledky doterajSich experimen-
tov priniesli niekolko moZnych mechanizmov tohto pri-
spOsobenia sa. Analyzou proteinov niektorych termofilov
sa zistilo, Ze maji zniZeny obsah glycinu a zniZeny pomer
povrchu proteinu k jeho objemu. Dokazalo sa, Ze k zvySe-
niu stability proteinov u termofilov moZe prispiet zvicSenie
mnoZstva slabych interakcii (vodikovych mostikov, i6no-
vych a hydrofébnych vizieb) v rdmci proteinu, obzvIast ale
vytvaranie iénovych parov!®!9. Mnohé proteiny extrém-

a mensie mnoZstvo zasaditych aminokyselin'$.

Zaujem o tieto skupiny proteinov je jasny, pretoZe po-
znanie ich zloZenia a Struktiry moZe mat vyznamné bio-
technologické aplikacie. Sti¢asné trendy v spoznavani kom-
pletnych gendmovych sekvencii a ich funk¢nd analyza
u Archaea vytvaraji dobré predpoklady na to, aby sa
v ramci komparativnej genomiky a proteomiky dali rozpo-
znat principy veddce k rozdielom medzi membranovymi
proteinmi Archaea, baktérii a eukaryotov. Treba podotknut,
Ze v suCasnosti st naSe znalosti archaebakteridlnych mem-
branovych proteinov len obmedzené.

3. Molekulova organizacia archaebakterialnych
biomembran

Vsetky doposial Studované membrany z eukaryotickych
alebo z prokaryotickych buniek maji v podstate podobné
zloZenie, a su aj velmi podobné v Struktirnej organizicii.

Bunkové membrany st supramolekuldrne Struktury,
ktorych zakladnou zloZkou je fosfolipidovd dvojvrstva.
Dvojvrstva mé vnuatornd a vonkajSiu stranu, a molekuly li-
pidov sui v nej orientované tak, Ze hydrofébne retazce sme-
rujt do stredu a poldrne skupiny na povrch dvojvrstvy. Cast
povrchu pokryvaju periférne proteiny, ktoré sa daji z mem-
brany relativne lahko uvolnit. Integrilne proteiny mozu byt
ponorené vo fosfolipidovej dvojvrstve rozli¢ne hlboko?.

Jednotlivé Struktirne elementy biologickej membrany
st spolu viazané hydrofébnymi a elektrickymi interakciami
ako aj van der Waalsovymi silami. Navzdjom spolu geome-
tricky a termodynamicky interaguji®. Elektrostatickymi si-
lami sa moZu spolu viazat poldrne skupiny fosfolipidov
s polarnymi skupinami bielkovin, ale rozhodujicou silou,
ktord drzi membranové kontinuum pospolu, je prave hydro-
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fobna vizba, ktord sa vytvara medzi uhlovodikovymi retaz-
cami membrinovych lipidov a transmembranovymi tsekmi
membrénovych protefnov??,

Z tohto hladiska bolo prekvapujice zistenie, Ze mem-
brany Archaea sa chemicky zdsadne odliSuji od membran
prokaryotov a eukaryotov.

Archaea dokdzali prispdsobit zloZenie, ale i Struktiru
membrdny podmienkam vonkajsieho prostredia. Ucelom
bolo udrZanie membréanovej fluidity, ktorej kvapalno-krys-
talicky stav zavisi od teploty, charakteru alkanovych retaz-
cov, pH ¢&i pritomnosti divalentnych iénov2!.

Jedine¢né zloZenie a Struktira lipidov v membranach
Archaea zabezpecuje jej optimalnu funk¢nost.

Diéterové lipidy archaebaktérii su schopné vytvérat
,klasicka* lipidicka dvojvrstvu vdaka interakcidm oproti
sebe orientovanych fytanylovych retazcov.

Di7ka fytanylového refazca je zhodna s diZkou refazca
mastnych kyselin u ,klasickych* lipidov baktérii a eukary-
otov, a tak i celkova hriibka dvojvrstvy je podobna!%-22,

Zvlastnostou Archaea je vS§ak membréina zloZena z tet-
raéterovych lipidov, pripadne zo zmesi diéterovych a tetra-
éterovych lipidov. Lipid zloZeny z diglyceroltetraéteru méa
dve poldrne skupiny a aj svojou diZkou spiia predpoklady
na to, aby prestiipil archaebakteridlnu membranu po celej
jej hrubke, a tak dokdzal nahradit obe polovice ,klasickej*
lipidickej dvojvrstvy. Tento zaujimavy fakt bol zdkladom
fyzikédlno-chemickych experimentov, ktoré potvrdili, Ze
v pritomnosti tetraéterov mdZe archaebakteridlna mem-
brana existovat vo forme ,,monovrstvy*. Monovrstva je tvo-
rend tetraéterom, ktorého dve poldrne skupiny nachidza-
juce sa oproti sebe, vytvaraji dve opacné strany mem-
brany!%22, U metanogénov a termoacidofilov, u ktorych s
membrénové lipidy tvorené zmesou diéterov a tetraéterov,
sa mOZe aj membriana nachidzat vo forme zmesi mono-
vrstvy a dvojvrstvy0,

4. Vplyv zloZenia membran na ich funkciu

Alkylova éterova Struktira doddva stabilitu lipidom
v prostredi s extrémnymi hodnotami pH. Netypickd konfi-
gurdcia zvySuje rezistenciu lipidov vo&i fosfolipizam?3.
Tetraéterové lipidy svojim usporiadanim v membréine ov-
plyviiuji pohyb menSich susediacich molekul a pdsobia i na
celkovii vertikédlnu stabilitu dvojvrstvy?*.

Optimdlnou rastovou teplotou zna¢ného mnoZstva Ar-
chaea organizmov je teplota vicSia ako 45 °C. Predpoklada
sa, Ze kvapalno-krystalicky stav membrany v prostredi s vy-
sokymi teplotami pomdhaja udrZiavat aj rozvetvené izopre-
noidné retazce diéterovych a tetraéterovych lipidov. Rast
v prostredi s vysokymi teplotami vyZaduje nielen tepelni
stabilitu enzymov a inych makromolekul, ale aj urcité ob-
medzenia v membranovej permeabilite. Pri vysokych teplo-
tach sa vo vSeobecnosti zvySuje rychlost chemickych reak-
cii. To sa tyka aj pohybu i6nov cez membrany. Ak spriaha-
juci (coupling) i6n (protén alebo sodny i6n) neSpecificky
difunduje prili§ rychlo, organizmus si nie je schopny vytvo-
rit adekvatny elektrochemicky gradient tohto i6nu cez
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membréinu, ktory je doleZity z bioenergetického hladiska.
V membrénach, zloZenych z tetraéterovych lipidov, je pro-
tonovd permeabilita limitovand, ¢o umoZiiuje termofilnym
Archaea udrZiavat stabilni proténmotivnu silu23-26,

Za ucelom vytvarania optimalneho elektrochemického
potencidlu protéonov cez membriany si mnohé baktérie
a vicsina Archaea schopné menit a prisposobovat lipidické
zloZenie svojej membrany. Tento jav sa nazyva ,.homeopro-
t6nové permeabilitna adaptécia“3-2,

U metanogénov mozZe byt vyskyt archaebakteridlnych
lipidov vyhodou v prostredi s vysokymi koncentriciami
metanu, ktory ma na klasickd bunkovii membranu nepriaz-
nivy rozpustaci vplyv23.

5. Archaeozémy

Lipozémy st umelé sférické uzatvorené vezikuly, ktoré st
tvorené jednou alebo viacerymi fosfolipidovymi dvojvrstvami
a je v nich zachovand bariérova schopnost membrany.

V sucasnosti sa lipozomy vyuZivaju nielen ako umelé
membranové modely pri ziskavani novych poznatkov o trans-
porte latok, transportnych mechanizmoch a funkciich za-
aj v medicine a farmdcii. Pri pokusoch o ich aplikiciu v Zi-
vych systémoch vSak Casto nie st schopné odoldvat vysokej
teplote pri sterilizdcii, kyslym hodnotdm pH v Zaludku, ¢i
koncentricii soli v mo¢ovom mechure, ktoré spdsobuji na-
priklad zvySenu agregéciu vezikil, hydrolyzu fosfolipidov
alebo neZiadiice uvolnenie pren4sanej latky2”-29.

Niektoré ,,nedostatky* klasickych lipozdmov dspeSne
pomdha rieit vyuZivanie archaebakteridlnych lipidov a tzv.
archaeozomov.

Su to lipozémy pozostivajice vyluéne z archaebakteri-
dlnych lipidov, alebo sa tieto nachddzaju v zmesi s inymi
esterovymi lipidmi. DoterajSie experimenty preukazali, Ze
archaeozémy tvorené poldrnymi archaebakteridlnymi li-
pidmi su relativne stabilnejSie ako klasické lipozomy. Ide
najmi o stabilitu vo¢i zmendm pH, vysokej teplote, zvySe-
nej koncentrécii Zl¢ovych soli, t¢inku fosfolipaz, su stabil-
nejSie i po dlh§om skladovani na vzduchu. Stupeii stability
zavisi od zdroja polarnych lipidov!0-27-30,

Archaeozomy, pripravené z vybranych archaebakteriil-
nych lipidov, i po tepelnej sterilizécii v autokldve nepodlie-
haju fuzii ¢i agregacii jednotlivych vezikul, ktora je v tomto
pripade problémom klasickych lipozémov. Takto si archae-
ozOémy aj pri vysokej teplote dokdZzu udrzat zabudovant
prenasanu latku. ZvySeny zdujem o archaeozémy podnietila
aj ich schopnost interagovat s fagocytujtiicimi bunkami nie-
koIko ndsobne intenzivnejSie ako konvencné lipozomy, ¢im
sa otvorili nové moZnosti pouZitia ich adjuvantnej schop-
nosti pri priprave vakcin3931,

Predpoklada sa, Ze archaeoz6my, podobne ako lipozémy,
pomodZu v buddcnosti vyrie§it eSte mnoho nezodpovedanych
otdzok spojenych s existenciou samotnych archaeabaktérii.
Nesporne néjdu vyuZitie aj ako proteolypozémy pri Stidiu
transportu latok cez archaebakteridlne membrany a spdsobu
zabudovania a funkcie membranovych proteinov.
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6. Zaver

Cielom tejto prace bolo ukézat, ¢im sa Archaea vyrazne
odliSuja od ostatnych organizmov, z hladiska membran. Ar-
chaebaktérie st vSak charakteristické nielen unikdtnym zlo-
Zenim bunkovych membrén a povrchovych obalov, ale za-
roveil obsahuji radu enzymov a biochemickych komponen-
tov nezvycajnych vlastnosti. V ich bunkach prebiehaju je-
dine¢né metabolické procesy a navySe maju rozdielny ge-
neticky a proteosynteticky aparat.

S existenciou Archaea sa doposial spija mnoZstvo ne-
zodpovedanych otiazok. Dovodom je i to, Ze ich izolacia
a kultivécia prindSa aj v stiCasnosti mnohé experimentalne
tazkosti. Spozndvanie pozoruhodnych vlastnosti tychto or-
ganizmov ma viak obrovsky vyznam. Stadium biochemic-
kej, genetickej a molekuldrno-biologickej podstaty Archaea
moZe nielen pomoct porozumiet procesu bunkovej evolu-
cie, ale nadobudne urcite vyznam i pri ich dal$ej biotechno-
logickej aplikdcii.

Autori prdce dakuju za financni podporu VEGA financ-
nym grantom 2/7134/20 . Tdto prdca bola podporovand
Agentiirou na podporu vedy a techniky prostrednictvom fi-
nancnej podpory ¢. APVT -51-016502.

LITERATURA

1. Woese C. R., Fox G. E.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
74, 5088 (1977).

2. Langworthy T. A., Tornabene T. G., Holzer G.: Zbl.
Bakt. Hyg., I. Abt. Orig. C 3, 228 (1982).

3. Ferentik M., Skarka B., Novdk M., Turecky L.: Bio-
chémia. Slovak Academic Press, Bratislava 2000.

4. Subik J.: Chem. Listy 65, 180 (1971).

5. Hayes J. M.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97, 14033
(2000).

6. Koga Y., Nishihara M., Morii H., Akagawa-Matsushita
M.: Microbiol. Rev. 57, 164 (1993).

7. Kates M.: Prog. Chem. Fats Lipids 75, 301 (1987).

8. Ross H. N. M., Grant W. D., Harris J. E., v knihe: Che-
mical Methods in Bacterial Systematics (Goodfellow
M., Minnikin D. E., ed.), str. 289. Academic Press,
New York 1985.

9. Sprott G. D.: J. Bioenerg. Biomembr. 24, 555 (1992).

10. Patel B. P., Sprott G. D.: Encyclopedia of Life Sciences.
Macmillan Publishers, London 2001.

11. Langworthy T. A., Pond J. L.: Syst. Appl. Microbiol. 7,
253 (1986).

12. Haines T. H.: Prog. Lipid Res. 40, 299 (2001).

13. Saier M. H., Jr.: J. Membr. Biol. 175, 165 (2000).

14. Schifer G., Engelhard M., Miiller V.: Microbiol. Mol.
Biol. Rev. 63, 570 (1999).

Referaty

15. Schifer G., Purschke W., Schmidt Ch. L.: FEMS Mic-
robiol. Rev. 18, 173 (1996).

16. Schiitz M., Brugna M., Baymann E. L. F., Huber R.,
Stetter K. O., Toci G. H. R., Lemesle-Maunier D., Sch-
midt P. T. Ch., Nitschke W.: J. Mol. Biol. 300, 663
(2000).

17. Jaenicke R., Bohm G.: Curr. Opin. Struct. Biol. 8, 738
(1998).

18. Madigan M. T., Oren A.: Curr. Opin. Microbiol. 2, 265
(1999).

19. Jaenicke R.: FEMS Microbiol. Rev. 18, 215 (1996).

20. Yeagle P. L.: Horizons in Membrane Biotechnology.
Wiley-Liss, New York 1990.

21. Driessen A. J. M., Van de Vossenberg J. L. C. M., Ko-
nings W. N.: FEMS Microbiol. Rev. 18, 139 (1996).

22. Bullock C.: Biochem. Mol. Biol. Educ. 28, 186 (2000).

23. Kates M.: Biochem. Soc. Symp. 58, 51 (1992).

24. Beveridge T. J., Choquet C. G., Patel G. B., Sprott G.
D.: J. Bacteriol. 175, 1191 (1993).

25. Van de Vossenberg J. L. C. M., Driessen A. J. M., Ko-
nings W. N.: Extremophiles 2, 163 (1998).

26. Albers S. V., Van de Vossenberg J. L. C. M., Driessen
A.J. M., Konings W. N.: Front. Biosci. 5, 796 (2000).

27. Choquet Ch. G., Patel G. B., Sprott G. D.: Can. J. Mic-
robiol. 42, 183 (1995).

28. Szoka F., Jr.. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 9, 467
(1980).

29. Yamauchi K., Doi K., Kinoshita M.: Biochim. Biophys.
Acta 1283, 163 (1996).

30. Patel G. B., Sprott G. D.: Crit. Rev. Biotechnol. /9, 317
(1999).

31. Sprott G. D., Brisson J. R., Dicaire Ch. J., Pelletier A.
K., Deschatelets L. A., Krishnan L., Patel G. B.: Bio-
chim. Biophys. Acta 7440, 275 (1999).

L.. Cuboniova and P. Smigan (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Unique Lipids and
Structures of Membranes in Archaebacteria

The most striking chemical differences between Ar-
chaea membrane lipids and lipids of living organisms are as
follows. The former contain (/) 2,3-di-O-difytanyl-sn-gly-
cerol instead of 1,2-diacyl-sn-glycerol, (2) ether bonds in-
stead of ester bonds, (3) isoprenoid chains instead of fatty
acids, (4) branched isoprenoids. The structure of Archaea
membranes is also unique. Lipid vesicles prepared from ar-
chaeal lipids (archaeosomes) are more stable than liposo-
mes and are useful for medical and biotechnological appli-
cations.
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1. Uvod

Triterpeny tvofi pocetnou skupinu piirodnich latek,
odvozenych od lanostanu, cykloartanu, dammaranu, eufanu
a protostanu a skupina pentacyklickych derivati odvoze-
nych od ursanu, oleananu, B-amyrinu, gammaceranu, lupanu
a hopanu. Zajem o tyto latky je mimo jiné podminén skutec-
nosti, ze vykazuji pestré spektrum biologickych aktivit'.
Nachézime mezi nimi velmi casto latky s baktericidnim,
fungicidnim 1 antivirovym uU¢inkem. Mnohé znich jsou
cytotoxické a mohou byt vyuZzity v mediciné jako kancero-
statika, ne¢které ovliviiuji kardiovaskularni systém, jiné zase
maji protizanétlivy Gcinek apod. Triterpeny jsou Casto ucin-
nymi principy lé€ivych ¢aji a své misto nachédzi i v moderni
medicin€. Takovym ptikladem miize byt i kyselina betulino-
va, které je vénovan tento clanek.

2. Kyselina betulinova

Kyselina betulinova (3p-hydroxylup-20(29)-en-28-ova,
1) je krystalicka latka o b.t. 279-284 °C (za rozkladu)?, $pat-
n¢ rozpustna v ethanolu a acetonu a nerozpustna ve vodé,
[a]p + 8,4° (¢ = 0,83, pyridin)>. Byla izolovana napf. z
afrického kefe Ziziphus mauritiana Lam. (Rhamnaceae)’, je
vSak dostupnd i z jinych zdroji, napf. z kary platanu
(Platanus acerifolia), kterd vedle kyseliny platanové obsa-
huje az 2,4 % kyseliny betulinové®. Dostupnym a levnym
zdrojem mize byt i kiira biizy (Betula alba, B. papyrifera)
obsahujici betulin (lup-20(29)-en-3f,28-diol, II), ktery lze
snadno oxidaci®® prevést na kyselinu /. Betulin byl jednou
z prvnich pfirodnich latek, kterou se podatilo ziskat z rostlin
jako cistou chemickou substanci. Byl izolovan Lowitzem
vroce 1788 sublimaci zbiezové kury, kde se nachazi
v mnozstvi od 10 do 30 %. Jeho lupanova struktura byla
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kyselina betulinova /, R = COOH
betulin /I, R = CH,0OH

objasnéna v roce 1952. Pozdé&ji byla latka nalezena v celé
fadé dalsich rostlin. V soucasné dob¢ je betulin ziskavan ve
velkych mnozstvich jako vedlej$i produkt pfi zpracovani
brezové kiiry a nachazi uplatnéni v fad¢ aplikaci.

2.1.Kyselina betulinova
a apoptdza

Zjisténi, Ze kyselina betulinova vyvolava apoptézu bylo
publikovano v roce 1995 (cit.”). Jde o typ apoptozy vyvola-
ny pfimym G¢inkem na mitochondrie® ', nezavisle na aku-
mulaci proteinu p53 a nezavisle na indukovanych systémech
ligand/receptor, jako je napt. CD95. U¢inkem kyseliny betu-
linové se z mitochondrii uvolfiuji do cytosolu rozpustné
apoptogenni faktory jako je cytochrom ¢ nebo ARF
(alternative reading frame), kde aktivuji kaspasy'"'%.

2.2. Toxikologie kyseliny
betulinové

Kyseliny betulinova je prakticky netoxicka a tim, Ze
neplsobi na zdravé buniky a apoptézu vyvolava pouze u
bunék rakovinnych, je povazovana za bezpecné 1écivo.

2.3.Kyselina betulinova
¢eni ristu melanomu

a potla-

Kyselina betulinovd rovnéZz vykazuje protinddorovou
nejcastéj$im druhem kozni rakoviny a napt. v USA timto
onemocnénim trpi kazdy devadesaty Ameri¢an'*. Ro¢né je
v USA zaznamenano 800 tisic novych pfipadi a je to zde
nejcastéji se vyskytujici druh rakoviny. Podle dosavadnich
zkuSenosti je kyselina betulinova selektivnim inhibitorem
ristu melanomu', ale také neuroektodermélnich a malig-
nich mozkovych tumord, aniz je toxicka pro zdravé buiky .
Také nékteré derivaty kyseliny betulinové vykazuji vysokou
ucinnost proti melanomu, jako napf. konjugaty jeji karboxy-
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lové skupiny s aminokyselinami. Tyto konjugaty jsou 1épe
rozpustné ve vodé a maji vyssi selektivni cytotoxicitu'.
Mechanismus ptisobeni proti témto typiim rakoviny vyplyva
z vyse uvedené indukce apoptozy”'” . Efektivni je kyselina
belt;llinové i v parcidlni inhibici promocni faze karcinogene-
se .

2.4.Kyselina betulinova
a inhibice HIV

Kyselina betulinova vykazuje také anti-HIV aktivi-
tu'™"°, podobng jako nékteré jeji derivaty, a piedstavuje
novou skupinu 16&iv AIDS?**. Jeji antivirovy G&inek spoéi-
va na schopnosti vyvolavat fizi virovych ¢astic tim, Ze se
véaze na virovy glykoprotein gp41 (cit.). Kyselina betulino-
va tak rozgifuje spektrum soucasnych lé&iv AIDS?.

2.5.Dalsi mozZnosti uplatnéni
kyseliny betulinové

Kyselina betulinova byla testovana také jako potencial-
ni antimalarikum. In vitro vykazovala inhibi¢ni aktivitu
proti kmentim Plasmodium falciparum senzitivnim na chlo-
rochin (T9-96) i rezistentnim (K1), ale aktivita in vivo na
modelu mysi malarie (P. betghei) byla nizka™. Potencialni
vyuziti kyseliny betulinové tkvi rovnéz v jejim protizanétli-
vém ucinku vyvolaném inhibici fosfolipasy A (cit.®®). Proti-
zanétlivy ucinek mize vyplyvat i z inhibice cyklooxygenasy
1 a2 (cit.?).

3. Zavér

Predkladany ¢lanek struéné informuje o farmakologic-
kych aktivitach ptfirodniho triterpenu kyseliny betulinové a
ukazuje, ze tato sloucenina je potencialné velmi vhodnym
agens k terapii dvou typt Casto se vyskytujicich nadorovych
onemocnéni, malignich melanom® a nadortt mozku. Vzhle-
dem k tomu, Ze prakticky nevykazuje zadné vedlejsi toxické
ucinky, je uvedena sloucenina vysoce slibna pro klinické
pouziti v humanni medicin€. Vedle potencialniho terapeu-
tického vyuZiti, mize byt pouzita i k zdkladnimu vyzkumu
v laboratotich studujicich mechanismus apoptdzy, jako mo-
delové sloucenina indukujici tento proces pfimym vlivem na
mitochondrie. Pro chemické laboratofe je kyselina betulino-
va cennym zdrojem inspirace vyvoje novych farmakologic-
ky G¢innych sloucenin na bazi terpend.
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Betulinic acid, a pentacyclic triterpene of the lupane
type, is a cytotoxic agent for malignant melanoma. It was
identified as a selective inhibitor of melanoma inducing
apoptosis by a direct effect on mitochondria independent of
accumulation of wild-type p53 protein and independent of
death-inducing ligand/receptor systems such as CD95. Mi-
tochondrial perturbations on treatment with betulinic acid
resulted in the release of soluble apoptogenic factors such as
cytochrome ¢ or alternative reading frame from mitochon-
dria into cytosol, where they induced activation of caspases.
Betulinic acid may be a promising new agent in the treat-
ment of neuroectodermal tumors including neuroblastoma.
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1. Uvod

V rostlindch se vyskytuji strukturné velmi rtiznorodé
fenolové slouceniny. Vzhledem k jejich Sirokému rozsiteni
a vysoké koncentraci v rostlindch jsou b&znou soucasti lid-
ské potravy. NejbéznéjSimi rostlinnymi polyfenoly jsou
flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany. V sou€asnosti
roste zajem o studium téchto ptirodnich latek, protoze jejich
piijem v potravé je ddvan do souvislosti se snizenim vysky-
tu zavaznych nemoci jako je rakovina a kardiovaskularni
choroby. Zvyseny piijem cervené¢ho vina, které je zvlaste
bohaté na polyfenoly, je jednim z pravdépodobnych vysvét-
leni tzv. ,,francouzského paradoxu®, tedy relativn¢ vysokym
obsahem tuki v potravé a nizkou mortalitou na kardio-
vaskularni onemocnéni ve Francii'. Epidemiologicka data
upozornuji na korelaci mezi mnozstvim flavonoida v potra-
ve a snizenim rizika kardiovaskularnich onemocnéni, v né-
kterych klinickych studiich az o vice nez 50 % (cit.?). Nizsi
pravdépodobnost nadorovych onemocnéni u osob, které
konzumuji vice potravin bohatych na polyfenoly, neni tak
ziejma a akceptovana u odborné vefejnosti, jako je tomu
u kardiovaskularnich onemocnéni. Pfesto i zde nékteré stu-
die naznacuji, ze piijem potravin obsahujici urcité polyfeno-
ly, mlize chranit organismus pfed nékterymi formami rako-
viny, pfedev§im rakoviny plic’, traviciho traktu*’ a rakoviny
prsu u Zen a rakoviny prostaty u muzi’. Rovnéz fada experi-
mentll na laboratornich zvifatech a nadorovych bunkach
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prokazala antikarcinogenni u¢inky rostlinnych polyfenold.

Predpoklada se, ze na protektivnim Géinku se podili
schopnost rostlinnych polyfenold zhaSet reaktivni kyslikové
radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci iontd ptechod-
nych kovi, predevsim kationtl zeleza, které jsou schopny
generovat vysoce reaktivni hydroxylové radikaly. Polyfeno-
ly chrani lipoproteiny o nizké hustoté pted oxidac¢ni modifi-
kaci, ktera je povazovéana za jeden z klicovych dé&ji pii roz-
voji aterosklerdzy. Mohou také piisobit proti vzniku krev-
nich srazenin a timto zplisobem snizovat riziko infarktu
myokardu nebo mozkové mrtvice. Mechanismy antiatero-
genniho plsobeni polyfenold byly neddvno shrnuty
v prehledném ¢&lanku®. Byla navrzena fada mechanismi,
kterymi mohou polyfenoly pfitomné v potravé ¢loveka chra-
nit pred vznikem rakoviny’, zahrnuji fadu G&inka na Grovni
pfenosu signall, které se uplatiiuji pii kontrole bunééného
cyklu, apoptdzy a angiogenézy. Mohou se uplatnit také an-
tiestrogenni U€inky nékterych tfid polyfenolli, pfedevSim
isoflavonu, lignant a stilbent, shrnuté v ptehledném clan-
ku®.

Malo je vsak znamo o tom, zda a v jakém mnozstvi jsou
rostlinné polyfenoly resorbovéany z traviciho traktu ¢lovéka,
jaké je rozpéti koncentraci v krevni plazmé, jak jsou meta-
bolizovany a vyluCovany z organismu. Rovnéz znalosti
o0 jejich mnozstvi v potravinach nejsou zdaleka kompletni.

2. Prijem polyfenolu

Rostlinné polyfenoly jsou nejrozsifenéjsimi sloucenina-
mi s redukénimi u€inky v nasi stravé. Jejich denni pfijem
byl odhadnut na 1 g a je tedy vyrazné vyssi nez je piijem
antioxidaCnich vitaminfl, jako jsou tokoferoly, karoteny
nebo askorbova kyselina’. Rovn&Z v testech antioxida&ni
aktivity polyfenoly Casto pred¢i vitaminy nebo endogenni
antioxidanty jako je napf. kyselina mocova. Obsah polyfe-

CC
O OH

OH
OH O

Obr. 1. Strukturni vzorec prokyanidin(4—8)dimeru
(proanthokyanidin) a (+)-katechinu (flavanol)
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Tabulka I

Orientacni obsah polyfenolll v béZné konzumovaném mnozstvi nékterych potravin a napojt

Referaty

29,15,43,44

Potravina Mnozstvi potraviny Obsah polyfenolt Hlavni polyfenoly
HPLC Folinovo ¢inidlo®

Brambory 200 g 30 mg 60 mg chlorogenova kys.
Rajcata 100 g 10 mg 40 mg fenolové kyseliny
Jablka 200 g 240 mg 460 mg proanthokyanidiny
Visné 50g 280 mg 280 mg® anthokyany
Pseni¢na mouka 100 g 75 mg 75 mg® ferulova kyselina
Hotka ¢okolada 20g 100 mg 170 mg proanthokyanidiny
Cervené vino 100 ml 100 mg 200 mg proanthokyanidiny
Kava 200 ml 150 mg 180 mg chlorogenova kys.
Cerny &aj 200 ml 140 mg 200 mg katechiny

# Stanoveno spektrofotometricky pomoci Folinova ¢inidla na zakladé reduk&nich vlastnosti polyfenold. Obsahy polyfenold
jsou nadhodnoceny u vzorkil obsahujicich askorbovou kyselinu, piipadné jiné redukujici latky, napf. sifi¢itany (vino).
® Hodnoty stanovené pomoci Folinova &inidla chybi, proto jsou nahrazeny hodnotami ziskanymi pomoci HPLC

OH

OH

OH

HO N
AN
4@

OH

Obr. 2. Strukturni vzorec kyanidinu (anthokyanidin) a flavono-
lu kvercetinu (3,5,7,3",4"-pentahydroxyflavon)

OMe

OH

Obr. 3. Strukturni vzorec genisteinu (isoflavon) a hesperetinu
(flavanon)

noll v nékterych bézné konzumovanych potravinach je uve-
den vtab. I. Hlavnimi zdroji polyfenolii jsou predev§im
napoje (vino, kdva, ¢aj, ovocné dzusy), ¢okolada a ovoce.
Celkovy obsah polyfenold v pivé je také vysoky, piiblizné
350 mg.I", ale &ast z toho ptipada na Maillardovy produkty.

Na celkovém piijmu polyfenold se flavonoidy podili asi
ze dvou tfetin, fenolové kyseliny pfiblizné jednou tfetinou
a ostatni polyfenoly (napf. lignany®'® a stilbeny'') tvoii
minoritni podil’. Flavonoidy mizeme rozdélit do nékolika
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strukturnich tfid, v zavislosti na oxida¢nim stavu heterocyk-
lu obsahujicim atom kysliku (obr. 1 az 3). Biosyntéza flavo-
noidéi byla neddvno uvedena v tomto Casopise'>. V rostli-
nach se flavonoidy vyskytuji pfevazné€ jako [B-glykosidy.
Sacharidovou slozkou je nejcastéji glukosa nebo rhamnosa,
miiZe to byt také glukuronova kyselina, galaktosa nebo jiny
sacharid. Nejcasté&ji je pfipojen jeden glykosyl, nékdy vsak
jsou substituovany dva nebo tfi hydroxyly polyfenolu. Agly-
kon nebo sacharidova slozka mize byt dale substituovana
hydroxykyselinou, napf. kyselinou jable¢nou nebo galovou.
Z flavonoidu se v potravé nejcastéji vyskytuji oligomer-
ni proanthokyanidiny a flavanoly (katechiny), viz obr. 1,
primérny denni piijem kazdé skupiny ptfevySuje 100 mg
(cit.”). Oligomerni proanthokyanidiny, ve kterych je spojeno
2—11 flavanolovych jednotek, nejcastéji vazbou C4-CS,
maji vyrazné adstringentni vlastnosti a vyskytuji se zejména
v ovoci, ¢okolad¢ a Cerveném viné. Katechiny piijimame
predevSim v caji, ovoci a Cokoladé. Anthokyany (obr. 2)
jsou barevné pigmenty ovoce a ¢erveného vina, jejich denni
pfijem je velmi rozdilny, mize dosdhnout az 200 mg
(cit.*®). Flavonoly (obr. 2) se vyskytuji v ovoci, zelening
(cibule) i1 v napojich (Caj), avsak v pomérné malém mnoz-
stvi a tedy jejich denni pfijem byl odhadnut pouze na 20 mg
(cit."®). Piesto patfi, predeviim kvercetin a jeho derivaty
jako je rutin, k nejéast&ji studovanym flavonoidim. Je to
dano jejich komer¢ni dostupnosti a vyznamnou biologickou
aktivitou'®. Rutin se pouziva jako venofarmakum. Isoflavo-
ny (obr. 3) se fadi mezi fytoestrogeny, vyskytuji se prede-
v§im v s6ji’, na celkovém piijmu flavonoidi se podileji jen
z malé ¢asti, jejich piijem byl v Japonsku stanoven jen na
30-40 mg.den’ (cit.’). Flavanony z citrusového ovoce



Chem. Listy 98, 239 — 245 (2004)

0] 0]
3
RO AN OH HO OH
4
HO HO
OH
1
1
HO, ,COOH
o8
OH OH
i
(obr. 3), stejné jako flavony a isoflavony, pfispivaji

k primérnému dennimi piijmu polyfenoli maximalné néko-
lika desitkami miligrami.

Fenolové kyseliny, napf. kyselina kadvova (la, R=H),
ferulova (Ib, R=CH3;) nebo galova (I]) se nejcastéji nachaze-
ji v rostlindch ve formé esterli, v nichZ se vazi karboxylem
na hydroxylové skupiny organickych kyselin nebo sachari-
di. Nejbéznéjsi latkou tohoto typu je kyselina chlorogenova
(IIl), tedy 5-kofeylchinova kyselina. Kyselina chlorogenova
se vyskytuje ve vysokém mnozstvi v kavé (50-150 mg
v $alku kavy). Konzumenti kavy tak mohou pfijimat vice
fenolovych kyselin nez flavonoidd. Dale se nachdzi mimo
jiné v bramborach a v mnoha dalSich druzich zeleniny
aovoce. Kyselina ferulova je nejcastéji soucasti vlakniny,
kde je esterovou vazbou vazana na hemicelulosy. Kyselina
galova se vyskytuje rovnéz ve formé esterd, napf. v galota-
ninech je navazana na glukosu'’.

Pfiznivy vliv rostlinnych polyfenoli na zdravi ¢lovéka,
dokumentovany jak klinickymi studiemi, tak pokusy na
zvifatech a bunécnych kulturach, podnitil zdjem o studium
biologické dostupnosti téchto latek. Nové poznatky, v mno-
hém revidujici piivodni pfedpoklady, jsou piedmétem toho-
to sdéleni, které je zaméfeno predevsim na biologickou do-
stupnost a metabolismus glykosidi kvercetinu, jez jsou
z flavonoidl nejcastéji studovany, a na chlorogenovou kyse-
linu, nejrozsitenéjsi fenolovou kyselinu v nasi potravé.

3. Resorpce a premény polyfenola v travicim
traktu

Hlavnim mistem resorpce polyfenolil v travicim traktu
je tenké a tlusté stfevo. Existuji vSak dikazy, ze nékteré
polyfenoly pfijimané v ndpojich se mohou ¢aste¢né resorbo-
vat jiz v dutin€ Ustni. Po vypiti zeleného ¢aje byla koncent-
race katechinti ve slinach o dva fady vyssi nez v plazmé.
Eliminace katechint ze slin (polo¢as 10—-20 min) byla mno-
hem rychlejsi nez z plazmy. Ve slindch byla také zjiSténa
esterasa hydrolyzujici epigalokatechingalat (/) na epigalo-
katechin'®,

Referaty

Tabulka II
Resorpce polyfenolil v tenkém stfeveé u osob s ileostomii

Polyfenol Mira resorpce [%] Lit.
Kvercetin 24+9 17
Kvercetin-3-rutinosid 17+£15 17
Kvercetin-3-glukosid 52+15 17
Chlorogenova kyselina 33+£17 18
Kéavova kyselina 95+ 4 18
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3.1. Procesy v tenkém stievé

Pivodné se predpokladalo, ze polyfenoly nemohou byt
resorbovany z traviciho traktu Cloveéka ve formé relativné
polarnich glykosidd nebo esteri. Mira jejich resorpce byla
povazovana za nizkou a zévislou na schopnosti stievni mik-
roflory uvolnit nepolarni aglykony, coz je nutné spojeno
s jejich rozsahlou mikrobialni degradaci. Tyto teoretické
pfedstavy byly v souladu s experimentélnimi daty dokumen-
tujici nizkou a proménnou absorpci nékterych polyfenolil
u lidi a zvirat.

Prekvapivé vysledky vsak pfineslo studium resorpce
polyfenolt v travicim traktu u pacientll s ileostomii, tedy s
chirurgickym vyvodem posledni ¢asti tenkého stfeva biisni

g

o}
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H

OH
OHOH OH
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sténou s odvadénim jeho obsahu. Mikrobialni degradace
sloucenin v tenkém stfeveé je minimalni a podil resorbované-
ho polyfenolu se da vypocitat z jeho pfijmu a z mnozstvi
stanoveného v ileostomickém vytoku'”'®. Byla nalezena
vysoka mira resorpce nékterych polyfenoll v tenkém stieve,
viz tab. II. Resorpce kvercetin-3-O-glukosidu byla vyssi nez
resorpce rutinu (kvercetin-3-rutinosidu, V) a prekvapivé
vy§§i nez samotného aglykonu kvercetinu'’. Zajimavym
nalezem byla také vysoka mira absorpce fenolovych kyse-
lin, kyseliny kavové (Ia) a kyseliny chlorogenové (/1]), uka-
zujici, ze fenolové kyseliny mohou byt snaze resorbovany
ztravictho traktu nez flavonoidy'®. Vsechny studie
o biologické dostupnosti kyseliny chlorogenové publikova-
né do roku 1999 vedly k zavéru, zZe se tato fenolova kyselina
neresorbuje z traviciho traktu &lovéka a Zivogicha'®. Resorp-
ce chlorogenové kyseliny z traviciho traktu vSak byla ne-
davno zjisténa u jedinct s ileostomii'® a je v souladu s jejim
pritkazem v plazmé a mo¢i*’.

Prestoze se nekteré flavonoidy pravdépodobné resorbuji
z travicitho traktu ve formé glykosidl, odStépeni polarni
slozky je nebytné pro prostou diftizi vétSiny polyfenoll pies
kartaCovy lem tenkého stfeva. Neenzymova deglykosidace
v lidském téle, napt. v kyselém prostfedi Zaludecni §tavy,
neprobiha. Pro pfeménu glykosidl v tenkém stievé ma nej-
vétsi vyznam enzym laktasa (laktasa-florizin hydrolasa EC
3.2.1.23 a 62). Enzym je lokalizovan na vn¢j$i stran¢ mem-
brany kartd¢ového lemu enterocytil, mize tedy plsobit na
polyfenoly v lumen tenkého stfeva. Laktasa je piedevsim
zodpovédna za hydrolyzu mlécného cukru, disacharidu lak-
tosy. Enzym ma i druhé aktivni misto schopné hydrolyzovat
méné polarni glykosidy, jako jsou B-glykosylceramidy
a pusobi také na dihydrochalkonglukosid florizin (V7). Lak-
tasa je pomérné nespecifickd B-glukosidasa, ktera je schop-
na také Stépit flavonoidni monoglukosidy i diglukosidy,
nehydrolyzuje vSak kvercetin-3-rhamnoglukosid (rutin, V).
Glykosidy flavonoidt jsou piekvapivé hydrolyzovany spise
laktasovou doménou laktasy-florizin hydrolasy*'. Pies 75 %
svétové populace (90 % Africanti a Asiatl, ale pouze 5 %
Evropantl) ma fenotyp spojeny s nizkou aktivitou laktasy
v dospélosti.

Laktasa neni jedinou savéi glukosidasou. Cytosolova -
-glukosidasa je lokalizovana v riznych tkanich véetné ente-
rocytd a kolonocyti, zvlasté pak v jatrech. Ma uzsi substra-
tovou specifitu nez laktasa, na rozdil od laktasy nehydroly-
zuje napf. kvercetin-3-glukosid®'.

V krvi savci a ¢loveéka byly nalezeny nékteré glykosidy
flavonoida. Hydrolyza sacharidové slozky neni tedy pravdé-
podobné nutnou podminkou G¢inné resorpce vSech polyfeno-
I4. V lidské plazmé a moci byly opakované nalezeny antho-
kyany, napf. kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3,5-diglu-
kosid®. Glukosidy kvercetinu byly také detekovany v krevni
plazmé dobrovolnika®+*, tento nalez viak neni plné akcepto-
van celou odbornou komunitou. Odplirci upozoriluji na moz-
nost zamény glukosidii za glukuronidy, protoze maji pfi
HPLC na reverzni fazi v kyselé mobilni fazi velmi blizké
reten¢ni Casy a na vysokou aktivitu tkanovych B-glukosidas.
Predpoklada se, ze glukosidy flavonoid mohou byt trans-
portovany do enterocytll pomoci glukosového prenaSece
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zavislém na Na* (sodium-dependent glucose cotransporter —
SGLT 1). V enterocytech mohou byt hydrolyzovany na
aglykony a transportovany do portalni krve ve form¢ agly-
koni nebo glykosidi®.

3.2. Procesy v tlustém strfeveé

Polyfenoly, které nejsou resorbovany v tenkém stieve,
se dostavaji do tlustého stieva, kde jsou metabolizovany
sttevnimi baktériemi. Z flavonoidu rutinu (kvercetin-3-
-rutinosid, ¥) je bakterialnimi o-rhamnosidasami odstépen
aglykon kvercetin. Chlorogenova kyselina (/1) je hydroly-
zovana bakterialnimi esterasami na kyselinu kdvovou a ky-
selinu chinovou. Produkty hydrolyzy, zbavené polarni sloz-
ky, se mohou resorbovat nebo Castéji jsou dale metabolizo-
vany stfevnimi bakteriemi. Typickymi pfeménami jsou re-
dukéni nebo hydrolytické reakce. Aglykony flavonoidl jsou
rozstépeny v misté pyranového cyklu, obvyklymi produkty
jsou fenolové kyseliny (napt. 3-hydroxyfenyloctova a 3,4-
-dihydroxyfenyloctova kyselina, cit.”*®). Fenolové kyseliny
tvofi zna¢nou ¢ast (30-60 %) metaboliti potravou piijatych
flavanoidi®’. Fenolové kyseliny podléhaji v tlustém stievé
dehydroxylaénim reakcim, castéji je redukovan hydroxyl
v para poloze aromatického jadra, napt. z kyseliny kavové
tak vznika kyselina meta-kumarova (VII). Dale dochazi
k bakterialni hydrogenaci v misté dvojné vazby, kyselina
kavovd se preméiuje na kyselinu  3,4-dihydroxy-
fenylpropionovou (VIII), zatimco zkraceni postranniho fe-
tézce za vzniku derivati kyseliny benzoové probiha pravde-
podobné az po resorpei kyselin v jatrech®.

Je nutné poznamenat, ze koncentrace polyfenolt v tlus-
tém stfevé vzhledem k jejich omezené resorpci v tenkém
stftevé a resorpci vody v tlustém stfevé muize dosdhnout
vysokych hodnot, fadové v mmol.l" a mize piisobit preven-
tivn& proti vzniku kolorektalniho karcinomu’.

Polyfenoly omezuji resorpci zeleza tvorbou stabilnich
komplexti s nehemovym Zelezem v travicim traktu®’. Nizi
resorpce Zeleza mize mit negativni dopad na populaci na-
chylnou na jeho nedostatek (déti, t¢hotné zeny). Na druhou
stranu zvySeny piijem Zeleza je mozny rizikovy faktor ate-
rosklerozy?®.

4. Metabolismus polyfenoli po jejich resorpci

Po resorpci z traviciho traktu jsou polyfenoly dale me-
tabolizovany enzymy pfitomnymi v tkanich ¢lovéka. Piemé-
ny jsou velmi podobné metabolismu 1é¢iv a jinych xenobio-
tik. Polyfenoly se konjuguji s kyselinou glukuronovou, siro-
vou nebo glycinem, podléhaji methylaci nebo kombinaci
téchto pfemeén, coz vede spolecné s bakterialnimi pfeména-
mi v travicim traktu k velkému poctu metaboliti.

Po resorpci jsou polyfenoly konjugovany s kyselinou
glukuronovou buiikami stievni mukézy®, dile mohou byt
v jatrech nebo i v jinych tkanich konjugovany s kyselinou
glukuronovou nebo sulfatovany. Methylace katechol-O-
-methyltransferasou (COMT) probiha v jatrech nebo v led-
vinach. Kyselina kavova (/a) se metabolizuje COMT na
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Obr. 4. Zjednodus$ené schéma metabolickych pifemén kyseliny
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kyselinu ferulovou (/b), zkracenim postranniho fetézce se
tvofi kyselina vanilové (ZX), konjugaci s glycinem vaniloyl-
glycin (X), viz obr. 4. Methylovana mize byt také hydroxy-
lova skupina v para poloze aromatického jadra™.
UDP-glukuronyltransferasy jsou lokalizovany na mem-
branach endoplazmatického retikula a tvofi velkou skupinu
enzymu. Jejich aktivita siln¢ zavisi na slozeni potravy,
pfijmu xenobiotik a genetickém polymorfismu. Fenolsulfo-
transferasy jsou cytosolové enzymy a jejich aktivita je
v populaci velmi rozdilna a neni indukovatelna xenobiotiky™’.
Fenolové kyseliny také podléhaji konjugaci s glycinem®
nebo jsou odbourany na hydroxyderivaty kyseliny benzoo-
vé, pripadné az na kyselinu benzoovou (XI), viz obr. 4.
Kyselina benzoova poskytuje konjugaci s glycinem kyselinu
hippurovou (benzoylglycin, XII). Zna¢na ¢ast hippuratu
vylu¢ovaného moci je produktem odbourani fenolovych

X1l
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kyselin, piipadné flavonoidd. S glycinem se konjuguje také
kyselina 3-hydroxybenzoova (XIII) a 4-hydroxybenzoova.
Presna struktura konjugat polyfenoli (s kyselinou sirovou
nebo glukuronovou) vznikajicich v organismu vétSinou neni
znama®®.

Na rozdil od vétSiny léciv, které jsou casto podany
v jednorazové davce vétsi nez 100 mg, coz vede k saturaci
konjugacénich enzyml a k vyznamné koncentraci nekonju-
govaného 1é¢iva v krevnim séru, koncentrace nekonjugova-
nych polyfenolll v plazmé po pfijmu rostlinné potravy jsou
velmi nizké. Jakmile jsou vSak rostlinné polyfenoly podany
ve farmakologickych davkéach, objevi se vysokd koncentra-
ce nekonjugovaného polyfenolu v krvi. Davka rovnéz ovliv-
fiuje hlavni misto biotransformace polyfenolu. Velké davky
polyfenolu jsou metabolizovany pievazné v jatrech, mala
mnozstvi jsou pfeménovéana jiz stfevni mukoézou,
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k sekundarnim reakcim pak dochazi v jatrech’.

Predpokladéa se, ze konjugované polyfenoly diky své
amfipatické struktufe mohou byt lokalizovany na povrchu
LDL-lipoproteint a G€inné tak brénit jejich oxida¢ni modifi-
kaci*’. Byly zaznamenany velké interindividualni rozdily
v metabolismu polyfenolli pravdépodobné zplsobené gene-
tickym polymorfismem (napf. rozdilna aktivita laktasy, glu-
kuronyltransferas a COMT) a slozenim stfevni mikroflory.

5. Analyza a koncentrace polyfenolii a jejich
metaboliti v plazmé a moci

Mnozstvi polyfenolu v krevni plazmé a moci se stano-
vuje vétSinou vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s elektrochemickou, fluorescenéni nebo hmotnostni detekci.
Detekce v UV oblasti je méné vhodna s ohledem na nedo-
statecnou citlivost a specifitu detekce, n€kdy se pouziva pro
stanoveni v moci. Pii n€kterych aplikacich se stanovovaly
pouze aglykony, vétSinou se vSak voli metody zahrnujici
stanoveni konjugovanych polyfenoli. K hydrolyze konjuga-
th se nejéastéji pouziva enzymovy preparat z Helix pomatia
s B-glukuronidasovou a sulfatasovou aktivitou, méné Casto
se pouziva kysela hydrolyza.

Je-li polyfenol podan dobrovolnikim v mnozstvich
vyskytujicich se v potravé, jeho koncentrace v krevni
plazmé vétsinou nepiekraduje 1 umol.l”, pii vyssich dav-
kach 5 pmol.I'". Rozdilny zptsob metabolismu glukosidi
kvercetinu a rutinu (kvercetin-3-rhamnoglukosidu) se odrazi
v rozdilnych farmakokinetickych datech. Hydrolyza gluko-
sidl kvercetinu v tenkém stfeveé pomoci laktasy nebo cyto-
solové B-glukosidasy vede k rychlému nardstu koncentrace
kvercetinu v krvi dobrovolnikii a maximalni koncentrace
kvercetinu je dosazeno jiz po 30 min od jeho pfijmu. Na-
proti tomu z rutinu je uvolnén aglykon kvercetin az v tlus-
tém stievé bakteridlnimi a-rhamnosidasami a vrcholu hla-
diny kvercetinu v krvi je dosazeno aZ po 6 h. Rovnéz maxi-
malni koncentrace kvercetinu byla v pripadé podani kver-
cetin-4’-glukosidu (3,5 umol.I"" ) podstatn& vy$si nez u ru-
tinu (0,2 pmol.1", cit.*).

Polyfenoly se vylucuji z organismu pievazné ve formeé
poléarnich ve vodé dobfe rozpustnych konjugatti moci a zlu-
¢i. Predpoklada se, ze mize dochazet k enterohepatalnimu
obéhu polyfenold, ktery prodluzuje vylucovéni polyfenolu
z organismu. Polocas eliminace kvercetinu je neobvykle
vysoky (18-24 h, cit.*®), zpisobeny pravdépodobné jeho
silnou vazbou na plazmatické bilkoviny. U jinych polyfeno-
1t byl zjistén mnohem kratsi polocas (1-2 h, cit.”).

Moc¢i se vyluCuje vétsSinou jen mala ¢ast piijatého poly-
fenolu. Vysledky velice zavisi na typu ptivodniho polyfeno-
lu a &asto se podstatné li§i v riznych studiich’’. Vysoky
vydej byl zjistén pro isoflavonoidy ze so6ji (28—49 % podané
slouGeniny)®, flavonony citrusového ovoce (1-30 %),
katechiny z Gaje (4—6 %)’® a anthokyanidiny &erveného vina
(1-7 %)**". Vysoké hodnoty vydeje moci byly zjistény také
u kyseliny kdvové (11 %), pro jeji ester kyselinou chloroge-
novou jsou tém&t 100krat nizsi**. Vydej kvercetinu modi je
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naopak pomérné nizky (piibl. 1 %)>’. Koncentrace n&kte-
rych metabolitl v moci (3-hydroxyhippurat (X7V), 4-hydro-
xyhippurat a 3-hydroxyphenylacetat) vyrazné prevySuje
koncentrace ptivodnich polyfenolll v moci.

6. Biologicka dostupnost a antioxida¢ni kapacita
plazmy

Jak uz bylo uvedeno, koncentrace ptvodnich rostlin-
nych polyfenolli v plazmé jsou pomérné nizké a mohou jen
malo piispivat ke zvySeni antioxidacni kapacity plazmy,
které bylo Casto zjiSténo po prijmu potravy bohaté na rost-
linné polyfenoly™*. K néaristu antioxida¢ni kapacity plaz-
my tak pfispivaji pfedev§im metabolity. Antiradikdlova
aktivita neékterych metabolitl, které si zachovavaji katecho-
lovou strukturu nebo vznikaji ¢aste¢nou O-methylaci (napf.
ferulova kyselina), je srovnatelna s vychozimi polyfenoly®'.
Dlouhodoby zvySeny piijem polyfenoli vedl k vzestupu
koncentrace lipofilnich antioxidantd (o-tokoferol, B-karo-
ten) v plazme. Schopnost rostlinnych polyfenoléi chranit
LDL lipoproteiny pfed oxidacni modifikaci je dobfe doku-
mentovana in vitro. Mén¢ je zfejmé, zda skute¢né dochézi
ke zvyseni odolnosti LDL lipoproteinti proti oxidaci po
pfijmu potravy bohaté na polyfenoly. Vazba polyfenold na
plazmatické bilkoviny mize oslabit jejich schopnost chranit
LDL pied oxidaci in vivo®.

7. Zavér

Piijem a metabolismus rostlinnych polyfenolt u ¢love-
ka pattily jeSt¢ neddvno k mélo studovanym oblastem jejich
vyzkumu. Rostlinné polyfenoly ptedstavuji vyznamnou cast
antioxidantl pfitomnych v na$i potravé a souvislost mezi
jejich pfijmem a zvySenim rizika onemocnéni spojenych
s porusenim antioxida¢ni rovnovahy je v soucasnosti Siroce
diskutovana. Doposud nelze ulinit jednoznaéné zavéry
ohledn¢ biologickych uc¢inkli rostlinnych polyfenolt
v mnozstvich pfijimanych potravou. Je vSak nutné zdiraz-
nit, Ze nékteré polyfenoly ve vysokych koncentracich vyka-
zuji fadu neptiznivych G¢inkd, napf. prooxida¢ni, mutagen-
ni, genotoxickou a strumigenni aktivitu. Dlouhodoby efekt
a bezpecnost piijmu rostlinnych polyfenolt v davkach, které
pfevysuji jejich obsah v potravinach (napf. riizné potravino-
vé doplitky), neni znama*.

Biodostupnost a biotransformace jsou faktory, které
vyznamnym zpuisobem limituji fyziologické ucinky rostlin-
nych polyfenolii. Vysledky ziskané v poslednich letech uka-
zuji, ze po ptijmu polyfenoly podléhaji velice rozsahlym
artznorodym pfeméndm jak vtrdvicim traktu, tak
v samotném organismu. Proto je nutné v&novat vice pozor-
nosti studiu ucinkd jejich metaboliti. Znalost rozsahu kon-
centraci rostlinnych polyfenoldl a jejich metabolitl v krvi
a tkanich je rovnéz dulezita pro interpretaci vysledki expe-
rimentti ziskanych na bunéénych kulturach, stejné jako po-
kusti na zvifecich modelech.
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The total intake of plant polyphenols in humans is ca. 1
g/day, a major part accounts for flavonoids and phenolic
acids. The main polyphenol dietary sources are beverages
(tea, coffee, wine, fruit juice) and fruits. There is a great
uncertainty in the intake of several classes of plant polyphe-
nols, such as oligomeric proanthocyanidins and phenolic
acids. The intestinal absorption of polyphenols is probably
high, but the plasma concentration of the parent polyphenol
is low. A majority of polyphenols is subject to hydrolysis in
digestive tract and is then metabolized by the colonic micro-
flora largely to phenolic acids, which can be also absorbed.
After absorption, polyphenols and their metabolites are fur-
ther bound in tissues. These transformations lead to a num-
ber of metabolites, which mostly retain the antioxidant ac-
tivity.
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1. Uvod

Hlizy bramboru hliznatého (Solanum tuberosum L.)
jsou obecné povazovany za rostlinny produkt majici vy-
znam hlavné v lidské vyzivé a pro zpracovatelsky pramysl.
V obou uvedenych piipadech je vyznam bramborové hlizy
spojen s obsahem $krobu jako hlavni zasobni latkou
v hlize a v ptipad€ piimé lidské vyzivy téZ jako vyznamny
zdroj vitaminu C. Vyznam dusikatych latek véetné bilko-
vin je pro jejich pomérné nizky obsah v Cerstvé hmoté
konzumentem — laikem ¢asto opomijen. Obvykle je uvadé-
na stfedni hodnota obsahu dusikatych latek (nebo-li
hrubych bilkovin) v Cerstvé hmot€ hliz cca 2 %, tzn. kolem
10 % v susing hliz'2. Podil bilkovin v obsahu dusikatych
latek vSak muze kolisat vlivem genotypu a podminek pro-
stfedi v pomérné znaéném rozpéti od 34 do 70 % (cit.**).
Pii 50% zastoupeni v obsahu celkovych dusikatych latek
jsou nebilkovinné dusikaté latky ¢lendny” na volné amino-
kyseliny (15 %), amidy asparagin a glutamin (23 %)
a ostatni dusikaté latky (12 %).
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2. Klasifikace hlizovych bilkovin

V minulosti byla vice preferovana klasifikace hlizo-
vych bilkovin podle rozpustnosti — rozdéleni na albumino-
vou, globulinovou, prolaminovou a glutelinovou frakci.
Autori se shodovali na vyrazném zastoupeni obou snadno
rozpustnych frakei (albumint a globulini). Prvotné byla za
hlavni frakci hlizovych bilkovin povazovana globulinova
frakce, ktera byla pojmenovana tuberin®. Pozd&ji byl po-
hled na tuberin pifehodnocen, byla provedena jeho ptfesné;j-
$i kvantifikace a uvazovalo se, Ze tuberin tvoii 70 % a tzv.
tuberinin (albuminové frakce) 30 % obsahu hlizovych
bilkovin’. Na prelomu 50. a 60. let byla ,,hlizova bilkovi-
na“ znovu klasifikovana® na albuminy (50 %), globuliny
(26 %) a zbytek (22 %). Data z pocatku 80. let pak udavaji
pomér 60 % pro albuminovou a 20 % pro globulinovou
frakei’.

S rozvojem elektroforetickych a chromatografickych

technik koncem Sedesatych let zaCala byt preferovana,
a v soucasné¢ dobé ptevazuje, klasifikace bilkovin podle
molekulové hmotnosti. Na jejim zéklad¢é lze spektrum
hlizovych bilkovin €lenit na tfi hlavni skupiny'o’lz:
patatin neboli patatinovy komplex ¢i rodina patatino-
vych bilkovin,
bramborové inhibitory proteas,
ostatni bilkoviny, hlavné bilkoviny s enzymovou
Ucasti na syntéze skrobu.
Prvni dvé skupiny pfedstavuji pfes dvé tfetiny obsahu
bilkovin v bramborovych hlizach a diky svym vlastnostem
jsou predmétem pomérné rozsdhlého vyzkumu, ktery je
shrnut v nasledujicim piehledu.

3. Patatinovy komplex

Skupinu (rodinu) patatinovych bilkovin poprvé izolo-
vali Racusen a Foote'> pomoci iontovyménné a afinitni
chromatografie a zfejmé se jedna o tutéz skupinu proteint,
kterou izolovali Kosier a Desborough'® frakcionaci na
HPLC s ptivodnim nazvem tuberin. Pozdéji uvadi Desbo-
rough'® nazev tuberin jako nespravny a potvrzuje identitu
téchto bilkovin s patatinovymi. Patatinovy komplex pted-
stavuje skupinu imunologicky identickych glykoproteint
s puvodné zjisténou molekulovou hmotnosti 40 000 Da
(cit."*'"). Dal§im studiem bylo zjisténo, Ze patatin je prav-
dépodobné in vivo syntetizovan jako ,,vétSi“ prekurzor
s molekulovou hmotnosti 43 kDa a nasledn¢ je
,upravovan“ odstépenim signalniho peptidu, ktery je tvo-
fen 23 aminokyselinami'™'’. V novéjsich publikacich je
uvadéna molekulova hmotnost téchto bilkovin v rozmezi
40-43 kDa (cit.*>*). Patatin je ziejmé piitomny ve viech
odridach brambor vcetné pribuznych divokych diploida ze
skupiny ,,Andigena“ a ,,Phureja“'>"'®.
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3.1. Zakladni charakteristika

Glykoprotein patatin tvoti 20-40 % rozpustnych bil-
kovin bramborovych hliz****, ale byl uveden jesté vyssi
podil — az 60 % (cit.'’). V nativni form& je povazovan za
dimer s pribliznou molekulovou hmotnosti 80 kDa (cit.”),
resp. 88 kDa (cit.*"). Aminokyselinovéa sekvence monome-
ru ¢itd 366 aminokyselin’'. Pozitivné a negativné nabité
postranni zbytky jsou nahodné rozlozeny po celé sekvenci,
stejn€ tak jsou v makromolekule pfitomné jak oblasti a-heli-
kalni, tak oblasti s p-fetézcovou strukturou®. Pots a spol.*
odhaduje, ze 33 % predstavuji a-helikalni oblasti a 46 %
oblasti s B-fetézcovou strukturou. Navazani sacharidové
¢asti na bilkovinnou ¢ast makromolekuly je uskutecnéno
prostiednictvim dvou zbytkd asparaginu (v pozicich 60.
a 90. aminokyseliny od N-konce fetézce). Podil sacharido-
vé Casti predstavuje asi 4 % zrelativni hmotnosti mak-
romolekuly®'.

Prestoze jsou jednotlivé isoformy patatinu imunolo-
gicky identické, byla mezi nimi na Grovni odriid zjiSténa
rozdilna nabojova heterogenita. Pfi elektroforetické sepa-
raci bilkovin hlizy (SDS-PAGE) muze byt v ,,patatinové
oblasti“ zji§tovan rozdilny polet pruhd'. Existuje az 15
imunologicky identickych glykoproteinovych isoforem

Referaty

s podobnou hodnotou p/ a pribliznou molekulovou hmot-
nosti monomeru 40 kDa (cit.***?). Isoformy patatinu, de-
tailn¢ studované u odridy Bintje (tabulka I), byly rozd¢le-
ny do ctyt skupin A, B, C, D, pficemz isoforma A zauji-
mala 62 %, isoforma B 26 % a isoformy C a D zaujimaly
5%a7 % (cit.™).

3.2. Genova exprese

Studiu a charakterizaci genti patatinovych bilkovin
bylo vénovano pomérné mnoho usili. Rosahl a spol.** izo-
lovali a charakterizovali patatinovy gen sekvenovanim
klonu cDNA a genomového fragmentu o velikosti 5,3 kb.
U obou byl nalezen otevieny cteci ramec (ORF) Citajici
1158 nukleotidi. V genomové sekvenci je tento ORF pre-
rusen Sesti introny. ORF koduje bilkovinu o velikosti
43 kDa, nicméné¢ ta je ve finalni podob¢ o 2,5 kDa kratsi
(posttranslaéné upraveny patatin).

Za normélnich podminek, kdy rostlina aktivné vytvari
hlizy, se patatin vyskytuje ve vyznamnych mnozstvich jen
v hlizach. V listech, stoncich a kofenech se vyskytuje pou-
ze ve stopovych mnozstvich (obr. 2), coZ je charakteristic-
ké pro zasobni bilkoviny hliz*. Z hlediska genové exprese
tak existuji dvé tiidy gent kodujici patatinové bilkoviny.

CAAACTCAAAAT
CTATATATA
ATG TGA
735 389 337 454 88 794 816 375
s —as - L 3
168 182 157 165 288 143 222

Obr. 1. Schématicky diagram patatinového genu. Gen je tvofen sedmi exony (Cerné obdélnicky), Sesti introny (spojnice mezi obdélnic-
ky) a regula¢nimi oblastmi, délka jednotlivych &sti je uvedena v bp (ptevzato a upraveno z lit.*")

Tabulka I

Biochemické vlastnosti rodiny patatinovych bilkovin a isoforem A, B a D u odridy Bintje*

Analyticka technika Rodina patatinovych Isoforma
bilkovin
A B D

SDS-PAGE 43 kDa 43 kDa 43 kDa 43 kDa
IEF 6 pruhti 2 pruhy 2 pruhy 1 pruh

pH 4,6-5,2 pH 5,0; 5,2 pH 4,6, 4,7 pH 47
PAGE 2 pruhy 1 pruh 1 pruh 1 pruh
(nativni elektroforéza) (horni) (dolni) (dolni)
MALDI-TOF MS* 40 354 Da 40 405 Da 40 330 Da 40 473 Da

41590 Da 41 631 Da 41 599 Da 41703 Da
LAH-aktivita" 3,72+0,14 3,66 0,08 3,55+0,12 3,80+ 0,14

"MALDI-TOF MS méfeni bylo provedeno ve tiech opakovénich; °specificka aktivita v pmol.min"'.mg™" proteinu + stan-

dardni odchylka
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Obr. 2. SDS-PAGE celkové extrahovatelné bilkoviny z riz-
nych pletiv odridy Superior'’. Vzorky list (1), stonki (2) a
kotent (3) pochazely z rostlin péstovanych na poli, které vytvare-
ly hlizy. Vzorky stolonovych $picek (4) pochazely z netuberizuji-
cich rostlin. Vzorek 5 predstavuje spektrum zralé hlizy a vzorek 6
purifikovany patatin (MW je marker molekulové hmotnosti)

Multigenova rodina tfidy I je exprimovéana vyhradné
v hlizach (v 50—100krat vyssich hladinach), zatimco multi-
genova rodina tfidy II je exprimovana v nizkych hladinach
v celé rostling®>*°. Ob& uvedené t¥idy geni se strukturné
lisi pritomnosti (tfida I) ¢i nepfitomnosti (tfida II) sekven-
ce o délce 22 bazi v 5° netranskribované oblasti’’. Pocet
kopii ,,patatinového® genu na haploidni genom je 10 az 18
v zavislosti na odradé™.
3.3. Fyziologické vlastnosti

Patatin je v hlizach brambor povazovan za hlavni
zasobni bilkovinu'*** a je ulozen ve vakuoldch parenchy-
mu®. V pribéhu skladovani hliz a pfi jejich klideni docha-
zi k postupnému sniZzovani obsahu patatinovych bilko-
vin'®*’, coz logicky potvrzuje funkci zasobni bilkoviny.
Uloha zasobni bilkoviny neni patrné jedina fyziologicka
role patatinu. Hned od pocatecnich vyzkumu byla u této
bilkoviny objevena aktivita nespecifické lipid acyl hydro-
lasy (esterazova aktivita) jak pro tvorbu voskovych estert,
tak i pro deacylaci lipidi®®*’. Nedavno byla patatinu pii-
psana aktivita enzymu acyl transferasa’' a také aktivita
kyselé B-1,3-glukanasy*®. Ta obecn& piispiva k obrang
rostlin proti houbovym patogenim hydrolyzou pB-1,3-
-glukani bun&énych stén hyf". Nekteii autoii*** dosli
k zavéru, Ze cytosolova fosfolipasa A, (PLA,; EC 3.1.1.4),
ktera katalyzuje hydrolyzu esterové vazby mastnych kyse-
lin v pozici sn-2 u diacylfosfolipidi, ma stejné vlastnosti
(molekulova hmotnost 40 kDa, p/ 4,75 a vysoka homolo-
gie N-koncové sekvence polypeptidového fetézce) jako
patatin a povazuji tak hlizovy enzym s PLA aktivitou za
patatin. Zajimavé je to, Ze fosfolipasa A2 se Ucastni na
signalni transdukci, vyvolavajici rezistentni reakci v bram-
borovych bunkach pfi inokulaci inkompatibilni rasou hou-
bového patogena Phytophthora infestans nebo pii kontaktu
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s elicitorem komponent stén hyf tohoto patogena*. Pred-
poklad ucasti patatinu na obrannych reakcich ve spojitosti
s produkei fytoalexini uvedli Andrews a spol.*’. Utast
patatinu na obrannych reakcich rovnéz naznacuje jeho
inhibi¢ni efekt na rast larev broukd rodu Diabrotica, které
byly jim krmené. Tento efekt byl vysvétlen cytotoxickou
oxidaci mastnych kyselin hydrolyzovanych patatinem*®.
U patatinu byla také zjiSténa vyznamna antioxidacni akti-
vita — mezi antioxida¢nimi latkami brambor je vyznamem
fazen na druhé misto za kyselinu askorbovou®. Seppili
aspol.”® prokazali alergenni schopnost patatinu (reakce
s immunoglobuliny tfidy IgE) prostfednictvim pozitivnich
,,skin-prick* testl u alergickych déti. Alergenicita patatinu
je snizovana tepelnou Upravou brambor, nikoliv vSak jako
nasledek jeho denaturace, ale spise jako nasledek agregace
s ostatnimi hlizovymi proteiny.

Uvedeny piehled fyziologickych vlastnosti patatinu
dokumentuje, Ze ptivodni role zasobni bilkoviny hliz neni
jedina a ze hydrolytické enzymové aktivity se s nejvétsi
pravdépodobnosti podileji na obranném systému hlizy
(rostliny) proti houbovym patogeniim a hmyzim Skiddctim.

3.4.1zolace patatinu a potencial-
ni uplatnéni

V soucasné dobé je vyzkum patatinovych bilkovin
zaméfen zejména na studium vlastnosti souvisejicich
s jejich ,,8etrnou’ izolaci (neposkozujici jejich biologickou
hodnotu) z hlizové vody (potato fruit juice), kterd vznika
jako odpad pfi zpracovani brambor na Skrob. Doposud
velkovyrobné uzivané zpusoby (na bazi tepelné a kyselé
precipitace) jsou z hlediska zachovani biologickych vlast-
nosti bilkovin nevyhovujici. Prostfednictvim novych studii
bylo zjisténo, ze strukturni integrita molekuly je zachova-
vana az do pH 6 a teploty do 28 °C (cit.>'***"). V prostiedi
pH 5 je terciarni struktura patatinu nevratné poskozena
precipitaci, podobneé teplotni rozmezi 55-75 °C zplsobuje
,rozbalovani® patatinu i ostatnich bilkovin hliz'?. Podle
prace Pots a spol.”> ma nativni patatin cylindricky tvar
sprimérem 5 nm adélkou 9,8 nm. Perspektivni,
s ohledem na zachovani opétovné rozpustnosti precipito-
vanych hlizovych bilkovin, je precipitace prostfednictvim
nizkomolekularnich aditiv (rizné kyseliny, soli kovi, or-
ganicka rozpoustédla) a prostiednictvim efektu iontové
sily. S ohledem na vytéznost precipitace a stupen opétovné
rozpustnosti se jevi jako nejvhodnégjsi precipitace ethano-
lem*®. Dalsi moznost izolace patatinu z hlizové vody vzni-
kajici pfi zpracovani brambor na $krob predstavuje vyuziti
separacnich systémi na principu adsorpcni chromatogra-
fie®.

Pomineme-li pomérné neekonomické pouZiti izolova-
nych patatinovych bilkovin pro krmivafstvi, nabizi se
moznost uplatnéni téchto bilkovin v potravinarstvi, zejmé-
na pii produkci instantnich polévek, omacek, suSenych
vyrobkl z brambor (vylepsovani vyzivné hodnoty, zvyraz-
néni chuti atd.) nebo jako surovina pro tvorbu potravinai-
sky stabilnich pén'®. Pogita se rovn&Z s vyuzitim enzymo-
vych vlastnosti nativniho patatinu v biotechnologickych
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vyrobnich procesech, napf. pro syntézu specialnich mono-
acylglycerolt****

4. Inhibitory proteas

Kvantitativné nemén¢ vyznamnou skupinou bilkoviny
bramborovych hliz jsou inhibitory proteas. Inhibitory pro-
teas hraji obecné u rostlin vyznamnou roli v obrannych
mechanismech proti atakujicimu hmyzu a mikroorganis-
mim inhibici jejich specifickych proteas, pficemz aktivitu
vlastnich proteas inhibuji zfidka™. U rostlinnych druht
z ¢eledi Solanaceae bylo charakterizovano nékolik protea-
sovych inhibitorli. Jde o inhibitory Bowmanova-Birkova
typu s molekulovou hmotnosti v rozmezi 6—10 kDa vyka-
zujici specifitu viigi trypsinu a chymotrypsinu™, inhibitory
cathepsinu D (cit.”’), inhibitory Kunitzova typu s moleku-
lovou hmotnosti 18-24 kDa, které primarné¢ vykazujici
specifitu vagi trypsinu®®>**? a cystatinové inhibitory®.
Syntéza vSech téchto proteasovych inhibitord v listech
rostlin je indukovatelnd poranénim®®', zatimco v zasob-
nich organech (hlizy brambor) se akumuluji jako zasobni
bilkoviny®" %62,

Inhibitory proteas piedstavuji 20-30 % extrahovatel-
nych bilkovin hliz brambor'’. Pouvreau a spol.”® nalezli
uodridy Elkana asi 50 % podil inhibitor proteas
z celkovych rozpustnych bilkovin hlizové stavy. Hlizové
inhibitory proteas jsou déleny do tii podtfid. Podtiida I

Tabulka II
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obsahuje bilkovinu s molekulovou hmotnosti 8,1 kDa,
podtrida II obsahuje mimo jiné bilkovinu s Mr = 12,3 kDa
(cit.”*) a tfeti podtiida obsahuje inhibitory proteas o rizné
molekulové hmotnosti®*®. Novéji byly proteasové inhibi-
tory hliz klasifikovany do sedmi odlinych skupin®*: bram-
borovy inhibitor I (PI-1), bramborovy inhibitor II (PI-2),
cystein proteasovy inhibitor (PCPI), aspartat proteasovy
inhibitor (PAPI), proteasovy inhibitor brambor typu
Kunitz (PKPI), karboxypeptidasovy inhibitor (PCI)
a ostatni serinové inhibitory.

Jednim z nejznaméjsich inhibitori proteas brambor je
inhibitor typu Kunitz o Mr = 22 kDa, ktery se syntetizuje
jako preprotein o Mr = 27 kDa. Pfitomnost preproteinové
formy byla nejpocetnéjsi v poranénych listech (lokalni
odpovéd’) a dale také v neporanénych listech (systemicka
odpoved). S vyuzitim protilatky proti ,,zralé” formé byly
v hlizové bilkoviné detegovany bilkoviny v rozmezi 22—24
kDa, zatimco v listech poranénych listi byly detegovany
bilkoviny s vys$§i molekulovou hmotnosti (27-28 kDa).
Z uvedeného vyplyva, Ze genova exprese rodiny inhibitord
brambor o Mr = 22 kDa (typ Kunitz) je pod diferencova-
nou posttranslaéni kontrolou v zavislosti na misté vyskytu
(listy, hlizy). Toto zjisténi patrné potvrzuje rozdilné funkce
uvedenych bilkovin v listech (indukce po poranéni, soucast
obranného mechanismu) a hlizich (zasobni bilkovina)®.
Navic bylo zjisténo, ze kyseliny jasmonova a arachidono-
va aktivuji akumulaci chymotrypsinovych inhibitort
v hlizach jako odezvu na stres pfi poranéni hlizy, zatimco
kyselina salicylova tento aktivaéni proces inhibuje®’.

Obsah esencialnich aminokyselin v bilkovinach bramborovych hliz (v %)

Aminckyseing o M o Goor Gl Sk e S, A5 00
1959y (1963y* (1972  (1975)* (1980)* Kovina**
Isoleucin 6,9 4,5 4,6 42 5,2 5,3 4,8 5,1 6,3 81,0
Leucin 6,7 5,8 7,9 8,0 8,5 10,3 9,8 8,1 8.8 92,0
Lysin 6,2 6,2 5,4 7,1 6,8 7,6 7,1 6,6 7,0 943
Methionin + cystein 2.0 3,2 _b _b _b 3,7 2,4 2,8 5.8 48,3
Fenylalanin + tyrosin _b _b 9,4 _b 10,0 12,1 11,7 10,8 10,1 106,7
Threonin 4,1 4.8 49 3,3 49 5,4 5,5 4,7 5,1 92,2
Tryptofan 1,6 1,1 n.d.° 1,3 n.d. n.d. 1,8 1,5 1,6 93,8
Valin 5,3 5,2 4,7 4,7 6,2 6,4 6,1 5,5 6,8 80,9
Histidin 2,0 1,5 1,9 1,5 2,1 2,1 1,8 1,9 2,4 79,2

*Tabulka byla doplnéna o hodnoty aminokyselinového skore AAS (pomér obsahu esencialni aminokyseliny v hodnocené
bilkovin€ ku obsahu esencialni bilkoviny ve referen¢ni bilkoving, pro vypocty byly pouzity primérmné hodnoty a jako stan-

dard aminokyselinové spektrum celovajecné bilkoviny). Z téchto dat byl zjistén index esencialnich aminokyselin EAAI,
ktery dosahl 83,7 % standardu; ° obsah neuveden; ¢ nedetegovatelné; * pfevzato a upraveno podle Ralet a Gueguen'',

** prevzato z Velisek a spol.*®
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5. Nutri¢ni hodnota bramborovych bilkovin

Bilkoviny hliz brambor patfi mezi nutriéné nejhod-
notn&jsi bilkoviny rostlinného ptivodu®'>*®, Nutri¢ni hod-
nota bilkovin je uréovana zejména aminokyselinovou
skladbou. Pozornost je vénovana hlavné obsahu esencial-
nich aminokyselin v hodnocené bilkoving, jejichz piipadny
nedostatek limituje pribéh proteosyntézy u konzumenta —
¢loveka. V tabulce 11 je uveden obsah esencialnich amino-
kyselin hlizovych bilkovin z nékolika publikaci.

Jako limitujici jsou v bilkovinach hliz uvadény sirné
aminokyseliny (zejména methionin). Potencidlné je také
limitujici isoleucin'"*’. Zna¢ny vyznam ma u brambo-
rovych bilkovin, na rostlinné bilkoviny pomérné vysoky,
obsah lysinu. Pro udrZovani dusikaté bilance dospélych
lidi méa bramborova bilkovina dokonce vyss$i nutri¢ni hod-
notu neZ hovézi maso ¢i maso tutidka. Pouze vaje¢nd bil-
kovina prevysuje nutri¢ni kvalitu bramborovych bilkovin®.
Nicméné studie bilkovinné vyZzivy malych déti ukazala, ze
ve srovnani s kaseiny (hlavni bilkoviny mléka) maji bram-
borové bilkoviny nizsi retenci dusiku’.

6. Zavér

Bilkoviny jsou vyznamnou slozkou bramborové hlizy
i pfes jejich nizkou koncentraci v Cerstvé hmoté. Nejvetsi
podil bilkovin hliz pfedstavuji patatin a inhibitory proteas.
Ob¢ tyto slozky jsou povazovany za zasobni bilkoviny
hliz, ale na rozdil od typickych zasobnich bilkovin rostlin
disponuji vyznamnymi biologickymi aktivitami, které jsou
spojené s obrannym systémem rostliny. Zejména patatin
nabizi diky svym enzymovym (nespecificka lipid acyl
hydrolasa, fosfolipasa A,, B-1,3-glukanasa) a fyzikalné-
chemickym vlastnostem uplatnéni v biotechnologiich
(produkce specidlnich acylglycerolli, potencidlni biopesti-
cid) a v potravinarstvi (produkce stabilnich pén). Hlizové
bilkoviny patfi z nutricniho hlediska mezi nejkvalitnéjsi
bilkoviny rostlinného ptivodu a maji vyznamny podil na
vyZzivé obyvatel statll s vysokou konzumaci brambor —
napf. pramérny ro¢ni piijem bramborovych bilkovin na
hlavu je v CR ptiblizné dvakrat vyssi, nez bilkovin pocha-
zejicich z lusténin. V soucasné dobé je také vyuzivan ge-
notypovy polymorfismus hlizovych bilkovin pro identifi-
kaci odrid brambor ¢i pii ovéfovani jejich pravosti v ramci
obchodovani s bramborami.

Autoii dékuji Grantové agentuie Ceské republiky a
Ministerstvu zemédélstvi Ceské republiky za financni pod-
poru na ieseni dané problematiky (grant GA CR ¢ 521/03/
PO036, grant NAZV QF4030 ).
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(Solanum tuberosum L.) Tuber Proteins — Classificati-
on, Characterization, Importance

This short review is focused on potato tuber proteins -
their classification, importance, and potential application
in practice. A new approach to classification of tuber pro-
teins by molecular weight is mentioned. The main and
most important component of tuber proteins is patatin pro-
teins. These are a heterogeneous group of protease inhibi-
tors and other proteins. Patatin proteins are a family of
immunologically identical glycoproteins with monomer
molecular weights of ca. 40—43 kDa. Multiple enzymatic
activities were found in patatin proteins, but their lipid
acyl hydrolase activity is predominant. Enzymatic and
other biochemical properties of patatin proteins determine
their future practical application in food industry. In gen-
eral, potato tuber proteins are high-quality plant proteins
with an excellent nutritional and biological value.
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1. Uvod

Hlavky samicich rostlin chmele (Humulus lupulus L.)
¢eled’ Cannabinaceae jsou jednou ze zakladnich surovin na
vyrobu piva. Obohacuji pivo nejen o tolik oblibenou hot-
kost, plnost chuti a vini, ale i o fadu latek, jenz zvysuji
jeho hodnotu z pohledu pivovarské technologie, moderni-
ho 1¢ékafstvi a farmakologie. Mezi tyto latky patii polyfe-
noly chalkonové fady, prenylovany flavonoid xanthohu-
mol (XN) a jeho izomer flavanon isoxanthohumol (IX).
XN byl izolovan jiz v roce 1892, pojmenovén a ziskan ve
vetsim mnozstvi byl az v roce 1913 a objev struktury XN
a jeho izomeru byl u¢inén tymem prof. Verzela jiz pred 46
lety'™. Pozornost odborniki si viak tato latka zasluhuje az
nyni, s rozvojem biochemickych véd a vyzkumu zamére-
ného na lidské zdravi.

Polyfenolické latky se obecné podileji na chemicko-
fyzikalni stabilité piva, na formovani pény a na odolnosti
proti starnuti a oxidaci piva. Navic nékteré z téchto latek
maji silné antioxidacni, antikarcinogenni, protimikrobidlni,
protitrombdzni a dalsi vlastnosti, které pozitivné plisobi na
lidské zdravi. Z celkového mnozstvi polyfenoll obsaze-
nych v mlading jich pouze 20 az 30 % pochézi z chmele,
ostatni pochazi ze sladu®. Rada polyfenolickych latek ob-
sazenych ve chmelu ma obdobné antioxidacni Gcinky jako
syntetické antioxidanty, které zabraiuji nepfiznivym pro-
jevim oxidace a jsou dnes soucasti mnoha potravin. Pivo
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tak mize zvySovat hladiny antioxidantdl v lidském organi-
zmu, a tim zabranovat nezadoucim oxidacim volnymi radi-
kaly, které jsou pfi¢inou fady civilizaénich chorob’.

2. Flavonoidy chmele

Metodou HPLC bylo ve chmelu, mladiné a pivu nale-
zeno a izolovano vice nez 100 polyfenolickych latek. Nej-
vice zastoupenou skupinu polyfenolovych slozek chmele
v pivu predstavuji flavonoidy, které patfi do rozsahlé sku-
piny rostlinnych fenol obsahujicich v molekule dvé ben-
zenova jadra spojena tiiuhlikatym fetézcem v usporadani
Ce—C3—Cs, a jejichz struktura se odvozuje od skeletu
heterocyklického flavanu (/, cit.®). Majoritnimi slozkami
chmele jsou nejcastéji katechin, epikatechin a jejich poly-
mery proanthokyanidiny, dale flavonoly rutin, kvercetin
ake;npferol7. Déle také prenylovany chalkon xanthohu-
mol°.

4

Chmelové flavonoidy se obvykle rozd€luji do Ctyt
podskupin na chalkony, flavanoly, flavonoly a anthokyani-
diny’. Chalkony jsou prvnimi intermediaty v biosynthéze
flavonoidd vznikajicimi reakci mezi kyselinou kumarovou
a tfemi acetatovymi jednotkami, katalyzovanou enzymem
chalkonsynthasou. Dalsi adice prenylu nebo geranylu mo-
hou vést k prenylovanym chalkoniim. Flavanonova struk-
tura vznika izomeraci chalkonu enzymem chalkonisomera-
sou a jeji nasledna oxidace vede k flavonolim, kdeZto
redukce k flavanoliim. Flavanolova polymerace muze dale
vést k dobfe znamym proanthokyanogentim. V tomto pfi-
padé se vytvaii vazba mezi C-8 kruhu A a C-4 kruhu C.
Kratké polymery s méné nez 10 jednotkami jsou obvykle
oznacovany jako oligomery, kdezto dlouhé fetézce jsou
znamy jako taniny, viz. (schéma 1, cit.>'*'").

2.1. Prenylflavonoidy chmele

Pouze nékolik malo vysSich rostlin umi syntetizovat
prenylované flavonoidy, asi 5 % znamych prenylovanych
flavonoidii pochdzi zchmele. Rostlina biosyntetizuje
a sekretuje prenylflavonoidy spolu s chmelovymi pryskyfi-
cemi a silicemi do lupulinovych Zlazek. Chmelové hlavky
obsahuji pomérné velké mnozstvi flavonoidd s preny-
lovym nebo geranylovym substituentem na kruhu A. Vice
nez 80 az 90 % znich tvoifi XN v mnozstvich 0,2 az
1,1 hm.% v suding chmele®, ktery prechazi do piva
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Obr. 1. Izomeracni pieména xanthohumolu v isoxanthohumol
béhem chmelovaru'”

Chalkony

Flavanony

Pn= _HZC/Y Gn = _H2C/Y\/Y

isoprenyl geranyl
C.  Trividlni nazev Rik R, Ry Ry
Chalkony
1 Xanthohumol Ph H H Me
1 Xanthogalenol Pn H Me H
| 4’-O-Methylxanthohumol Pn Me H Me
w 4°,6’-Di-O- H Me H Me
-methylchalkonaringenin
Vv Desmethylxanthohumol Pn H H H
Vi 3’-Geranylchalkonaringenin Gn H H H
Vil 3’°,5’-Diprenylchalkonaringenin Pn H Pn H
VIl 5’-Prenylxanthohumol Pn H Pn Me
Flavanony
XII  Isoxanthohumol Me H H Pn

X1V 7-O-Methyl-6-prenylnaringenin H Pn Me H
4 7-O-Methyl-8-prenylnaringenin H H Me Pn

XVl 5,7-Di-O-methyl-8- Me H Me Pn
-prenylnaringenin
XVII  5,7-Di-O-methylnaringenin Me H Me H
XVIII  6-Prenylnaringenin H Pn H H
XIX  8-Prenylnaringenin H H H Pn
XX 6-Geranylnaringenin H Gn H H
XXI  8-Geranylnaringenin H H H Gn
XXII  6,8-Diprenylnaringenin H Pn H Pn
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v izomerované formé jako IX, podobné jako napt. o-hotka
kyselina na iso-a-hotkou kyselinu. Tato podobnost a sku-
teCnost, ze se pii analytickém stanoveni pouziva extrakce
organickymi rozpoustédly, ho fadi mezi chmelové prysky-
fice (obr. 1). Déle je ve chmelu vice zastoupen desmethyl-
xanthohumol (2-5 %) a xanthohumol C (1-2 %), ostatni
prenylflavonoidy se ve chmelu nachézi pouze ve stopovém
mnozstvi'>"®. Chemické vzorce prenylflavonoidi chmele
jsou uvedeny na obr. 2 (cit.®).

Prenylflavonoidy chmele prozkoumal zatim nejlépe
Stevens a spol. Ve vice nez 120 vzorcich chmele
(Humulus lupulus) a (Humulus japonicus) z 52 odrad a tii
divokych taxont objevil 22 prenylovanych flavonoidi. XN
byl hlavni prenylflavonoid ve v8ech vzorcich chmele a byl
doprovazen 11 strukturné podobnymi chalkony. Deset
flavonoidd bylo identifikovano jako flavanonové izomery
téchto chalkond. T¥i jiné prenylované chalkony byly obje-
veny v americké odriidé Galena, jeden z nich, ktery byl
identifikovan jako 3’-prenyl-4’-O-methylchalkonaringenin,

(6] O OMe ‘ OH
HO X
OH O

IX Xanthohumol B

o} OMe OH
JOC
OH O

X Xanthohumol C

XI Xanthomumol D

XII Xanthohumol E

Obr. 2. Prenylované flavonoidy chmele a chmelovych vyrobkii a jejich izomery; Pn — isoprenyl, Gn — geranyl
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byl pojmenovan xanthogalenol. K identifikaci byla pouzi-
vana HPLC s hmotnostni detekci fragmenti (MS-CID
a CAD), ktera vSak neuméla rozdélit chalkony od jejich
izomerovanych flavanonti, proto byla pouZivdna i UV
detekce. Vétsina chalkond ma absorbéni maxima blizko
370 nm, kdezto jejich izomerované flavanony blizko
290 nm. Z ¢eskych odrid byly zkoumany bezvir6zni klony
&. 36, 38 a 72 Zateckého poloraného &erveiidku (Saazer).
Bylo zjisténo, ze ze zkoumanych odrid obsahuji nejvice
desmethylxanthohumolu, zato vSak neobsahuji zadny
xanthogalenol ani jiné 4’-O-methylchalkony, a tudiz ani
74dné jejich izomerované flavanony®.

Obsah XN a ostatnich prenylflavonoidii ve chmelu
z4visi na odridé¢ a stresovych faktorech, dale pak na skla-
dovani podobné jako u a-hotkych kyselin. BEéhem pilroc-
niho skladovani mize obsah prenylflavonoidi poklesnout
az 0 50 % (cit."*). U odrtid Nugget a Perle péstovanych
v USA a Némecku bylo zjisténo, ze mnozstvi XN ve
chmelu zavisi nejen na odridé, ale i na péstebni oblasti
a péstebnich podminkach'>'. Aromatické odridy ho obsa-
huji ménd neZ odridy vysokoobsazné. Zatecky polorany
Cervenak ho obsahuje podle Fostera asi 0,35 hm.% v susi-
n&'®. Ceské odrady ze sklizné 2002 obsahovaly podle
Chmelaiského institutu primémé: Zatecky polorany &erve-
nak 0,33 hm.% XN vsuSing, Premiant 0,37 hm.% XN
v susing, Sladek 0,71 hm.% XN v su$in€, Bor 0,49 hm.% XN
v susin€, Agnus 1,01 hm.% XN v susin¢. Obsahy XN u za-
hrani¢nich odriid se pohybovaly v rozmezi 0,22—1,09 hm.%
v susing'’.

3. Chemické vlastnosti xanthohumolu

a isoxanthohumolu

XN je Zluto-oranzova krystalickd latka nepolarni po-
vahy obsazena spolu s chmelovymi pryskyficemi a silice-
mi v chmelovych hlavkach vSech chmelovych odrtd. Je to
latka, ktera patii mezi chalkony a prenylované flavonoidy.
Jeji povahou je moZné ji fadit mezi polyfenoly i mezi
chmelové pryskyfice. Bod tani této latky je 160 °C. Podle
Stevense je XN téméF nerozpustny ve vodé (1,3 mg.1™" pfi
8 °C, cit.'?), petroletheru a pivu (4 mg.1™" pii 8 °C, cit.'?),
krystalizuje v 50% ethanolu, 50% acetonu, kyseliné octo-
vé, chloroformu, benzenu a toluenu. S ethanolovym rozto-
kem chloridu Zelezitého tvofi hnédo-Cerné slouceniny.
Neni opticky aktivni. Rozpousti se v silném hydroxidu a
v kyselin¢ sirové za tvorby tmavé Cervené slouceniny.
Chalkon XN se ve slabé alkalickém prostedi (5% NaOH)
izomeruje z 95 % na flavanon IX, zpétnd konverze na XN
s vytézkem okolo 5 % je mozna pomoci 40% kyseliny
fluorovodikové®. Molekulovy vzorec XN je CpHjOs
a jeho molekulovd hmotnost je 3544 gmol™. Cislo
v databazi CAS je [6754-58-1]. Maximalni absorbance XN
v UV zafeni je pti 367,8 nm (1 mg XN/ 100 ml methanolu)'®.
Chemické vlastnosti ostatnich prenylflavonoidi chmele
jsou uvedeny v tabulce I, cit.®.

IX je svétle zlutd krystalickd latka, méné rozpustna
nez XN. S ethanolovym roztokem chloridu zelezitého tvori
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Tabulka I
Chromatografické a spektralni data prenylflavonoidi®
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C.  Trivialni nazev UVAn, APCI-
[nm]v MS, m/z
MeOH (MH)"
Chalkony
1 Xanthohumol 368 355
2 Xanthogalenol 365 355
3 4'-O-Methylxanthohumol 367 369
4 4'6"-Di-O- 367 301
-methylchalkonaringenin
5 Desmethylxanthohumol 366 341
6 3'-Geranylchalkonaringenin 367 409
7 3',5'-Diprenylchalkonaringenin 372 409
8 5'-Prenylxanthohumol 371 423
9 Xanthohumol B 370 371
10 Xanthohumol C 371 353
11 Xanthohumol D 369 371
12 Xanthohumol E 369 407
Flavanony
13 Isoxanthohumol 287 355
14 7-O-Methyl-6-prenylnaringenin 291 355
15 7-O-Methyl-8-prenylnaringenin 291 355
16 5,7-Di-O-methyl-8- 287 369
-prenylnaringenin
17 5,7-Di-O-methylnaringenin 283 301
18 6-Prenylnaringenin 291 341
19 8-Prenylnaringenin 291 341
20 6,8-Diprenylnaringenin 295 409
21 6-Geranylnaringenin 294 409
22 8-Geranylnaringenin 294 409

tmavé luté sloudeniny’. Maximalni absorbance IX v UV
zéfent je pii 287 nm (1 mg IX/ 100 ml methanolu)'®.
Typické polyfenoly jsou koncentrovany v listenech
chmelovych SiStic a maji polarni charakter, a proto jsou
dobfe rozpustné v horké vode. V nepoldrnich rozpouste-
dlech jako je napt. CO, nebo hexan jsou velmi malo roz-
pustné. Ackoli vétSina flavonoidi je dobfe rozpustna
v horké vodé, nepolarni XN tvofi vyjimku. Hromadi se
spolu s tvrdymi pryskyficemi a oleji v lupulinovych zlaz-
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kach, ale ne v listenech chmelovych §istic. V superkritic-
kém CO, (napf. pti 30 MPa, 50 °C) je XN rozpustny pouze
ve stopach. V ethanolu se rozpousti 90 % vSech prenylfla-
vonoidli chmele, XN je proto zastoupen v ethanolovych
extraktech chmele a jeho koncentrace zde mize dosahnout
az k 10 hm.% (cit.").

3.1.Biotransformace
xanthohumolu

Ackoliv se flavonoidy hojné vyskytuji v pfirodé,
o jejich metabolismu v Zzivocisnych organismech toho
vime malo. Primarné se flavonoidy biotransformuji jatry a
stitevni mikroflérou. Pomoci glukuronidace (na volnou OH
skupinu flavonoidu se navaze kyselina glukuronova) se
vylucuji napi. kvercetin, rutin, genistein a kempferol,
avsak o biotransformacich prenylovanych flavonoidt vime
jen malo. Glukuronidace je hlavni metabolicka cesta 2.
faze detoxifikacnich procesii vétSiny xenobiotik, vcetné
flavonoidi a je katalyzovana enzymem UDP-glukuronosyl
transferasou, ktera je soucasti membrany endoplazmatic-
kého retikula bun€k jaternich mikrosomt.. Vyzkum se za-
méfil na glukuronidy XN z potkanich a lidskych jater.
Metodou HPLC byly nalezeny dva hlavni glukuronidy
XN. V glukuronidu G1 se navazala kyselina glukuronova
na XN pies hydroxylovou skupinu jadra A a v glukuronidu
G2 se navézala kyselina glukuronova na XN pfes hydroxy-
lovou skupinu jadra B (cit."”). V dalii studii se vyzkum
zaméfil na metabolismus XN potkanimi jaternimi mikro-
somy a odhalil, Ze je XN odbouravan na 3 polarni metabo-
lity. Dva byly identifikovany jako hydroxylované isopro-
pyldihydrofurano derivaty XN a tfeti jako 2- nebo 3-
hydroxyxanthohumol (cit.*®). Odbouravani XN kvasinkou
Pichia membranifaciens vedlo ke tfem metabolitim, vzni-
kal (E)-2”-(2”-hydroxyisopropyl)-dihydrofurano[2”,3” :
4’.3’ 1-2’,4-dihydroxy-6’-methoxychalkon, dale pak (25)-
27-(2-hydroxyisopropyl)-dihydrofurano[2”,37:7,8]-4’-
hydroxy-5-methoxyflavanon a (E)-2”-(2”-hydroxyiso-
propyl)-dihydrofurano[2”,37:2°,3"]-4’-hydroxy-6’-metho-
xychalkon. Odbouravani probiha tak, Ze nejprve vznika
z prenylové skupiny epoxid mezi 2. a 3. uhlikem prenylu,
posléze probiha nukleofilni cyklizace za vzniku dvou chal-
konil jako produkti®'.

4. Vliv prenylflavonoidi na lidské zdravi

Preparat obsahujici jako ucinné latky XN a humulon
byl v USA patentovan jako 1éCebny prostfedek na osteo-
porézu®*>. Dale u n&j byla prokazana vysoka antioxida¢ni
aktivita pfi inhibici médi katalyzované oxidace LDL
(nizkodenzitni lipoprotein), kterd hraje roli pfi vzniku ate-
rosklerdzy a mize vést k cévnim chorobam, infarktu myo-
kardu, arteriosklerdze &i mrtvici>* 2. XN a xanthohumol B
inhibuji enzym diacylglycerolacyltransferasu (DGAT) [EC
2.3.1.20], kterd premeénuje diacylglycerol na triacyglyce-
rol, a tim chrani opét proti aterosklerdéze. Vyssi hladiny
triacylglycerold v urcitych organech a tkanich téla zvysuji
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riziko obezity, ztuénéni jater (steatdozy) a hypertri-
glyceridemie vedouci k vdznym chorobam jako napf. ate-
roskleroze, cukrovce, metabolickému zvratu a sniZeni
funkénosti nékterého organu®’. Tyto a jiné vlastnosti fadi
XN, IX a ostatni prenylflavonoidy chmele spiSe mezi poly-
fenoly, nebot’ antioxidacni kapacita je pfimo spjata
s poctem hydroxylovych skupin.

IX, ktery se nachdzi v pivu, mé prokazané antikarce-
rogenni U¢inky. Pfi blokovani §kodlivé pisobicich enzymi
je dokonce ¢ingj3i nez XN (cit.?®).

XN a nékteré chmelové prenylflavonoidy mohou
inhibovat enzymy cytochromu P-450, které preménuji
prokarcinogeny v karcinogenni slouceniny. Poznatky na-
znacuji, Zze tyto chmelové prenylflavonoidy mohou byt
efektivnimi  protinadorovymi  1éCivy, které blokuji
cytochromem P-450 zprostfedkovanou aktivaci prokarci-
nogend a indukuji karcinogen-detoxifikaéni enzym chi-
nonreduktasu®. Studie ukazuji, ze XN, xanthohumol C
a IX maji efektivni protinadorové ucinky na bunky lidské-
ho karcinomu prsu (MCEF-7), tlusté¢ho stfeva (HT-29)
a vaje¢nikt (A-2780) v davkach od 0,1 do 100 uM (cit.*®).

Chmel je vedle so6ji a jetele jednim z nejbohatsich
pfirodnich zdroji fytoestrogenl. Zvlasté zajimavé jsou
fytoestrogenni vlastnosti prenylflavonoidd. Estrogenni
aktivita prenylovanych flavonoidl je dobfe zndma, done-
davna se myslelo, ze ji zpusobuje XN, n¢kdy také pro tuto
vlastnost nazyvany chmelovy hormon, avSak znovéjsich
poznatkd vyplyva, ze samotny XN nema zadnou estrogen-
ni aktivitu. Estrogenni vlastnosti byly vSak prokazany u IX
a 8-prenylnaringeninu a u nékolika dalSich prenylovanych
flavanont. 8-Prenylnaringenin patii mezi nejsilnéjsi rost-
linné estrogeny neboli fytoestrogeny vibec. Ve chmelu
jsou tyto latky obsazeny pouze v nepatrném mnozstvi,
v hotovém pivu se tak nalézaji ve stopovém mnoZzstvi
a jejich obsah se pohybuje od 0,4 do 4,0 mg.1™" (cit.>' ™).

V dne$ni dobé se muizeme setkat i na naSem trhu
s fadou ptirodnich preparatii obsahujich flavonoidy soji,
isoflavony, které udajné snizuji riziko vyskytu rGznych
typl rakoviny a maji i ptiznivy vliv proti kornaténi srdec-
nich tepen. Pomahaji tidajné i pfi klimakterickych potizich,
pfi poruchach menstruace, pfi depresich, zvySené tnave,
bolestech hlavy, migrénach, zavratich, nespavosti apod.
Podobné ucinky se predpokladaji i u nékterych chmelo-
vych flavonoidd, zv1asté u téch s fytoestrogenni aktivitou.

5. Bilance xanthohumolu béhem vyroby piva

Prenylflavonoidy chmele se dostavaji do piva béhem
chmelovaru nebo druhotného chmeleni. Stevens a spol.
provedli nékolik pokusnych chmeleni. Jestlize se chmelilo
jednou davkou na zacatku chmelovaru (172 g na 12° pivo)
byla ucinnost extrakce XN horkou vodou asi 87 rel.%
Z mnozstvi XN, ktery pteSel do mladiny chmelovarem,
bylo asi 18rel.% navazano na zkoagulované bilkoviny
aasi 12 rel.% se ztratilo v horkych kalech. V odpadnim
chmelu ziistalo asi 13 rel.% Dalsi ztraty vznikaly béhem
chladnuti kald (6 %) a fermentace (11 %). Pouze asi
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30 rel.% se nalézalo v hotovém pivu, 98 % bylo vSak ve
form& IX. Celkova ztrita XN byla kolem 60 rel.% +
13 rel.% ztraty extrakci. Stabilizace piva polyvinylpolypy-
rolidonem (PVPP) snizila obsah IX asi o 30 rel.% Jestlize
se chmelilo na dvé davky, na zacatku chmelovaru 128 g a
na konci 137 g, celkem tedy 265 g na 12° pivo, pak bylo
ztraceno v odpadnim chmelu a horkych kalech asi 40 rel.%
Pouze asi 22 rel.% se nalézalo v hotovém pivu. Celkova
ztrata byla asi 64 rel.% + 14 rel.% ztraty extrakci. Konec-
ny obsah IX v lahvovych pivech svétovych znacek se pro-
to pohybuje od 0,4 do 4,0 mg.I"*, obvykle okolo 1,5 mg.1™
(cit.'>'9).

Forster zkoumal, jaké mnozstvi ptidaného XN zusta-
ne v hotovém pivu. Z pocatecni davky 5 mg XN do 1 litru
sladiny zbylo na konci 35 min dlouhého chmelovaru
v mladiné€ 0,4 mg XN a 1,5 mg IX, celkem byla suma latek
1,9 mg, coz je 38 rel.% Na konci kvaseni byla suma obou
latek uz jen 30 rel.% A po konecné filtraci a stabilizaci jen
15 rel.% (cit.*).

6. Zavér

XN, IX a ostatni prenylflavonoidy chmele jsou pozo-
ruhodné slouceniny, které teprve nyni nachazeji vyuziti jak
v pivovarském prumyslu, tak i v fadé jinych odvétvi. XN
miiZze slouZit jako pfirodni antioxidant a jako latka pro-
spésna lidskému zdravi nejen v pivu, ale i v novych typech
1é¢iv a potravinovych doplicich. Je to latka, ktera zvysSuje
trvanlivost piva i jeho uzitnou hodnotu. Vzristajici pocet
zprav o vyuziti téchto latek k 1é¢b¢ fady nadorl a civili-
zaCnich nemoci nabizi vyuziti v chemoprevenci téchto
chorob. UZ nyni se XN pouziva k 1é€bé osteopordzy a
v budoucnu se jeho aplikace jisté rozsifi. V Némecku se
vazn€é zabyvaji vyuzitim zbytku po extrakci CO,,ktery
obsahuje velké mnozstvi prenylflavonoidd, a pfidavaji ho
do piva za ucelem zlepSeni trvanlivosti, hotkosti a uzitné
hodnoty piva®™. Potencial prenylovanych flavonoida je
obrovsky, v blizké budoucnosti si tyto latky mohou najit
uplatnéni i v oborech, kde bychom je viibec necekali.
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P. Hofta, P. Dostalek, and G. Basarova
(Department of Fermentation Chemistry and Bioenginee-
ring, Institute of Chemical Technology, Prague): Xantho-
humol - a Hop Resin or Hop Polyphenol ?

The existing and new findings on xanthohumol and
other prenylated hop flavonoids are reviewed. First, syn-
thesis of flavonoids and prenylated flavonoids in plants is
described. The contents of major prenylflavonoids in hops
in general and the xanthohumol contents in Czech culti-
vars in the last year are listed. Formulae of all the known
hop prenylflavonoids and their chemical, physical and
biochemical properties are given. Their effect on human
health and their current and potential future utilization are
discussed. Biotransformations of xanthohumol in microor-
ganisms, mammals and humans are also mentioned. The
balance of xanthohumol and isoxanthohumol in the pro-
duction of beer is given.
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Uvodnik

Chytry glukan

Jako B-glukany jsou oznacoviny polymery glukosy, ve
kterych je glukosa vazdana vazbami nejcasteji v poloze 1,3
nebo 1,6, a v prirodé se vyskytuji v nejriiznéjsich organismech
a formdch. Zajem o tyto polysacharidy je dan jejich pozitiv-
nim ucinkem na obranyschopnost organismu. Historie uzivani
polysacharidii coby imunomodulatorii je dlouha, prvni pokusy
vyuzivaly tzv. Shearitv polysacharid jiz pred vice nez 60 lety.
Zajem potom na cas opadl a objevil se znovu az v Sedesatych
letech v souvislosti s pritkazem ucinku zymosanu (coz je hruby
extrakt bunécnych stén kvasinek) na aktivaci komplementové-
ho systéemu. Od osmdesatych let pak prudce vzrostl zdjem
védcii z celého svéta o B-glukan, zejména diky tomu, Ze gluka-
ny zacaly byt dostupné (jak laboratorné tak i komercne)
v rozpustné podobé.

Primarni zdroje [-glukanii pro imunomodulacni studie
jsou kvasinky (zejména v Evropé a USA), nejriiznéjsi houby
(zejména Japonsko, Cina a Rusko), obiloviny (Kanada) a mor-
ské rasy (Francie). Ditvody jsou viceméné tradicni, cdstecné
dané vétsi dostupnosti jednotlivych zdrojii. Jednotlivé [-glu-
kany se vyznamné lisi v konfiguraci, vétveni, molekulové hmot-
nosti, rozpustnosti a trojrozmérné strukture a vSechny tyto
rozdily se vyrazné odrazeji v jejich biologickych viastnostech.

Studie biologickych viastnosti [-glukanii se nejdiive
zamérily na infekéni imunitu a pozdéji na oblast léceni rako-
viny. Po uspésnych vysledcich byly v poloviné osmdesatych let
v Japonsku povoleny dva typy p-glukani, Lentinan (pochazi
z houby Lentinus edodes) a Schizophyllan (z Schizophyllium
commune), coby podpurna lécba pri lécbe nekterych typi
zhoubnych nadorii.

O imunoaktivnim pusobeni [-glukanii existuje v soucas-
né literature vice nez 1500 casto velmi kvalitnich publikaci.
Stimulacni ucinky nejriznéjsich [-glukanit byly popsany jiz
u evolucné primitivnich Arthropoda, kde se jedna o aktivaci
srazecich kaskad. Prostrednictvim proteolytického Stépeni
serinovymi proteinasami vznika gelovitda srazenina, kterd
zabranuje dalSimu pohybu invadujicich mikroorganismii.
Principielné odlisny, nicméné podobné ucinny efekt f-glukanu
byl prokazan i u korysu, kde protein, ktery vaze glukan, akti-
vuje fenoloxidasu. Dalsi studie prokdzaly stimulaci imunitnich
reakct u zizal, ryb, kurat, mysi, krys, kralikii, morcat, prasat,
ovci, koni a krav, takze je [-glukan povazovan za jednu
zmala latek, které jsou ucinné v celém spektru Zivocisnych
druhii. S-Glukan je pravdépodobné také evolucné velice stary
imunostimulans a nékteré prdace dokazuji i aktivaci obrannych
mechanismii rostlin.

Posledni desetileti také pomohlo odhalit otazku, jak
viastne f-glukany funguji. Na membrdané bunék savci sice
existuje nékolik receptoru, se kterymi [-glukany interaguji,
ale pravdépodobné nejdiileZitéjsi je receptor pro treti slozku
komplementu (CR3, CDI18/CD11b). Po vazbé [-glukanu na
tento receptor dochazi k jeho aktivaci, ktera vede k degranu-
laci buriky, a tim uvolnéni bakteriolytickych a bakteriostatic-
kych molekul. K tomu viak dochdzi pouze v pripadé, Ze se na
cast tohoto receptoru navaze C3, pritomnd napriklad na bak-
teriich nebo nadorovych bunkdch. Pritomnost f-glukanu je
pritom nezbytnd, nebot jeho vazba je pro aktivaci bunék nut-
nd.
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Otazkou proto ziistava, jak je mozné, Ze [-glukan jiz
davno nepatii mezi oblibené léky. Divodii je hned nékolik.
Pocet individualnich glukanii je prakticky stejné velky jako je
pocet zdrojii pouzitych k jejich izolaci. I pri snaze zajistit
stejné vyrobni podminky neni prakticky mozné zarucit u odlis-
nych izolati stejné viastnosti. To je v prikrém rozporu s regu-
lacnimi predpisy moderniho farmaceutického primyslu. Dale
potom snahy o porovnani biochemickych a fyzikdlné-
chemickych viastnosti se schopnostmi ovliviiovat obranné
reakce organismu vétsinou dospély k rozpornym vysledkiim.
Vetsinou se uvadi, Ze biologicky nejucinnéejsi jsou [-1,3-glu-
kany o molekulové hmotnosti v rozpéti 5 az 10000 kD
a s relativné necetnym vétvenim v poloze 1,6. Dlouho se pred-
pokladalo, Ze biologicka aktivita zalezi také na zdroji. Napii-
klad obilné glukany byly casto neucinné a teprve v posledni
dobé se zdd, Ze se jednalo spiSe o nedokonale precistené glu-
kany. Posledni studie vyuZivajici az 99% preparaty nalezly
aktivitu plné srovnatelnou s glukany pochazejicimi z kvasinek.
K problémum pouziti f-glukanii prispély také casto neseriozni
reklamni kampané, povétsinou na internetové urovni, které
vydavaji f-glukany za néco na vrovni vieléku léciciho vSech-
no od ubytku vlasu pres rakovinu az po impotenci. Navic cas-
to neni v prepardtu prakticky zadny glukan, o tom, Ze by firma
své produkty néjak testovala, ani nemluve. Neni proto divu, zZe
se farmaceutické firmy do nakupu licenci prilis nehrnou.

Je to Skoda, (-glukanii se totiz pomalu, dalo by se Fici
plizive, chopily ciperné firmy vyuzivajici nezdjem farmaceu-
tickych gigantu, a nabidly p-glukany pro ucely zvyseni obra-
nyschopnosti komercéné chovanych zvirat. Bez vétsiho zajmu
verejnosti jsou dnes [-glukany obsazeny v krmivu pro vice nez
80 % vsech komercné chovanych lososii a nékolik norskych

firem vyrabi a uspéesné prodava sviij [f-glukan po tundch.

Posledni dva roky se dockaly i pritkazii stimulace imunit-
nich mechanismii pomoci synteticky pripravenych oligosacha-
nidit se strukturou podobnou ¢i odvozenou od f-glukanii. To
by mohlo byt pro farmaceutické firmy zajimavéjsi, nezli prac-
né bojovat s izolacemi glukanu z prirodnich materialu, navic
kazda z nich ma zcela jisté patentovany stovky a tisice sacha-
ridu, o jejichz biologickych vlastnostech nemaji ani potuchy.
Syntéza glukanit ale nardzi na znacné obtize a zatim je ekono-
micky nevyhodna, zvlasté u delSich sacharidovych retézcii.

Malé firmy si stale proméruji obsah glukanu v prepardtu
testem s kyselinou sirovou a pocet laboratori schopnych
a ochotnych za poplatek otestovat, jaky to sacharid vlastné
v prasku nebo roztoku je, miizeme spocitat na jedné ruce.
Kdyz si k tomu pripocitame, Ze jen ve Spojenych statech exis-
tuje minimalné 300 firem prodavajicich néjaky glukan
a v mnohem mensich Cechach vim sam nejméné o Ctyrech,
moznost hospodarskych smluv by tu jisté byla i pro néjakou
Ceskou laborator.

P-Glukany se pravdépodobné nikdy nestanou néjakou
zdazracnou pilulkou, kterd zbavi lidstvo vsech chorob, na dru-
hé strané je ale mozné, ze diky Sarlatanstvi nékolika odmitame
produkt, ktery miize pomoci mnoha.

Vaclav Vetvicka
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Clanek umoziuje struény nahled do vyvoje a soucas-
ného stavu totalni syntézy alkaloidl, pfi¢emz se soustie-
d'uje na transformace dvojné vazby C=N. Na konkrétnich
prikladech je ukazano pouziti Mannichovy reakce a dal-
Sich pribuznych procest, které reprezentuji zakladni meto-
dy syntézy téchto sekundarnich metabolitii.

1. Uvod

Alkaloidy predstavuji patrné strukturné nejrozmani-
t&j3i skupinu piirodnich latek'. Vznik cilené chemie alka-
loid mizeme klast zhruba do pocatku 19. stoleti, kdy byly
izolovany prvni alkaloidy v ¢istém stavu. V mnoha pfipa-
dech vsak bylo nutno vynalozit enormni mnozstvi degra-

dacni prace, v prubéhu casto vice nez celého stoleti,
k tomu, aby byla urena struktura izolovanych bazi. Po-
stupné rozSifovani arzendlu strukturniho chemika po
2. svétové valce o efektivni metody, jako napt. hmotnost-
ni, a zvlast€ NMR spektroskopii a chiroptické metody,
vedlo k nesmirnému urychleni procesu strukturni analyzy.
V zavérecnych dekadach 20. stoleti izola¢ni prace jiZ prak-
ticky bez vyjimky popisuji i uplné urcené struktury izolo-
vanych alkaloidl, v¢etné absolutni, nebo alespon relativni
stereochemie.

Obdobny vyvoj zaznamenala i syntéza, a zvlasté to-
talni syntéza alkaloidi. Jeji pokrok souvisel srozvojem
teoretické organické chemie, obecné organické syntézy
a specialnich metod, zvlasté chemii C=N dvojné vazby.
Prakticka realizace byla podporovana dostupnymi metoda-
mi strukturni analyzy. Ne&které z publikovanych syntéz
alkaloidi patii ke zlatému fondu totalni syntézy”™

Zakladnim zdrojem informaci o alkaloidech je néko-
lik mnohasvazkovych monograﬁi5'7, zvlasté The Alkaloids,
zalozené R. H. F. Manskem. Vybornym zdrojem informaci
nejen o syntéze alkaloidi je referatovy cCasopis Natural
Product Reports®, v némz vychazi pravidelné tématicky
zaméfené Clanky (ptehledovy ¢lanek je zpravidla oznacen
RY).

Omezeny prostor je divodem, pro¢ se tento prehled
pokousi pouze nastinit moznosti, které v syntéze téchto
sekundarnich metabolitll pfedstavuji transformace dvojné
vazby C=N. Ze stejného diivodu je v nekterych piipadech
ve schématech zndzornéna pouze sekvence jinak dlouhé
totalni syntézy; rozSifend verze literatury se zachovanym
¢islovanim je umisténa na webové strance cCasopisu Che-
mické listy (http://chemicke-listy.vscht.cz). Pfehled pouZzi-
vanych zkratek G&tendf najde napt. vcit?*, piipadng
v citovanych pracich, a 0 °C 1 h — rfl (0,5 h) 2 h zname-
na, ze smes byla nejprve udrzovana 1 h pii 0 °C, potom
zahtata béhem 0,5 h k varu a dale zahtivana k varu 2 h.

MezN

O e (5 - () — @

R R

Schéma 1. Historicka syntéza tropinonu
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2. Rané obdobi

Syntéza alkaloidl se zpocatku koncentrovala na jed-
nodussi typy z praktickych divodi: U komplikovanéjsich
alkaloidl prosté nebyly znamy struktury; napt. u morfinu
trvalo uplné urceni struktury 121 let (1804-1925), u strych-
ninu 127 let (1819-1946). Prvnim alkaloidem ziskanym
totalni syntézou je patrné racemicky i opticky aktivni ko-
niin, piipraveny v roce 1886 Ladenburgem’. Vyvoj syntéz

COOH
CHO a
[ + HN-Me ——> COOH
CHO
H COOH HO 5
HOOC
5
\N \N \eo
COOH COOH
- B 4\
N
, o HOOC HOOC N, |
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alkaloidu ilustruje dobie piiklad bicyklického tropanového
skeletu. Prvni syntéza tropidinu (1) a tropinonu (2) je po-
platna dobé& svého vzniku'® (konec 19. stoleti), a spociva
v postupném  budovani skeletu cilové slouceniny
(Schéma 1). Vychozi cykloheptanon byl konvertovan
v cykloheptatrien a dale pfes intermediat 3 v symetricky
dibromamin 4; jeho cyklizace vedla pfes tropidin (1)
k tropanonu (2).

Schéma 2. Syntéza tropinonu; ¢inidla a podminky: a) H,O, puft, pH 3-11 (47-86 %)

MeOOC

OMe

OMe
Me

Schéma 3. Syntéza (-)-reserpinu; ¢inidla a podminky: a) NaBH4, MeOH vod. b) K,COs3;, MeOH vod., rfl 2 h. ¢) DCC, py, 100 °C 2 h.

d) Me;C.COOH, xylen, rfl 16 h. ) Zn, HCIO4, Me,CO, THF, H,0, rfl 20 min (-H:o-H 3:1).
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3. Klasické obdobi

Nasledujici syntéza tropinonu'’ R. Robinsona (z roku
1917) je jiz na prvni pohled odlisna. Postupné budovani
skeletu s pouzitim ,,prahlednych® transformaci je zde na-
hrazeno elegantnim slozenim molekuly z jednoduchych
stavebnich kamenti (Schéma 2). Kondenzace jantarového
dialdehydu s methylaminem a nasledna tandemova Manni-
chova reakce iminia 5 s kyselinou acetondikarboxylovou
(nejprve intermolekularni) poskytla pfimo tropinon (2)
v nizkém vytéZku. Tato totalni syntéza, realizovana na
zéklad& uvah o biosyntéze ,,one-pot (R'?) zpiisobem, je
soucasné prvni biomimetickou alkaloidni syntézou (R'*'%).
Postup byl optimalizovan Schopfem'®, a vytézek byl zvy-
Sen az na 83 %. Obdobnym zpisobem byl z glutarového
aldehydu ziskan pseudopelletierin'>'®; pozd&jsi aplikace'”.

Touto syntézou zacind obdobi klasické, vymezené
z druhé strany pftiblizn¢€ pracemi R. B. Woodwarda a spo-
lupracovnikil. Je to obdobi, kdy totalni syntéza byla sku-
teCnym uménim, kdy vysledek zavisel na chemikové umu.
Nadhernou ilustraci je Woodwardova syntéza reserpinu'®
(14), (Schéma 3). V sérii peclivé planovanych experimenti
byl [4+2] cykloadukt 6 konvertovan v lakton 7, majici
vSechna chirdlni centra budouciho kruhu E reserpinu se
spravnou relativni konfiguraci. Lakton 7 byl transformo-
van v aldehyd 8, a posléze pres piperidon 9 v imoniovou
sul 10. Redukce (NaBH4) poskytla ocekavatelny, avsak
nezadouci stereoisomer 11. Jeho epimerizace na C-3 bylo
dosazeno po zméné konformace (— lakton 12) a nasled-
nou kyselou isomerizaci (R'"); ziskany 3-BH isomer 13

Referaty

imoniovych soli 10 kovy v kyselém prostiedi vede piimo
k produktiim s 3-BH konfiguraci.

V tomto obdobi byly mj. dokonéeny syntézy racemic-
kého fysostigminu (Julian)*'** | morfinu (Gates)™ a strych-
ninu (Woodward)**.

4. Obdobi systematického rozvoje

Totalni syntéza kobyrové kyseliny (a vitaminu Byy),
spole¢né dilo tymt Woodwarda a Eschenmosera®, pied-
stavuje 1 po vice nez tiech desetiletich jeden z nejvétsich
uspéchti totalni syntézy pfirodnich latek; v souvislosti
s touto syntézou byly vyvijeny nové postupy a byla formu-
lovéna pravidla zachovéni orbitalni symetrie (Woodward,
Hoffmann).

Priblizné zde zacind dosud neukoncené obdobi syste-
matického a bouflivého rozvoje syntetickych metod
a stereoselektivnich reakci®. Casto jsou to pravé pozadav-
ky totalni syntézy, které vedou k vyvoji novych, nebo vari-
ant znamych reakci a transformaci*’ . Na vyznamu naby-
vaji kaskadové/tandemové sekvence, v nichz reakce proces
zahajujici je nasledovéna jednou, nebo vice reakcemi stej-
ného, nebo odlisného typu®*?*. Je zietelna tendence synte-
tizovat latky opticky aktivni. S tim souvisi bouflivy rozvoj
enantioselektivnich, s vyhodou katalytickych procesu,
a vyuzivani chiralnich ligandt a stavebnich kamentr*”.

Toto obdobi prineslo Coreyho retrosyntetickou analy-

u®’; planovani syntéz bylo prevedeno na raciondlni za-
klad. Rozviji se rovnézZ Mannichova reakce a piibuzné

byl potom konvertovan, s vyuzitim optického S$tépeni, procesy3738 které patii k zakladnim metodam syntézy
v (-)-reserpin (14). Pozdgji bylo zjisténo®, Ze redukce alkaloida™
H(OMe), NH2
CH(OMe)2
@N H
Rﬁj \
H'Y</ "™H A gOOMe
-
16a MeOOC OH H//,, H
u E
oy
HAN__ _LH RN "
R A N—2
N—<C \ 20a X=N
\}\ — H
noo j?lcoom 20b X =N*-O°
16b + MeOOC 0
L 17 _

Schéma 4. Syntéza kokcinellinu; ¢inidla a podminky: a) HC1 vod. (pH 1), rt 1 h, potom pH — 5,5 (25% NaOH vod. + citrato-fosfatovy
pufr), potom O=C(CH,COOMe),, rt 24 h, potom pH — 8, rt 24 h (75 %). b) NaCl, H,O (3,5 ekv.), DMF, rfl 4 h (56 %). ¢) PhsP=CH,,

Et,0,1t 1 h — rfl1 0,5 h (82 %). d) H,, 10% Pd/C, MeOH, rt 8 h. ) m-CPBA, CH,Cl,, 0
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24b 24a

Schéma 5. Syntéza (+)-karacinu; ¢inidla a podminky: a) DMSO, 100 °C (66 %)

5. Mannichova a piibuzné reakce

Pokrocilejsi variaci chemie ukazané ve Schématu 2,
a ilustraci uplatnéni stereochemickych vlivii v Mannicho-
vych procesech, je Stevensova syntéza’® kokcinellinu
(20b) a prekokcinellinu (20a), (Schéma 4). Aminodialde-
hyd 15 cyklokondenzuje za vzniku iminia, které reaguje
pfednostné v zidlickovém tranzitnim stavu 16b, v némz se
vyviji mensi pnuti béhem ataku nukleofilu. Obdobné se
sterické a  stereoelektronické efekty (R*') uplatiiuji
i v nasledujici intramolekularni adici nukleofilu v bicyk-
lickém iminiu (18 — 19); viz R*.

Pozornost si zaslouZi i mnohé dalsi totalni syntézy
zaloZené na Mannichové cyklizaci, jako napf. lucidulinu®,
lykopodinu* a porantherinu**®. Efektivni ,,one-pot * syn-
téza kara¢inu®’ (25) bicykloanulaci berberinu (21) se sily-
loxydienem 22 je zaloZena na delikatni balanci riiznych
faktorti v Mannichové cyklizaci, (Schéma 5). Intermediat
23 podlehl intramolekularni Michaelové adici enaminu na
enon aposkytl primarné smés imonii 24a a 24b
s vaniCkovou konformaci kruhu C; v dasledku toho se
neuplatni energeticky faktor, ktery by jinak vedl
k preferencni anti-adici v zidlickovém transitnim stavu.
Navic, kineticky enol 24c je spotiebovavan naslednou
Mannichovou kondenzaci vedouci k 25, produktu jinak

nevyhodné syn-adice.

Z preparativniho hlediska je cely proces velmi jedno-
duchy, nebot’ prosté zahtivani berberinu (21) s 22 poskytu-
je racemicky karacin (25) ve vytézku 66 %.

Elegantni konstrukce tetracyklického ketonu 31 ve
Winklerové syntéze (+)-manzaminu A® je zaloZena na
sekvenci [2+2] cykloadice a nasledné nasobné retro-
Mannichovy/Mannichovy reakce (Schéma 6). Vinylogicky
amid 26, ziskany adici diynonu na azocin, fotocyklizoval
za vzniku [2+2] cykloaduktu 27. Cyklobutan (B-amino-
keton) podlehl fragmentaci a intermediarni enol okamzité
atakoval iminium 28. Oxan 29 fragmentoval plisobenim
py/AcOH za vzniku iminia 30; zavéreCna Mannichova
cyklizace umoznila izolaci tetracyklu 31 v celkovém 20%
vytézku.

Brilantni  vystavba  klicového  intermediétu
v Magnusové novém pfistupu k syntéze komplexnich
indolovych alkaloida*’ je zalozena na kaskad& iminio-
vych cyklizaci®. Syntéza schizozyganového alkaloidu
(-)-strempeliopinu® (39) je zaloZena na pravdépodobné
biomimetickém reduktivnim piesmyku®* indoleninu 35,
(Schéma 7). (+)-18-Methylenvinkadifformin (34), pfistup-
ny ,,one-pot” kondenzaci aminu 32 s aldehydem 33, adap-
taci klasického postupu dle Kuehneho, a naslednym optic-
kym §tépenim, byl nekysele” dekarboxylovan. Ziskany
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Schéma 6. Sekvence ze syntézy (£)-manzaminu A; ¢inidla a podminky: a) #v, MeCN. b) AcOH, py, MeCN, rfl 4 h (20 % 2 stupn¢)

indolenin 35 byl vkyselém prostiedi v rovnovaze
s iminiem 36, které bylo atakovéano stereoselektivné indo-
lem, a generované iminium 37 okamzité redukovano z vice
pfistupné a-strany (Zn/CuSO4, AcOH) za vzniku indolinu
38a, izolovaného jako formanilid (-)-38b; béhem procesu
byla vytvofena 3 chirdlni centra, a jejich absolutni konfi-
gurace efektivné fizena uhlikem C20. Obdobny presmyk je
zékladem biomimetické syntézy eburnanovych alkaloidi™.
Predpokladané intermediaty typu 37 je mozno za jistych
podminek zachytit a ve stabilizované podobg izolovat™.
Intermediarni iminia pfibuzna 37 se uplatnila
ivtotdlni syntéze protinddorové ucinnych bisindolovych
alkaloidt®. Schéma 8 ilustruje zavéreéné stupné Fukuya-
movy de novo totalni syntézy (+)-vinblastinu (39, VLB)”/,
ktera zahrnuje i novy radikalovy postup konstrukce indolo-
vého jadra (40 — 41). Indol 42, jehoz 11-¢lenny kruh byl
uzavien regioselektivnim otevienim oxiranu 41 (82 %),
byl elektrofiln€ chlorovan za vzniku chlorakrylatu 43.
Pusobenim TFA byl chlorderivat ionizovan a generovany
konjugovany akrylat 44 bezprostiedné napaden vindoli-
nem jako nukleofilem v a-poloze (obracena regioselek-
tivita). Takto byl izolovan bis-indol 45 jako jediny ste-
reoisomer v 97% (!) vytézku z 42. Odchranénim a uza-
vérem piperidinového cyklu byla dokoncena syntéza
(+)-VLB (46), ktera zahrnuje rovnéz totalni syntézu
potiebného (-)-vindolinu®®; viz rovn&z*’. Popsany proces
byl uzit iv Kuehneho® a Magnusové®' totdlni syntéze
VLB. V Potierové biomimetické parcialni syntéze® t&chto
bis-indoli byla konjugovand iminia typu 44 generovéna
fragmentaci N-oxidu kataranthinu (Potierova-Polonovs-
kého reakce)®; viz rovngz®™ pro alternativni syntézu.
Brilantni enantioselektivni syntézu alkaloidu (-)-aspi-
dofytinu (54) zvefejnil Corey® (Schéma 9). Acetat 47,
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ziskany CBS redukci pfislusného ketonu, byl konvertovan
v nékolika krocich v dialdehyd 48. Jeho kondenzace
s tryptaminem iniciovala kaskadu iminiovych cyklizaci,
v niz primarné vzniklé dihydropyridinium 49 bylo nejprve
atakovano arylem zméné branéné o-strany (Pictet-
Spengler), a potom rezultujici indoleninium 50 allylsila-
nem z B-strany. Cely proces byl zakoncen redukci enami-
nu (NaBH;CN) a pentacyklicky ester 51 byl izolovan
v 66% vytézku; stejné jako ve Schématu 7, piitomné chi-
ralni centrum (C20) indukovalo korektni konfiguraci
3 generovanych center chirality. Za zminku stoji i vyso-
ce efektivni tvorba butanolidového cyklu, kterd je zalo-
zena na efektivni tvorb€ iminia 52 pomoci K;[Fe(CN)g]
(51 — 53 92 %); dalii totalni syntéza alkaloidu®.

Na kaskad¢ nukleofilni adice na N-alkylpyridiniové
soli a nasledné Pictetové-Spenglerové cyklizaci (R') je
zalozen dnes jiz klasicky Wenkertiv pfistup k syntéze
indolovych alkaloidi®; pro piibuznou chemii viz®. Cykli-
zace tohoto typu byly opakovang uzity v syntéze racemic-
kych’ i opticky aktivnich”' saframycind. Rovn&z dihydro-
pyridiny se uplatiuji jako intermediaty’. Kli¢ovym kro-
kem v syntéze (+)-kannabisativinu je adice kovového eno-
latu na chiralni N-acylpyridiniovou stl”.

Pti adicich se mohou uplatnit i vinylsilany, allylsilany
a propargylsilany’, &ehoz bylo vyuzito napf. v syntéze
pumiliotoxint’.

Mannichova reakce miize navazovat na predfazenou
reakci, a posouvat tak rovnovahu ve prospéch produktu.
Na kombinaci azonia-Copeho presmyku a Mannichovy
reakce (R’ je zalozena Overmanova syntéza (-)-strych-
ninu’’ (62, Schéma 10); pro piehled syntéz tohoto alkaloi-
du viz R"®. Optick4 aktivita byla indukovéna jiz v avodu
syntézy: Racemicky diacetat 56b, pfipraveny Pd-kataly-
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38a R=H
"(38b R=CHO

Schéma 7. Syntéza (-)-strempeliopinu; ¢inidla a podminky: a) TsOH (kat.), PhMe, rfl 110 h, potom DBU, rfl 15 h (50 %). b) kyselina
(+)-vinna, EtOH, (97 %). ¢) KOH, EtOH, rfl 2 h. d) PhH, rfl 1 h (92 % 2 stupng). ) Zn, CuSO4.5H,0 (kat.), AcOH, 60 °C — 102 °C 2 h,
potom Zn, CuSO,.5H,0 (kat.), 102 °C 2 h. f) HCOOH, Ac,0, 10 °C — rt 9 h (34 % 2 stupné). g) O3, IN HCI vod., MeOH, rt, potom
30% H,O, vod., rt 15 h (35-49 %)

Schéma 8. Syntéza (+)-vinkaleukoblastinu (VLB); ¢inidla a podminky: a) LDA, THF, -78 °C — 0 °C (76 %). b) Bu;SnH, Et;B,
THE, rt (67 %); + 5 dalsich stupnt. ¢) K,CO3;, DMF, 90 °C (82 %). d) TFA, CH,Cl,, 1t (85 %). e) TsCl, Me,N(CH,);NMe,, MeCN/
PhMe, 1t (88 %). f) TFAA, py, CH,Cl,, 1t (90 %). g) t-BuOCl, CH,Cl,, 0 °C. h) (-)-vindolin, TFA, CH,Cl,, 0 °C — 1t (97 %). i) EGN,
CH,Cl,, rt (kvant.). j) HSCH,CH,OH, DBU, MeCN, rt (76 %). k) NaHCO;, i-PrOH vod., 1t (66 %)
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MeO

Schéma 9. Syntéza (-)-aspidofytinu; ¢inidla a podminky: a) LDA, THF, HMPA, —78 °C, potom TBDMSCI, —78 °C 15 min — rt 1 h
— rfl 3 h. b) EDCI, DMAP (kat.), i-PrOH, 40 °C 3 h (57 % 2 stupné). ¢) OsOy4 (0,05 ekv.), NMO, Me,CO, 0 °C — rt 6 h (57 %).
d) NalO,, THF/H,0 (4:1), rt 35 min (98 %). e) 6,7-Dimethoxy-N,-methyltryptamin, MeCN, rt 5 min, potom TFAA, 0 °C 2 h, potom
NaBH;CN, 0 °C — rt 30 min (66 %). f) NaOH vod., EtOH, 75 °C 20 h (88 %). g) Ks[Fe(CN)s], NaHCO;, ~-BuOH/H,0 (1:2), rt (92 %).
h) OsOy (1 ekv.), DMAP (2 ekv.), -BuOH/H,O (1:2), rt 5-10 min, potom Na,SO;. i) Pb(OAc)s, AcOH, CH,Cl,, =20 °C (71 % 2 stupng).
j) KHMDS, THF, —78 °C 30 min, potom PhNTf,, —78 °C (54 %). k) BuzSnH (8 ekv.), Pd(PPh;), (0,2 ekv.), THF, rt 1 h (86 %)

zovanou syn-1,4-adici kyseliny octové na epoxycyklopen-
ten 55, byl enantioselektivné hydrolyzovan ptsobenim
EEAC (pro biotransformace viz R™). Ziskany monoacetét
(1R,45)-56¢ byl konvertovan v karbonat 56d, ptestavény
v sérii reakei na epoxid 57. Otevieni epoxidu poskytlo
piperidin 58, konvertovany interakci s formaldehydem
viminium 59a. Nésledujici stercoselektivni azonia-
Copetiv presmyk vedl k isomernimu iminiu 59b, které
bylo bezprostfedné atakovano C-nukleofilem (pfesmykem
generovanym enolem) za vzniku tricyklického aminoketo-
nu ve vytézku 98 % z aminu 58! Keton 60 byl transformo-
van ve dvou stupnich v anilinoakrylat 61, a posléze pies
Wielandliv-Gumlichliv  aldehyd v pfirodni (-)-strychnin
(62). Postup byl rovnéz aplikovan v syntéze (+)-strych-
ninu”, aspidospermanovych®', strychnanovych®
i melodanovych® bazi; byl rovndz kliGovym procesem
v s%ntéze a—allokainové kyseliny® a antibiotika preussi-
nu.

Adice vinylogického (R**’) nukleofilu 65 na C=N
dvojnou vazbu dihydro-B-karbolinu 64 je ivodnim krokem
Martinovy syntézy*® analogu akuammicinu 61, a tudiz
biomimetické formalni syntézy racemického strychninu
(+)-(62), (Schéma 11). Protoze siloxydien 65 neni dosta-
te¢né reaktivni, byla reakce provadéna v ptitomnosti 66b,
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a probihala tak pravdépodobné€ pfes silné€ elektrofilni acyl-
iminium (80 %). Ziskany akrylaldehyd (1-oxadien) 67
podlehl intramolekularni hetero [4+2] cykloadici a ziskany
cykloadukt 68 (85 %) byl konvertovan v indol 69b, jehoz
chloraci vznikla smés 3-chlorindolenii 70. Pouze isomer
70b podlehl pisobenim silné baze transformaci (pfes 71)
ve slouCeninu 61. S vyuzitim krotonylchloridu (66a) byl
obdobns pfipraven (+)-akuammicin®® (63).

Péknou ilustraci opakované adice vinylogického
nukleofilu (2-silyloxyfuranu) na C=N dvojnou vazbu
(jedna znich N-acyliminiového typu, druhd generovéana
dekarboxylaci a-aminokyseliny) je moZno nalézt®
v enantioselektivni syntéze (+)-kroominu. Na generaci
iminii dekarboxylaci 5-substituovanych prolind je zaloze-
na rovnéz enantioselektivni syntéza (+)-anatoxinu A’
(R*?), (+)-epibatidinu® a (+)-ferrugininu’; piibuzny po-
stup byl aplikovan v syntéze (+)-apovinkaminu®.

Klasickym ptikladem uziti N-acyliminiovych cykliza-
ci (R*) je syntéza (+)-lykopodinu (77) podle Storka®®,
otce enaminové chemie, (Schéma 12). trans-3,5-Disubs-
tituovany cyklohexanon 72 poskytl reakci pyrrolidinové-
ho enaminu s akrylamidem enamidovy isomer 74 (nizky
vytézek 20-25 % v dusledku neregioselektivni tvorby 73).
Pfednostni para-adici arylu v odvozeném acyliminiu 75
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Schéma 10. Syntéza (-)-strychninu; c¢inidla a podminky: a) NaH, PhH, rt — 100 °C 48 h. b) KOH, EtOH/H,0 (5:1), 70 °C 3 h (75 %
2 stupng). ¢) (CH,0),, Na,SO,4, MeCN, rfl 10 min (98 %). d) LDA, THF, —78 °C — 0 °C 30 min, potom NC.COOMe, —78 °C 2 h, potom

H,0, =78 °C — 1t. e) 10% HCI/MeOH, rfl 12 h (70% 2 stupng¢)

byl ziskan tetracyklicky laktam 76 (55 % + 29 % isomer).
Zde, stejné jako ve Woodwardové syntéze strychninu®,
bylo degradace -elektronové bohatého arylu vyuzito
k vystavbé potiebného substituentu.

Generaci N-acyliminiového intermediatu béhem kas-
kadového procesu (R”) ilustruje Padwova syntéza'® ery-
thrinanového skeletu (Schéma 13). Sulfoxid 78 podlehl
pasobenim TFAA Pummererové reakci (R'"'); generované
thionium bylo atakovano amidickym karbonylem za vzni-
ku amidofuranu 79 (R'%), ktery poskytl intramolekularni
[4+2] cykloadici intermediat 80. Jeho bezprostiedni isome-
rizace pritomnym BF;.OEt, vedla pfes enamid 81
k acyliminiu 82, které bylo atakovano arylem. Transformace
probéhla stereoselektivng s vytézkem 83 %. Spirocyklicky
laktam 83 byl posléze konvertovan v (+)-erysotramidin (84),
piibuzna sekvence byla uZita napf. v syntéze (+)-jamtinu'®;
enamidii typu 81 bylo vyuzito v syntéze dendrobinu'®. Syn-
téza (+)-aspidospermidinu je zalozena na kaskadové cykliza-
ci acyklického ketoaldehydu'”.

Redukce imoniovych soli jiz byla zminéna u re-
serpinu  (Schéma 3). Redukce 3.,4,5,6-tetrahydro-
pyridinu je kliCovym stupném Storkovy stereoselektiv-
ni syntézy (-)-chininu'® (92), (Schéma 14). Tato syntéza
svou celkovou strategii pfipomina dnes jiz klasickou syn-
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tézu (%)-chininu (Uskokovié; Hoffmann-La Roche)'”’,
kterd stereosektivni nebyla, nebot’ za zvolenych podminek
(AcOH, NaOAc) byla konjugovana adice ve vinyl-
chinoliniu 89 odvozeném z acetatu 88 reverzibilni, a vedla
ke smési  deoxychininu (90) a deoxychinidinu (91)
v poméru 43:57. Ve Storkové syntéze byla epimerni smés
alkohold 94 oxidovana na keton, ktery za podminek Stau-
dingerovy reakce cyklizoval za vzniku tetrahydropyridinu
95 (69 %). Ten zaujimal pfednostné konformaci s obéma
substituenty s pseudoekvatoridlni orientaci a byl podle
pfedpokladu redukovan za vzniku piperidinu 95 jako jedi-
ného stereoisomeru (91 %). Z n&j odvozeny deoxychinin
(90) byl konvertovan v (-)-chinin (92) modifikovanym
Uskokovi¢ovym postupem, na jehoz vysoké stereoselekti-
vité (14:1) se podilel patrné chinuklidinovy dusik (78 %).
Stereoselektivni redukce byla Siroce vyuzivana napt.
v syntéze eburnanovych alkaloidli, kde redukce tetracyk-
lickych imonii byla aplikovana v syntéze (+)-vink-
aminu'®. U téméF planarnich pentacyklickych imoniovych
soli jsou redukei ziskavany neptirozené trans-D/E eburna-
ny'®” (sterickd kontrola angularnim ethylem), zatimco re-
dukce rozpoustéjicimi se kovy stereochemicky prubch
obraci''’. Kli¢ovym stupném v syntéze''' monomorinu I je
redukce imoniovych specii s vyuzitim stereoelektronic-
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Schéma 11. Formalni syntéza racemického strychninu; ¢inidla a podminky: a) 66b, THF, -78 °C 1 h — rt 1 h (79 %). b) mesity-
len, 160 °C 3 d (85 %). ¢) 70% HCI1O, vod. (kat.), THF/H,O (5:1), 80 °C 12 h (93 %). d) trans-PhCH=CHAc, (Ph;P);RuCl,, Et;N,
PhMe, rfl 24 h (79 %). e) H,, 20% Pd(OH),/C, AcOEt, EtOH, rt 5 h (67 %). f) NaOMe (3 ekv.), MeOH, rt 24 h, potom TsOH (5 ekv.),
0°C 1 h—r1t5h (74 %). g) TBSCI, DMAP, py, rt 24 h (71 %). h) Me;0'BF,", 2,6-di-t-butylpyridin, CH,Cl,, rt 24 h, potom NaBH,,
MeOH, 0 °C 15 min (83 %). i) SnCls, PhMe, —15 °C 30 min, potom #-BuOCl, —15 °C 30 min. j) LIHMDS, THF, =15 °C 30 min —» rt 3 h
(26 %). k) 2N HCl, MeOH, 1t pies noc (83 %)

MeO. MeO. MeO. MeO.
E a E b

OMe

77 76

Schéma 12. Syntéza (£)-lykopodinu; ¢inidla a podminky: a) pyrolidin. b) CH,=CHCONH,, dioxan, rfl pfes noc, potom H,O, rfl 2 h (74
20-25 % + isomer). ¢) 80% H;PO4/HCOOH (1:1), 1t 20 h (76 55 % + isomer 29 %)
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Schéma 13. Syntéza (£)-erysotramidinu; ¢inidla a podminky: a) TFAA, Et;N, CH,Cl,, =78 °C 10 min, potom BF;.0OEt,, — rt 30 min —

rfl 20 h (83 %)

kych efektli; obdobné efekty se uplatnily pfi adici kyanido-
vého aniontu a nasledné reakci Grignardovych cinidel
s rezultujicimi aminonitrily' "%,

Cyklické a—kyanaminy, odvozené od fenylglycinolu,
jsou uzitené chirdlni syntony, které byly vyuzZity
v asymetrické syntéze pestré Skaly alkaloidnich typa
(Husson, tzv. CN (R,S) metoda)' . Strategie se uplatnila
napf. v syntéze (+)-ferrugininu'', (-)-adalinu a (-)-eufo-
kokcininu'"®, a rovnéz obou enantiomert spirocyklického
isonitraminu''®. Schéma 15 ukazuje jeji uziti v piipravé
alkaloidu (+)-tetraponerinu-8 (104)'", v niz je dvakrat
uzito stereoselektivni alkylace aminonitrilu (97 — 98
a 102 — 103), nasledované, opé€t vysoce stereoselektivni,
redukci ziskanych produkti. Pozornost si zaslouzi
i elegantni transformace aminu 99 v tricyklicky aminonitril
102; tato ,,one-pot* konverze, spocivajici v ko-kondenzaci
dvou aminoaldehydd, poskytla latku 102 jako vyhradni
stereoisomer v 84% vytézku! Ve varianté postupu jsou
univerzalnimi intermediaty odpovidajici laktamy''®. Fe-
nylalaninol je rovnéz vyuzitelny v téchto strategiich a mui-
ze byt zabudovan do molekuly, jak demonstruje syntéza
erythrinanového skeletu''®, probihajici pres acyliminia
typu 82.

Pfi konstrukei alkaloidnich skeletdl se uplatiiuji v adi-
cich na C=N dvojnou vazbu i N-nukleofily, jak bylo jiz
zminéno v souvislosti s chininem. Adice anilinu je klico-
vym krokem tvorby N-acylaminalové skupiny v totalni
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syntéze (£)-isoschizogaminu'>’, z piibuzného enamidu byl
vybudovén alkaloid ()-vallesamidin'*'. P¥imogary pfistup
k syntéze (-)-fysostigminu C-3 methylaci tryptofanovych
derivatl a naslednym zachycenim indoleninia dusikem se
podafilo realizovat'?* pomoci Coreyho-Kimova ¢inidla
(MeSCH,CIl); pro piibuzny pfistup s vyuzitim aziridind
(R123) viz'24,

Kapitolu uzavira dominova sekvence reakci, ktera
byla pouzita'*'* Heathcockem pii konstrukci skeletu
dafnifyllovych alkaloidt. Strategii ilustruje biomimeticka
syntéza  (+)-methyl-homosekodafnifyllatu  (112)'%,
(Schéma 16). Pyridin 106a podlehl pisobenim kyseliny
octové hetero [4+2] cykloadici v odvozeném 2-azo-
niadienu 107a, a ziskané iminium 108a bylo atakovano
olefinem (aza-Prinsova reakce) za vzniku pentacyklického
aminu 110 v celkovém 83% vytézku z alkoholu 105. Bé-
hem transformace byly generovany 3 cykly a stereoselek-
tivné€ 5 chiralnich center! V piipadé N-methyliminiové soli
106b (= 107b) podlehl karbokation 109b, generovany aza-
Prinsovou cyklizaci z iminia 108b, hydridovému pfenosu
z N-methylu (nebo enova reakce?); hydrolyzou byl zis-
kan isopropyl-amin 111 ve vytézku 75 %! Aminy 110
alll byly konvertovany v (£)-methyl-homoseko-
dafnifyllat (112); (-)-112 a (-)-sekodafnifillin'*®. Tato
strategie byla vyuzita i v syntéze dafnilaktonu A (113)'%
a (+)-bukittingginu*’; R"' zahrnuje i odli§né piistupy
k syntéze téchto alkaloidu.
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Schéma 14. Syntéza (+)- a (-)-chininu; Cinidla a podminky: a) AcOH, NaOAc, PhH, rfl 14 h (79 %; 90:91 43:57). b) O,, KO#-Bu,
DMSO/#-BuOH (4:1), 20 °C 9 min ((£)-92 32 % + chinidin 40 %). c) 86, LDA, THF, =78 °C — 0 °C 15 min, potom 93, =78 °C 15 min
— 0 °C 20 min (70 %). d) (COCl),, Et;N, DMSO, —78 °C 1 h (85 %). e) Ph;P, THF, rfl 3 h (81 %). f) NaBH,4, MeOH/THF (1:1), rt 3 h
(91 %). g) 40% HF vod., MeCN, rt 1 h (95 %). h) MsCl, py, CH,Cl,, rt pfes noc. i) MeCN, rfl 3 h (68 % 2 stupné¢). j) O,, NaH, DMSO,
45 min ((-)-92 78 %)

104 103 102 101
Schéma 15. Syntéza alkaloidii CN(RS) metodou; &inidla a podminky: a) (CH,0),CHCH,Br, LDA, HMPA, THF, —78 °C (84 %).

b) NaBH,4, EtOH, rfl 2 h (kvant.). ¢) H,, 10% Pd/C, MeOH, 40 min (81 %). d) HCI vod., rt pfes noc, potom H,NCH,CH,CH,CH(OEt),,
KCN, pH 2-3, 1t 2 h (84 %). e) n-CsH;,Br, LDA, HMPA, THF, —-78 °C (61 %). f) Na, NH; (1) (97 %)
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Schéma 16. Syntéza (+)-methyl-homosekodafnifyllatu; ¢inidla a podminky: a) (COCl),, DMSO, CH,Cl,, —78 °C 15 min, potom Et;N,
=78 °C 5 min — 0 °C 50 min, potom NH; (g), 0 °C 10 min — rt (45 min). b) (COCl),, DMSO, CH,Cl,, —78 °C 30 min, potom Et;N,
=78 °C 5 min — 0 °C 1 h, potom MeNHj, (g), 0 °C — rt (1 h). ¢) 106a, NH;OAc, AcOH, rt 30 min — 70 °C 1,5 h (110 82 %). d) 106b,

NH4OAc, AcOH, 85 °C 10 h (111 75 %)

6. Mannichova reakce na prelomu stoleti.
Vyhled

Rozpoznani faktori, ovliviiujicich priibéh pestré Skaly
procest zaloZenych na adici nukleofilti na dvojnou vazbu
C=N, umoznuje cilené vyuzivani takovych procesii v efek-
nou ilustraci miizeme nalézt ve vysoce stereo- a enantiose-
lektivni syntéze ekteinascidinu 743 (125), kterou publiko-
val**!* Corey se spolupracovniky (Schéma 17). Tento
metabolit nebyl dostupny izolaci v mnozstvi potfebném
pro biologické studie, a jeho totalni syntéza tak méla kro-
m¢ prestizniho i prakticky davod.

Pentacyklické jadro alkaloidu bylo vybudovéano po-
moci dvou N-acyliminiovych cyklizaci: Z acetalu 114
uvolnény aldehyd cyklodehydratoval za vzniku N-acyl-
iminia 115, jehoz Pictetovou-Spenglerovou cyklizaci
(BF;.0Ety) byl ziskdn pfemostény isochinolin 116
(73 %). Jeho interakci s aldehydem 117 generované imi-
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nium bylo zachyceno kyanidem. Izolovany o-kyanamin-
lakton 118 byl redukovan na laktol. Za kyselé katalyzy
(MsOH) utvotené dalsi N-acyliminium 119 bylo néslednou
Pictetovou-Spenglerovou cyklizaci (tvorba dalsiho tetra-
hydroisochinolinu; 55 % ze 118) a dalSimi Gipravami trans-
formovano ve fenol 120. Nemén¢ interesantni je nasleduji-
ci vystavba 10-Clenného cyklu, kterd spociva
v regioselektivni oxidaci fenolu 120 a nasledné konverzi
v hydroxyketon 121. Pomoci Swernova ¢inidla (neni oxi-
dace!) a bazi generovany enon-thiolat 122 podlehl interni
Michaelové adici za vzniku 123 (po acetylaci) v 79% vy-
tézku! Konverze na o—ketolakton 124 umoznila dalsi ste-
reoselektivni Pictetovu-Spenglerovu kondenzaci (82 %)
a nakonec transformaci v hemiaminal ekteinascidin 743
(125); dalsi totalni syntézy'>*'*.

Mannichova a pfibuzné reakce se vyvinuly v mohutny
nastroj syntézy dusikatych heterocykli; je vice nez pravde-
podobné, Ze tyto procesy si vyznamné postaveni v total-
nich syntézach nejen alkaloidt i nadale udrzi.
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Schéma 17. Syntéza ekteinascidinu 743; Cinidla a podminky: a) BF;.OEt, (10 ekv.), H,O (10 ekv.), CH,Cl,, 0 °C 10 min. b) BF;.OEt,
(17 ekv.), 4 A MS, CH,Cl,, 23 °C 18 h (73 %). ¢) H, (1 atm), 10% Pd/C, AcOEt, 23 °C 6 h (100 %). d) 117, KCN (25 ekv.), AcOH,
23 °C 18 h. e) CH,=CHCH,Br (5 ekv.), Cs,CO; (2 ekv.), DMF, 23 °C 1 h (87 % 2 stupng). f) Dibal-H (1,2 ekv.), PhMe, — 78 °C 5 h. g)
KF.2H,0 (piebytek), MeOH, 23 °C 20 min. h) MsOH (20 ekv.), 3 A MS, CH,Cl,, 23 °C 5 h (55 % ze 118). i) Tf;NPh (5 ekv.), Et;N,
DMAP, CH,Cl,, 23 °C 6 h (72 %). j) TBDPSCI (piebytek), DMAP, CH,Cl,, 23 °C 13 h (89 %). k) MOMBYL, i-Pr,NEt, CH,Cl,, 23 °C
20 min (92 %). 1) (PhsP),PdCl, (kat.), BusSnH, AcOH (ptebytek), CH,Cl,, 23 °C 15 min (100 %). m) CH,O (piebytek), NaBH;CN,
AcOH, MeCN, CH,Cl, 23 °C 30 min (95 %). n) (Ph;P),PdCl,, Me4Sn (piebytek), LiCl, DMF, 80 °C 2 h (83 %). 0) (PhSe0) 20 (1,1 ekv.),
CH,Cl,, 23 °C 15 min. p) TBAF (2 ekv.), THF, 23 °C 10 min (75 % 2 stupné). q) N-AllOOC-S-CH,FI-Cys-OH, EDC.HCI (5 ekv.),
DMAP (5 ekv.), CH,Cl,, 23 °C 30 min (91 %). r) Tf,0, DMSO, —40 °C 30 min, potom i-Pr,NEt, — 0 °C 30 min, potom ~BuOH,
0 °C, (Me;N),C=N¢-Bu, 23 °C, potom Ac,0, 23 °C (79 % celkem). s) (Ph;P),PdCl, (kat.), Bu;SnH (pfebytek), AcOH, CH,Cl,, 23 °C 5
min (84 %). t) 4-Formyl-1-methylpyridinium jodid (20 ekv.), DBU (20 ekv.), DMF, CH,Cl,, 23 °C 40 min (70 %). u) (3-Hydroxy-4-
methoxyfenyl)ethylamin, silikagel, EtOH, 23 °C 10 h (82 %). v) TFA/THF/H,0O (4:1:1), 23 °C 9 h. w) AgNO; (20 ekv.), MeCN/H,O
(3:2), CH,Cl,, 23 °C 11 h (77 %).
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Redakce uvefejiiuje opravu schématu v referatu Josefa Hajicka: Mannichova a pribuzné reakce v totalni syntéze alka-
loidii (Chem. Listy 98, 1096 (2004)).
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1. Uvod

Pouzivani pfirodnich pfipravkli pro zvySeni pohlavni
touhy a vykonnosti je staré témer jako lidstvo samo. Jsou
to prevazné riizné rostliny (vice nez 100 druhil), organy
zivoCichl a nékteré druhy hmyzu, ale také latky nerostné-
ho piivodu'. Podle ,,bohyn& smysiné lasky* Afrodité se
nazyvaji afrodiziaka. U vétsSiny z nich neni jejich G¢innost
prokazand, u nekterych jde spiSe o ucinky na libido nez
o ucinek vyvolavajici erekci. V soucasné dobé, kdy se pro
fadu muzl sexudlni vykonnost stala synonymem spolecen-
ské uspésnosti, asi polovina muzské populace ve véku 35
az 65 let pfiznava problémy s erekci’. Erektilni dysfunkce
(ED), dfive traumaticky nazyvana impotence, je definova-
na jako trvala neschopnost dosahnout nebo udrzet erekci
penisu dostateCnou pro uspokojivou sexualni aktivitu
(obr. 1). ED trpi nejméné jeden muz z deseti. Nepostihuje
jen sexualitu, ale jsou s ni také spojeny zaporné emoce
jako nejistota, stres a problémy v partnerském Zivots®. V
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mlads$im véku pfevazuji spiSe psychické priciny ED. Stale
plati, ze nejdulezitéjSim organem pro erekci je limbicky
systém v mozku. Erekci potlaCuje neuroticky mechanis-
mus vznikajici z uzkosti, strachu z netispéchu, psychické-
ho a fyzického vycCerpani. ZjednoduSen¢ lze fici, Ze vSe, co
poskozuje zdravi, poskozuje také muzstvi, jako napt. obe-
zita, nedostatecna ¢i jednostranna dieta, stres, koufeni,
alkohol, drogy, anabolika, ale také nékteré 1éky. Ve stred-
nim a star§Sim véku je ED nejCastéji zplisobena Spatnym
stavem cév, které neumoziuji dostateéné prokrveni penisu
nebo poklesem hladiny muzskych pohlavnich hormont
(Partial Androgen Deficiency of Aging Male, PADAM)
(cit.*). Castou ptitinou ED je benigni hyperplazie nebo
karcinom prostaty, radikalni prostatektomie a diabetes
mellitus’. Neni proto piekvapivé, Ze po objevu latek u¢in-
nych pii ED se 16k Viagra® a dal3i erektilika staly zadany-
mi piipravky v zemich viech kontinenti®’ (viz ¢lanek S.
Radla, kap. 2, v tomto &isle).

Hladké svaly penisu jsou obvykle udrzovany
v semikontraktilnim stavu. Hlavnim medidtorem relaxace
hladkych svalovych vldken penisu — erekce, je oxid dusna-
ty, jehoZ prekurzorem je L-arginin (obr. 2) (cit.?). P¥i vzru-
Seni je NO, po nonadrenergni noncholinergni nervové
stimulaci, uvoliiovan z endotelovych bunck (obr. 3).
V hladkém svalovém vlaknu kaverndzniho télesa (corpora
cavernosa) aktivuje cytosolovou guanylatcyklasu (EC
4.6.1.2., GC) k produkci cyklického guanosin-3’,5’-mono-
fosfatu (¢cGMP). Cyklicky GMP aktivuje specifickou pro-
teinkinasu, ktera fosforyluje specifické proteiny a iontové
kandly. Tyto kanaly se otviraji pro draselné ionty, bun&cné
membrany se hyperpolarizuji, a tim se zablokuje piijem
vapenatych iontll buiikou. Nasledkem je pokles koncentra-
ce Ca’" v cytosolu a relaxace hladkého svalstva artérii
a arteriol erektilni tkan¢, coz vede k n¢kolikanasobnému
zvysSeni pritoku krve do penisu. Soucasné relaxace trabe-
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Obr. 3. Relaxace buiiky hladkého svalstva cév penisu a mechanismus piisobeni nékterych latek s erektilnim ti¢inkem;
(-) — inhibice, (+) — aktivace, eNOS — endotelova NO-synthasa, PDE — fosfodiesterasa

kul hladkych svalovych vldken vede k rychlému naplnéni
lakunarnich prostor kavernéznich téles krvi a jejich expan-
zi. Subtunikélni Zilni pletence jsou stlaceny a odtok krve
je prakticky uplné¢ zamezen. Tyto dé&e zadrzuji krev
v kaverndznich té€lesech, kde je moZné béhem masturbace
¢i pohlavniho styku dosahnout tlaku az nékolik stovek mm
Hg. Pfechodn¢ se zastavi vyména krve mezi penisem
a ostatnimi ¢astmi organismu. Béhem navratu penisu do
ochablého stavu je cGMP hydrolyzovan fosfodiesterasou
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typu 5 (EC 3.1.4.17, PDE 5). Signalni molekulou, ktera
rovnéz zprostiedkovavéd relaxaci, je prostaglandin E,;
(PGE)). Ten aktivuje produkci cyklického adenosin-3’,5’-
-monofosfatu (cAMP), ktery je hydrolyzovan enzymy
PDE 2-4 (obr. 3) (cit.?).

Doporuceni pro diagnéozu a 1é¢bu ED byla prfijata
v roce 2001 (cit.*). Mnoho pacientti viak nadale upied-
nostiluje prirodni alternativy erektilik. V minulych letech
nebyvale vzrostl prodej fytopfipravki a doplikt stravy
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s udavanym erektilnim uginkem’. Tento &lanek je prehle-
dem dosavadnich poznatkli o latkach a rostlinach, které
jsou aktivnimi slozkami 1€ku, fytopfipravki a doplnka
stravy pouZivanych resp. doporucovanych muZzim
s poruchami erekce. Pfedmétem c¢lanku nejsou ptirodni
afrodiziaka a drogy s neprokazanym uéinkem na ED. Cla-
nek rovnéz neobsahuje zadna doporuceni k vybéru pii-
pravku.

2. LéKky v terapii erektilni dysfunkce

2.1. Inhibitory fosfodiesteras
Historie inhibitort fosfodiesteras pro 1écbu ED se
datuje od roku 1986 (cit.'%). Zacala vyvojem antihyperten-
ziva, které by pozitivn€ ovliviiovalo vasodilata¢ni a diure-
ticky ucinek endogenniho atrialniho natriuretického pepti-
du (ANP). ANP receptor aktivuje v ledvinach tvorbu GC,
coz vede ke zvyseni hladiny cGMP, snizeni hladiny volné-
ho intracelularniho vépniku, zlepSeni prokrveni ledvin,
a tim ke zvySenému vylucovani sodiku a sou¢asnému po-

CH,
O HN
0}
N,
T )8
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OCH,CH,CH, /N\)
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| N O O
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klesu krevniho tlaku. Vyzkumny tym firmy Pfizer se za-
méfil na inhibitory PDE-enzymi, které reguluji hladinu
c¢GMP v burice; vychozi modelovou strukturou byla slou-
¢enina nazvand zaprinast (obr. 4). V roce 1989 byla z né-
kolika perspektivnich inhibitort PDE 5 vybrdna latka,
ktera dostala genericky nazev sildenafil. Posledni literarni
prehled inhibitord fosfodiesteras cyklickych nukleotidii byl
publikovéan v roce 2004 (cit.'"), struktury n&kterych z nich
a hodnoty ICsq jsou uvedeny na obr. 4.

Sildenafil (viz obr. 4). V tenkém stfeve a jatrech je
sildenafil metabolizovan formou cytochromu P450,
CYP3A4, na N-desmethylsildenafil a jeho absolutni biolo-
gicka dostupnost je kolem 40 %. Jako 1€k pro terapii ED
byl sildenafil (Viagra®) schvalen v roce 1998 (cit.'). Ob-
vykla doporucena davka sildenafilu je 50 mg, maximalné
100 mg denné. Neéktefi pacienti uvadéji dobry efekt i po
davkach 25 mg a méng&. Utinek se dostavuje 1épe pii uziti
nalacno, 1¢ék Ize kombinovat s malym mnozstvim alkoho-
lickych napojii. Uginek nastupuje do 30 aZ 60 min a trva
4 h. Lék je ucinny pouze v reakci na sexudlni stimulaci.
K nejcastéjSim nezadoucim efektim patii navaly horka,

CH
ks O CH,
o) HNMN
N
CH, ,SO, CH,
(¢
N\)
H,c—
vardenafil (0,0007)
CH, NH,
)
=
COOCH,
OMe

OMe

T-1032 (0,001)

Obr. 4. Struktury nékterych inhibitori fosfodiesterasy PDE 5. Hodnoty ICso v umol.I™" jsou uvedeny v zdvorce za nazvem
slouceniny, chemické nazvy sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu jsou: 5-[2-ethoxy-5-(4-methylpiperazin-1-sulfonyl)]-1-methyl-3-

propyl-3a,7a-

-dihydro-1H-pyrazolo[4,3-d]pyrimidin-7(6 H)-on, 2-[2-ethoxy-5-(4-ethylpiperazin-1-sulfonyl)]-5-methyl-7-propyl-4a,5-dihydroimidazo-
[5,1-f][1,2,4]triazin-4(3H)-on a 6-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-methyl-12,12a-dihydro-6H,7H-pyrazino[1',2":1,6]pyrido[3,4-b]indol-1,4-

(2H,3H)-dion



Chem. Listy 98, 1119 — 1129 (2004)

bolesti hlavy, zavraté, dyspepsie, zdufeni nosni sliznice,
zmény barevného vidéni, zvySend citlivost na svétlo
a rozostfené vidéni'>™'°. Pacienti uvadgji vétsinou vyborny
ucinek a dobrou snasenlivost sildenafilu. Relativni nevy-
hodou sildenafilu je jeho rychlé vyluovani z organismu
a také pomeérné vysoky inhibi¢ni Ui€inek na aktivitu PDE 6,
enzymu lokalizovaného na ty¢inkach a Cipcich sitnice oka
(ma 10x mensi afinitu nez k PDE 5). Nasledkem inhibice
PDE 6 jsou zmény barevného vidéni. Z téchto diivodi jsou
hledany latky s v&tsi selektivitou k PDE 5 (cit.'®).

Vardenafil (viz obr. 4). Vardenafil (Levitra®) se od
sildenafilu 1i§i zdménou skeletu pyrazolopyrimidinu za
imidazolotriazin a methylové skupiny za ethylovou na Ny
piperazinu. Lék je hodnocen jako nejucinngjsi a nejselek-
po podani a mensim vyskytem nezadoucich ucinkt. Jeho
biologicky polocas je 4 az 5 h a afinita k PDE 6 je 15x
mensi nez k PDE 5 (cit.®). Podle nékterych klinickych
studii vykazal vardenafil statisticky vyznamné zlepSeni
erektilni funkce u vice nez 60 % pacienti nereagujicich na
sildenafil'’, byl u¢inny u 72 % pacientt s diabetes mellitus
a 71 % muzii po prostatektomii'®. Na trhu jsou tablety
obsahujici 5, 10 a 20 mg ucinné latky. Pro dosazeni erekce
je nutnd sexudlni stimulace. Vardenafil nevykazuje zadné
interakce s malym mnozstvim alkoholu. NejcastéjSimi
nezadoucimi ucinky, které se objevuji u 10 % pacienti,
byly navaly horka a bolesti hlavy, Casté byly dyspepsie,
nausea, zavraté a ryma (1-10 %). Vzacnéji se vyskytovalo
zvySeni krevniho tlaku, fotosenzitivita, poruchy vidéni
(0,1-1 %) a hypertonie, hypotenze a synkopa (0,01-0,1 %)
(cit."”?°). Stejné zkuSenosti byly ziskany ze sexuologické
poradny Fakultni nemocnice v Olomouci.

Tadalafil (viz obr. 4). Tadalafil (Cialis"™) je zatim
poslednim schvalenym inhibitorem PDE 5 a zéakladnim
skeletem se 1iSi od sildenafilu a vardenafilu (obr. 4). Polo-
Cas tadalafilu je 17,5 h a afinita k PDE 6 je vice nez 700x
mensi nez k PDE 5 (cit.%). Nebyl u né&j popsan zadny uéi-
nek na vidéni. Na trhu jsou tablety obsahujici 10 mg
a 20 mg ucinné latky. Vysledky klinickych studii ukdzaly,
ze jesté 36 h po podani 20 mg tadalafilu bylo 79 % pokust
o koitus uspésnych; k dosazeni erekce je nutnd sexualni
stimulace. Nastup t¢inku je dostate¢né rychly. Vice nez
polovina muZii po podéni 20 mg tadalafilu dosahuje erekce
béhem 30 min, uéinek neni prfili§ ovlivnén ptedchozim
pfijmem potravy a alkoholickych ndpojli. K nej€astéjSim
vedlejsim ucinkim patii bolest hlavy (13 %), dyspepsie
(10 %), bolesti zad (6 %) a svalu (5 %) a navaly horka
(4 %). V nasi poradné pacienti ocenovali rychly nastup
erekce neovlivnény dietou a prolongovany ucinek tadalafi-
Iu. Néktefi vSak uvadéli méné spolehlivy nastup erekce ve
srovnani se sildenafilem.

Mezi dosud klinicky nezkouSené, in vitro G¢inné
specifické inhibitory PDE 5 patii 2,7-nafthyridinovy deri-
véat T-0156 (obr. 4) (cit.?") a 4-aryl-1-isochinolonovy deri-
vat T-1032 (obr. 4) (cit.??). Ob& slouteniny mély na izolo-
vané kavernozni t€leso kralika relaxacni ucinek srovnatel-
ny se sildenafilem.
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2.2. Latky s jinym mechanismem
ucinku
Apomorfin, yohimbin a dehydroepiandrosteron

(DHEA) (obr. 5) jsou v éfe inhibitord PDE 5 pouzivany
v terapii ED méné Castéji. U apomorfinu a yohimbinu je
divodem jejich mala ucinnost, u DHEA jsou stale nedosta-
teCné znalosti o jeho celkovém pusobeni, zejména je-li
aplikovan u muza v podstaté zdravych. Papaverin, fentola-
min, prostaglandin E; (obr. 5) a vazoaktivni intestinalni
polypeptidy jsou aplikovany v terapii ED, pokud jsou kon-
traindikovana nebo jsou neti¢inna oralni erektilika.

Apomorfin. ((6aR)-6-Methyl-5,6,6a,7-tetrahydro-4H-
-dibenzo[de,g]chinolin-10,11-diol, viz obr. 5). Apomorfin
je synteticky opiat pfipravovany z morfinu, sexualni funk-
ce ovliviiuje svym ucinkem na dopaminergni systém cent-
ralniho nervového systému. Vaze se na dopaminové recep-
tory D; a D, a stimulaci struktur hypotalamu v oblasti
nucleus paraventricularis se zvySuje intenzita nervovych
impulzi s naslednym vzestupem syntézy NO, coz vede
k vyssi tvorbé cGMP. Apomorfin (Uprima®) je dostupny
ve formé sublingvalnich tablet v davkach 2 nebo 3 mg.
Lék vyzaduje sexudlni stimulaci. Efekt se dostavuje pii-
blizné za 20 min a trva 2 h. Pii ptekroceni jeho optiméalni
davky se asi u 20 % pacientll objevuji nausea a zvraceni.
Nezadoucimi ucinky mohou byt bolesti hlavy a zavraté.
Lécba nitraty neni kontraindikaci. Vyhodou by méla byt
bezpecnost preparatu a 54 % efektivita erekci dostacuji-
cich ke styku®**. Nedoporuguje se pozivani alkoholickych
napoju. Je paradoxem, Ze v letech 1987-2003 bylo publi-
kovano nejméné 19 klinickych studii potvrzujicich G¢in-
nost apomorfinu v terapii ED (cit.”’), ale praktické zkuge-
nosti a srovnavaci klinické studie s inhibitory PDE 5 pro-
kazaly jeho slaby erektilni uginek™* 2",

Yohimbin (viz obr. 5). Indolovy alkaloid, izolovany
v roce 1896 Spiegelem z kiiry zépadoafrického stromu
bujarniku johimbé (Corynanthe yohimbe, Rubiaceae), je
selektivnim  o,-adrenolytikem. Presynaptickou blokadou
zvySuje hladinu katecholamint (dopaminu, noradrenalinu)
v mozku, ovliviiuje hladinu serotoninu a ma antidepresivni
ucinek. Uvadi se, Ze yohimbin miiZe zlepSovat nebo stimu-
lovat sexualni funkce, ale tento ucinek neni u lidi, pro vy-
razné interindividualni rozdily, spolehlivé prokazan®?.
Peroralné lze podavat davky 10-50 mg.den' rozdélené do
2 nebo 3 davek. Nékdy dostacuje narazové podani v davece
5-20 mg jednu hodinu pied stykem. K nejcastéjsim vedlej-
$im u¢inklim patii navaly horka, poceni, vzrusivost, poru-
chy usinani, zavraté, nausea a tfes rukou®?°. Na trhu je lék
obsahujici pouze yohimbin (Yohimbin Spiegel®) (cit.>!).
Yohimbin hydrochlorid lze predepsat téZ magistraliter,
event. v kombinaci s kofeinem, papaverinem, strychninem
nebo diazepamem.

Dehydroepiandrosteron (viz obr. 5). Hormon produ-
kovany v kife nadledvinek cirkuluje ve vnitfnim ob¢hu
v konjugované formé jako DHEA-sulfat. Je to jediny hor-
mon, jehoz hladina v krvi klesd linearn€ s biologickym
vékem. Miize byt metabolizovan jak na testosteron, tak na
estradiol. V fadé zemi, s vyjimkou Ceské republiky, se
prodava jako doplngk stravy s udavanym pozitivnim Géin-
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Obr. 5. Prirodni latky a jejich analoga s erektilnim tG¢inkem

kem na celkovy fyzicky a mentélni stav organismu, k pre-
venci nebo zmirnénim prubéhu vétsiny chronickych one-
mocnéni véetné ED (cit.*?). V jedné z mala klinickych
studii zamétenych na ED je popisovan statisticky vyznam-
ny ucinek na erekci u pacientli, kterym byl podavan
DHEA v denni davce 50 mg po dobu 24 tydni™.
Papaverin (viz obr. 5). Benzylisochinolinovy alka-
loid, izolovany z latexu Papaver somniferum (mak sety,
Papaveraceae), je nespecifickym inhibitorem fosfodieste-
ras (PDE 2-4). Papaverin zvysuje hladinu cAMP, ma vaso-
dilatacni a spasmolytické u¢inky. U ED je papaverin u¢in-
ny pouze, pokud je aplikovan injekéni formou intraka-
verndézné vétSinou v kombinaci s fentolaminem a pro-
staglandinem E; (cit.**). Pfi ptedavkovani hrozi riziko
priapismu, t.j. dlouhotrvajici bolestivé erekce, kterd po
ejakulaci nemizi, a fibrosa kavernéznich t&les’.
Fentolamin (viz obr. 5). Imidazolinovy derivat, ktery
kompetitivné blokuje a- a a,-adrenergni receptory a rov-
néz inhibuje UCinky serotoninu. U ED je pouZzivan
v kombinaci s papaverinem a prostagladinem E; (cit.>**).
Prostaglandin E; (viz obr. 5). (PGE,, alprostadil).
PGE;, stimuluje G-proteinovy receptor aktivujici adenylat-
cyklasu v kavernéznim télese. ZvySena hladina cAMP
vede k relaxaci sinusoid kavernoznich t&les a erekci’.
K navozeni erekce je PGE; aplikovan intrakaverndzné
nebo intrauretrdlné (do 10 pg), casto v kombinaci
s papaverinem a fentolaminem. U vaskulogenné podminé-
né¢ ED se pohybuje aplikovana davka do 25 ng. V praxi
byvaji hlavni indikaci intrakaverndzni nebo intrauretralni
aplikace koktejlu vazoaktivnich latek neurogenné podmi-
néné poruchy erekce, napt. ED u diabetické neuropatie
nebo podminéné misni 1ézi a nereagujicich na jinou lécbu.

fentolamin
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PGE 1 (alprostadil)

Na trhu jsou injekéni formy PGE, Caverject” a Karon®
a pelety pro intrauretralni podani (pfipravek MUSE® neni
v CR prozatim schvélen). Piesto, Ze nebezpeéi nezadou-
cich vedlejsich ucinkt (navaly horka, bolestivost v misté
vpichu, priapismus a fibrosa), je ve srovnani
s papaverinem mensi, 1ékatf zpravidla vyzaduje pisemny
informovany souhlas pacienta s 1é¢bou.

Vazoaktivni intestinalni polypeptidy. Smés poly-
peptidl izolovand z tkdné tenkého stfeva, majici vyrazny
relaxacni Gi¢inek na hladké svalstvo penisu, byla aplikova-
na v kombinaci s fentolaminem®. U 70 % probandii vyvo-
lala pevnou erekci. Piipravek je aplikovan (pouze v USA)
intrakavernozné€ a jeho vedlejsi ucinky jsou podobné jako
u predchozich injekéné podavanych 1ék.

3. Fytopripravky a dopliiky stravy stimulujici
sexualni funkce

Tato ¢ast ¢lanku je vé€novana slozkam fytopfiprav-
ka a doplnki stravy, u kterych je udavan pozitivni vliv na
erekci. Byly vybrany ty rostliny a komponenty, u kterych
se vychazelo pfi formulaci pfipravku z vysledkl studia
jejich biologické aktivity in vitro, experimenti na zvifa-
tech a dvojité¢ slepych, placebem kontrolovanych klinic-
kych studii na dobrovolnicich. Jde vétSinou o intaktni ¢asti
rostlin, jejich extrakty a chemicky definované pfirodni
latky. Nicméné, erektilni Géinek piipravku je Casto zdu-

vodiiovan poznatky z etnofarmakologickych studii’*®.

Aspidosperma  quebracho-blanco (kebraco,
Apocynaceae). Stale zeleny strom rostouci v Jizni
Americe. Biologicky aktivnimi latkami jsou

pravdépodobné indolové alkaloidy aspidospermanového
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typu. Z odhadovaného poctu asi 50 derivati bylo
strukturné  charakterizovano 6 alkaloidd, napf.
aspidospermin a quebrachin®’*®.  Yohimbin, jak je
v literatufe Casto nespravné uvadéno, v rostliné nebyl
nalezen. V tradicni mediciné se extrakt z kary A.
quebracho-blanco pouziva jako tonikum u onemocnéni
malych dychacich cest, priduskového astmatu, emfyzému
a ke zlepseni erekce™. Extrakt je jednou z aktivnich slozek
kombinovaného piipravku Afrodor 2000%, ktery obsahuje
jesté sedativum acekarbamol a vitamin E. Klinicka studie
tohoto piipravku uvadi zlepSeni erekce u 14 % a zvyseni
libida u 15 % pacientd po 4 tydennim uzivani’. P¥i
pfedavkovani byly jako nezadouci G€inky zaznamenany
ztrnulost, zavraté, nausea, kieCe a bolesti hlavy.
Sexuologové piipravek Afrodor 2000® hodnoti piiznivs*'.

Corynanthe yohimbe (s. Pausinystalia yohimbe, bu-
jarnik yohimbé, Rubiaceae). Strom yohimbé roste
v zapadoafrickych destnych pralesich. Klira yohimbé obsa-
huje jako hlavni alkaloid yohimbin (obr. 5), z dalSich to
jsou napi. isomery yohimbinu — korynthin, pseudo-
yohimbin a heteroyohimbanu, napf. ajmalicin a korynan-
thein®. V tradiéni medicing je extrakt z kiry pouzivan
predevsim k 16¢b& nedostateéné erekce®. Uginek doplikt
stravy, které obsahuji extrakt z kiry bujarniku, na erekci je
individudlni a jeSté obtiZznéji hodnotitelny nez u yohimbi-
nu.

Epimedium sagittatum (Skornice, Berberidaceae).
Z patnéacti druhti rodu Epimedium je E. sagittatum fytoche-
micky nejlépe charakterizovanou rostlinou. V &inské tra-
di¢ni medicing je herba Epimedii aktivni slozkou fytopfi-
pravkil doporucovanych ke zlepSeni erekce. Nadzemni ¢ast
E. sagittatum obsahuje prenylované flavonolglykosidy,
z nichZ byl farmakologicky podrobnéji studovan pouze
ikariin (obr. 6) (cit.*™*). Tento flavonoid je specifickym
inhibitorem PDE 5 (ICs 0,43 pmol.I™") s malym uc¢inkem
na PDE 4 (73,5 umol.I™") (cit.*). Literarni udaje podporuji
uvadénou erektilni Gc¢innost fytopfipravkii obsahujicich
tuto drogu.

Eriosema kraussianum (Papilionaceae). Zakrsla kefi-
kovita rostlina pouzivana v tradi¢ni mediciné kmene Kwa-
Zulu (jizni Afrika) ke zvy3eni muzské potence”’. Pyranoi-
soflavony nazvané kraussianony, izolované z kotent byly
aktivni v testu relaxace kaverndzniho télesa kralika.
Kraussianon 1 (obr. 6) vykazal v experimentu 85 % ucin-
nosti sildenafilu®®. Ve fytopiipravcich prodavanych na
evropském trhu se tato rostlina nevyskytuje.

Eurycoma longifolia (Tongkat Ali, Simaroubaceae).
Koteny stromu rostouciho v destnych pralesich jihovy-
chodni Asie obsahuji slouceniny rGznych strukturnich
typt. Byly izolovany quassinoidy, napf. eurykomalakton
(obr. 6), kathin-6-onové a B-karbolinové alkaloidy, deriva-
ty skvalenu a neolignany®™°. V tradi¢ni medicing je ex-
trakt E. longifolia pouzivan hlavné u priijmovych onemoc-
néni, pfi malarii, gastritidach, hore¢natych stavech a nedo-
statecné sexualni aktivité. V experimentech na zvifatech,
u kterych byl jako kontrola pouzit yohimbin, E. longifolia
méla vyrazn€ lepsi vysledky ve vSech sledovanych para-
metrech’”2. Klinické studie ovéfujici erektilni u&inek
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extraktu Tongkat Ali na ED nejsou znamy. Extrakt E. lon-
gifolia je slozkou mnoha dopliikii stravy s udavanym pozi-
tivnim u¢inkem na erekci.

Ginkgo biloba (jinan dvoulalo¢ny, Ginkgoaceae).
¢inské medicin€. Extrakt z listll, ktery obsahuje ginkgoli-
dy, flavonoly, biflavony a fytosteroidy, ma klinicky ovére-
né neuroprotektivni u¢inky™. Vysledky ze dvou klinickych
studii prokazaly, ze komplex latek obsazenych v extraktu
zlepsuje sexualni dysfunkci vyvolanou antidepresivy **.
Mechanismus G¢inku extraktu je vysvétlovan potlacenim
inhibi¢niho vlivu serotoninu na aktivitu neuronalni NO-
synthasy™®. Extrakt G. biloba je jednou ze stalych slozek
dopliku stravy zlepSujicich sexualni funkce.

Lepidium meyenii (maka, Brassicaceae). Jidla a na-
poje z hypokotylt této andské plodiny maji pozitivni vliv
na zlepSeni fyzické a psychické vykonnosti a reprodukéni
zdravi obou pohlavi. Stimulujici u¢inek intaktnich hypoko-
tyl a celkového extraktu na sexualni aktivitu byl pozoro-
van u mysi a potkant®”*®. Zvysil se pocet uskuteénénych
spojeni a sperma-pozitivnich samicek a snizila se latentni
perioda erekce u potkanich samcid. Vliv na parametry se-
xualniho vykonu byl u sexualné nezkuSenych samci
potkana pozorovatelny jiz po jednorazové davce maky™.
Podavani maky zdravym dobrovolnikiim v davce 3 g.den™
po dobu 12 tydnt vedlo ke statisticky vyznamnému zvyse-
ni objemu spermatu, celkového poctu spermii a jejich po-
hyblivosti. Sérové hladiny 17a-hydroxyprogesteronu, tes-
tosteronu, 17(3-estradiolu, luteinizacniho hormonu a pro-
laktinu zdstaly nezménény® 2. U mysich samic krmenych
makou doslo ke zvySeni plazmatické hladiny progesteronu
a testosteronu, hladina 17B-estradiolu ziistala neovlivnéna®.
Pfiznivé U€inky maky na sexudlni funkce u obou pohlavi
jsou pripisovany jak optimalni kombinaci obsahovych
latek v hypokotylu — fytosteroidii, pyridinovych a imida-
zolovych alkaloidl, alkanamidd (obr. 6), glukosinolatd
a isothiokyanati, tak i vysoké nutriéni hodnoté®. Vzhle-
dem k doporucované denni davce (az 12 g) jsou na trhu
vétSinou jako dopln€k stravy proddvany pouze samotné
rozemleté hypokotyly peruanské provenience.

Panax ginseng (korejsky ZenSen, Araliaceae).
V kofenech Zensenu bylo strukturné identifikovano vice
nez 200 sloucenin. Charakteristické obsahové latky jsou
ginsenosidy (triterpenové saponiny, obr. 6) (cit.**). Droga
pusobi stimulac¢né na centralni nervovy systém, podporuje
srdecni Cinnost, snizuje hladinu glukosy v krvi a zlepsSuje
stievni peristaltiku. Svym komplexnim u¢inkem na hemo-
dynamiku organismu pomaha ke zvladnuti fyzicky i psy-
chicky néaro¢nych situaci. Pozitivni vliv ZenSenu na po-
hlavni aktivitu se pfipisuje biologické aktivité ginsenosidui.
In vitro tyto latky vyvolavaly relaxaci kavernozniho télesa
stimulaci tvorby endotelového NO (cit.*®). Klinické studie
s korejskym zZenSenem prokazaly zlepSeni sexudlnich
parametrl ve srovnani s placebem®”®®. Uéinek na ED se
vsak projevil az po dlouhodobém pouzivani (8 tydni) rela-
tivn€ vysokych dennich davek zensenu ve formé prasku
(900 mg.den™). Korejsky Zensen je stalici doplikii stravy
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Obr. 6. Prirodni latky s dosud nedostate¢né prokazanym erektilnim u¢inkem

s udavanym ucinkem na sexualni vitalitu, ale ¢asto je na- u obou pohlavi”. Predpoklada se, Ze protodioscin je
hrazovdn jinymi druhy, naptf. P. vietnamensis nebo v organismu transformovan na DHEA. Studie na normal-
P. quinquefolius ¢i eleutorokokem ostnatym nich a kastrovanych mysich prokazaly stimulac¢ni vliv
(Eleutherococcus senticosus, Araliaceae). Adaptogenni extraktu na sexudlni chovani zvirat, hladiny hormont vSak
G&inky t&chto rostlin jsou zpravidla mensi*’. nebyly sledovany”'’?. Extrakt mél relaxagni uginek na
Tribulus terrestris (kotvicnik pozemni, Zygophylla- hladké svalstvo kavernézniho télesa kralika™. Klinické
ceae). Letnicka rostouci v oblastech mirného a teplého studie s extraktem T. terrestris zatim publikovany nebyly.
klimatu Evropy a Asie a v jizni Africe. Hlavnimi obsaho- Kotvi¢nik se stava stale popularnéjsim doplitkem stravy
vymi latkami jsou furostanolové saponiny, z nichz az 50 % s udavanym proerektilnim efektem, zejména v kombinaci
je protodioscin (obr. 6) (cit.®). T. terrestris byl v tradi¢ni s makou a L-argininem.
indické a ¢inské mediciné pouzivan pti onemocnéni srdce, L-Arginin. Semiesencialni bazickd aminokyselina,
jater a ledvin a pro anabolicky G¢inek. V soucasné dob¢ je endogenné syntetizovana z karbamoylfosfatu, L-ornithinu
vyhleddvanou drogou pro zlepSeni reprodukénich funkei a a-aminoskupiny kyseliny asparagové. V organismu je
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L-arginin metabolizovan na fadu sloucenin, napf. NO-
synthasou (EC 1.14.13.39) v endotelovych buiikach, makro-
fazich a centralnim nervovém systému na NO a L-citrulin
(obr. 2), v jatrech arginasou (EC 3.5.3.1) na ornithin, argi-
nin:glycin-amidinotransferasou (EC 2.1.4.1) na kreatin
a arginindekarboxylasou (EC 4.1.1.19) na agmatin’®.
V doplicich stravy je L-arginin cenén zejména pro stimu-
laéni G¢inek na imunitni systém a ED (cit.>"®). V dvojité
slepé, placebem kontrolované klinické studii na 50 dobro-
volnicich, kterym bylo podavéano 6 tydnt 5 g L-argininu na
den, 31 % probandii udavalo zlep3eni erekce’®. P¥imy ui-
nek na zvySeni tvorby endotelového NO prokdzan nebyl.
Statisticky vyznamné zvySeni koncentrace L-argininu,
glycinu a L-ornithinu v krvi a mo¢i bylo nalezeno u dob-
rovolnikd aZ po tydenni davce 9 g.den™ (cit.””). Ptida-
vek L-argininu v dopliicich stravy v davkach 0,5-5 g
L-argininu na den pravdépodobné nema prokazatelny uci-
nek na ED. Nicméné kombinace s latkami stimulujicimi
aktivitu endotelové NO-synthasy muze byt zajimava, jak
ukézala klinickd studie se 40 dobrovolniky (vék mezi 25
a 45 roky, diagnosa ED), kterym bylo podavano 90 dni
1,7 g L-argininu na den v kombinaci s extraktem flavonoi-
di (Pycnogenol®, 80 mg.den™) z Pinus maritima (moiska
borovice) (cit.”). TéméF 92 % Gcastniki studie uvadélo na
konci studie normalni erekci. Podavani samotného pfi-
pravku Pycnogenol® 18 pacientim v denni davce 120 mg
po dobu tfi mésict vedlo ke zlepSeni sexualnich funkci
u 46 % (cit.””). Podobnych vysledki bylo jednorazové
dosaZeno u pacientl se slabou a stfedni ED po jednorazo-
végrol podani kombinace 3,25 g L-argininu a 6 mg yohimbi-
nu”.

L-Karnitin. L-Karnitin je v organismu syntetizovan
z esencialnich aminokyselin lysinu a methioninu. V burice
funguje jako ptrenase¢ acylovych skupin pies mitochondri-
alni membranu. L-Karnitin a jeho acetylderivat jsou vyhle-
davanymi dopliiky stravy®'. Nedavno byla publikovana
klinicka studie, kde u pacientll, kterym byl poddvan acetyl-
-L-karnitin (2 g.den™) a propionyl-L-karnitin (2 g.den™) po
dobu 6 mésicii se statisticky vyznamné zlepSila erekce ve
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srovnani s kontrolou a skupinou, které byl aplikovan tes-
tosteron (160 mg.den™) (cit.**). Tento dosud nepopsany
ucinek L-karnitinu je vysvétlovan jeho nedostatkem
v disledku poklesu androgenti u starnoucich muzii a pod-
poruje ucelnost nejednoznacné prijimané substitucni tera-
pie testosteronem nebo jeji nahrazeni L-karnitinem.

K nutraceutikiim, které jsou Casto slozkami dopliki
stravy pro zlepSeni sexudlnich funkci a maji pozitivni fy-
ziologické ucinky, patfi theamin (obsahova latka zele-
ného Caje, Camellia sinensis), glutamat sodny a vita-
min E (a-tokoferol, obr. 7).

4. Latky s vyraznymi toxickymi acinky
stimulujici erekei

Dnes jiz pouze literarné zndmym afrodiziakem je
Lytta vesicatoria (3panélska muska) (cit."). Muska obsahu-
je silné toxicky kantharidin (obr. 8, 2,3-dimethyl-7-oxa-
bicyklo[2.2.1]heptan-2,3-dikarboxanhydrid), ktery je spe-
cifickym inhibitorem proteinfosfatasy 1A a 2A, enzymu
v metabolismu glykogenu®. Aktualn& nebezpeénym pii-
pravkem je amylnitrit (pentylnitrit), proddvany v sexsho-
pech pod nazvem Poppers (obr. 8). Amylnitrit je pfi poko-
jové teploté tekavy, ptisobi jako donor NO a jeho inhalace
ma za nasledek rychle nastupujici relaxaci hladkého sval-
stva vnitinich organt®. Je dostupny v ampulich a jeho
hlavni 1ékatské pouziti je jako protijed u otravy kyanidem.
Vzacné je aplikovan u akutnich ledvinovych a Zlu¢niko-
vych kolik. Inhaluje se bezprostfedn¢ pied orgasmem pro
zvySeni a prodlouzeni sexualniho potéSeni. V mnoha ze-
mich je populdrni na diskotékach. Piisobi podrazdéni dy-
chaci sliznice a mtize vést k t€zké hypotenzi s naslednou
z4stavou srdce.

5. Lékové interakce a zdravotni kontraindika-
ce v terapii erektilni dysfunkce

K nezddoucim farmakodynamickym interakcim
dochazi u vSech tfi inhibitortt PDE 5, sildenafilu, var-

a-tokoferol

Obr. 7. Nutraceutika podporujici sexualni funkce

174



Chem. Listy 98, 1119 — 1129 (2004)

o}
o}
H3C\/\/\O/N\\O S
Me o
amylnitrit kantharidin

Obr. 8. Latky s vyraznymi toxickymi ucinky stimulujici erekei

denafilu a tadalafilu, pokud pacient uziva antihyperten-
ziva (p-blokatory, centralni sympatolytika, periferni vazo-
dilatancia, diuretika), antidepresiva (inhibitory monoami-
noxidasy, tricyklickd antidepresiva), inhibitory acetylcho-
linesterasy, sedativa (barbiturdty), anxiolytika (benzo-
diazepiny), antagonisty aldosteronu (spironolakton), indo-
metacin a klofibrat. Ze skupiny drog napf. nadmérné
mnozstvi alkoholickych napoju a derivaty morfinu. Abso-
lutné kontraindikovany jsou vSechny nitraty a donory NO
(glycerol-trinitrat, isosorbid mono- a dinitrat, amylnitrit).
Nutri¢ni zdroje nitritd, nitratt a L-arginin neovliviyji vy-
znamng hladinu cirkulujictho NO (cit.**®). Z 1¢kd, které
ovlivituji farmakokinetiku sildenafilu, jsou to zejména
nespecifické inhibitory CYP3A4, azolova antimykotika
(ketokonazol), antihistaminikum cimetidin (H, antagonis-
ta) a makrolidové antibiotikum erytromycin. Relativnimi
kontraindikacemi pro sildenafil jsou: infarkt myokardu,
cévni mozkova piihoda ¢i Zivot ohrozujici arytmie
v poslednich Sesti mésicich, nestabilni angina pectoris,
méstnavé srdecni selhani a tlak krve (TK) pod 95/50 mm
Hg nebo nad 170/110 mm Hg, selhavani jaternich a ledvi-
novych funkci®. Pro rostliny/extrakty uvedené v tomto
¢lanku nebyly v literatufe nalezeny studie o jejich interak-
cich s jinymi xenobiotiky.

Z pohledu uzivatele je zajimavy G¢inek furokumari-
nfl, bergamottinu a 6,7-dihydroxybergamottinu, obsaze-
nych ve stavé z grepu. Tyto latky ireversibilné inhibuji
CYP3A4 a P-glykoprotein. Tim se snizuje intestinalni
metabolismus sildenafilu, ale i vardenafilu a tadalafilu,
zvySuje se jejich absorpce z traviciho traktu do vnitiniho
prostiedi a aktualni koncentrace v buiice®®. Stavy z jinych
citrusovych plodi (pomeranc, citron) latky inhibujici
CYP3A4 neobsahuji.

6. Zavér

Erektilni dysfunkce je jak socidlni, tak zdravotni pro-
blém jednotlivce. At s tim souhlasime nebo ne, penize
a sex jsou symbolem §tésti pro znacnou Cast populace ve
vyspélych zemich. Jaké zavéry muze Ctenai ude€lat po pie-
¢teni ¢lanku? Pokud ma problémy se svou sexualni aktivi-
tou, nemé&l by v prvni fazi hledat feseni v chemii. Casto
staci usporadat si svillj Zivotni styl a zménit dietu. Pokud
tento postup nevede ke znatelnému zlepSeni, pak dalSim
krokem jsou fytoptipravky a dopliiky stravy. Staleté zku-
Senosti lidového 1éCitelstvi vychazeji nejen z efektu place-
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Tabulka I
Priklady dopliikti stravy na ¢eském trhu s uvadénym pozi-
tivnim vlivem na erekci

Doplnék Slozeni

1 L-Arginin, jinan dvoulalo¢ny (Ginkgo biloba),
zenSen (Panax ginseng, P. quinquefolium),
vitaminy A, E, Bj 56,12, kyseliny listova, pan-
tothenova, biotin, Zn, Se (pro muze)

L-Arginin, jinan dvoulalo¢ny, ZenSen, vitaminy
A, E, By 56.12, kyseliny listova, pantothenova,
biotin, Zn, Fe, Ca (pro zeny)

Maka (Lepidium meyenii)

Maka, jinan dvoulalo¢ny, koenzym Q,, vita-
min E, Zn

Kdra bujarniku yohimbé (Corynanthe yohim-
be), aloe, listy Turnera diffusa, extrakt semen
cicimeku datlového (jujube), listy jinanu dvou-
lalo¢ného, aminokyseliny — L-glutamova, L-ar-
ginin, L-alanin

Skoticovnik ¢insky (Cinnammum chinensis),
kokotice ¢insk4, kustovnice, klanopraska ¢inska
(Schizandra chinensis), listy maliny, kofen
vitodu uzkolistého (Polygala amara), koten
Rehmannia glutinosa, kira gumojilmu
(Eucommia ulmoides), ¢esnek, semeno indické-
ho lotosu, kutira hloSiny uzkolisté (Elaeagnus
augustifolua), semeno kozince blanitého
(Astragalus membranaceus), semeno zeravu
zapadniho (Thuja occidentalis), ZenSen, jinan
dvoulalo¢ny

ba, ale také z biologického U€inku provéreného na mnoha
generacich. Nelze zcela odmitat pfirodni latky ¢i extrakty,
které jsou fazeny mezi afrodiziaka. Pokud je muz premys-
livy a dava ptrednost diikazy podloZzenym tvrzenim, pak se
bude snazit vybrat ty ptipravky, které maji alespon in vitro
prokazané Gc¢inky na receptory ¢i dal$i struktury centralni-
ho nervového systému. U rostlin, které obsahuji vysoké
procento fytosterolt, je uréitym, byt ne zcela exaktné du-
kazy podloZzenym ucinkem jejich metabolické transforma-
ce na néktery z pohlavnich hormont. Pouze u mala rostlin-
nych extraktl 1ze pfedpokladat, Zze kromé ovlivnéni struk-
tur CNS bude jejich pozitivni fyziologicky efekt spocivat
i v genové expresi, resp. pifimé aktivaci napt. konstitucni i
neuronalni NO-synthasy®’. VétSina rostlinnych extraktd
vykazuje biologicky u¢inek dany souhrnem biologickych
aktivit vSech komponent. Pfi vybéru fytopfipravku nebo
dopliku stravy se vyplati také kriticky posoudit jeho sloze-
ni, ptiklady jsou uvedeny v tabulce I. Zde vétSinou plati,
ze mén¢ znamena vice. Bylo také zjisténo, ze v nekterych
pfipravcich byl inzerovany Ucinek podpofen piidavkem
nekterého z farmakologicky respektovanych inhibitort
PDE 5 (cit.*®). Chce-li mit muz jistotu, Ze bude mit erekci,



Chem. Listy 98, 1119 — 1129 (2004)

pak mu nezbyva, nez pristoupit k 1ékové terapii. Na dopo-
ruceni lékafe si miiZze vybrat bud’ jeden z inhibitori PDE 5
nebo 1éky, které ucinkuji pfimo na hladkou svalovinu ka-
vernodzniho télesa inhibici PDE 2-4. U téch druhych je
jistota uspéchu vykoupena injekéni aplikaci. Starnouci
muz se t€émto ivahdm nevyhne a zaleZi jen na rozhodnuti
jednotlivce, jaky postoj k fyziologickym zménam ve svém
organismu zaujme a zda je bude chtit zasahem zvenci
ovlivnit.

Autori  dékuji  Ministerstvu Skolstvi, mlddeze
a telovychovy za financni podporu na veseni dané proble-
matiky (grant MSM 151100003) a panu Viadimiru Jiran-
kovi za laskavy souhlas k otistent kresby na obr. 1.
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Seznam zkratek

ANP atridlni natriureticky peptid

cAMP cyklicky adenosin-3’,5’-monofosfat

cGMP cyklicky guanosin-3’,5’-monofosfat

CNS centralni nervovy systém

CYP cytochrom P450

DHEA dihydroepiandrosteron

ED erektilni dysfunkce

eNOS endotelova NO-synthasa

1Cs koncentrace latky inhibujici 50 % aktivity
enzymu

PADAM Partial Androgen Deficiency of Aging Male

PDE fosfodiesterasa

PGE prostaglandin E

TK tlak krve

K. Valentova, P. Entnerova, J. Urbanikova,
and V. Simanek (Institute of Medical Chemistry and Bio-
chemistry, Faculty of Medicine, Palacky University, Olo-
mouc): Chemistry of Male Sexuality

Erectile dysfunction is a problem of male aging.
Many of the men concerned use drugs or alternative prepa-
rations for improvement of their sexual activity. This arti-
cle is a review of synthetic compounds, natural substances
and plants with a confirmed effect on sexual functions in
men. Inhibitors of phosphodiesterases, compounds acting
on structures in the central nervous system, medicinal
plants and some nutraceuticals improving erection are
discussed. The mechanism of their action at the cellular
level and also in the whole organism is described; their
interactions with some common drugs are mentioned as
well.
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TRENDY V TOTALNI SYNTEZE ALKALOIDU

JOSEF HAJICEK

Zentiva/Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, a.s.,
U kabelovny 130, 10237 Praha 10
Jjosef-hajicek(@zentiva.cz

Doslo 12.11.04, piijato 23.3.05.
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1. Uvod

2. Ditopické metody

3. Aplikace pfechodovych kovi

4. Dalsi metody

5. Syntéza alkaloidii na prelomu stoleti. Vyhled

Clanek se soustfeduje na vyvoj a trendy v totalni
syntéze alkaloid; na konkrétnich prtikladech ilustruje
moznosti, které vyuZiti vybranych obecnych syntetickych
metod nabizi v totdlni syntéze této skupiny pfirodnich
latek.

1. Uvod

V piedchozim sdéleni jsem se pokusil ukézat', jaké
moznosti nabizi v totalni syntéze alkaloidi transformace
dvojné vazby C=N jakoZzto specifické prostfedky konstruk-
ce skeletl téchto sekundarnich metaboliti. V syntéze alka-
loidii se pochopiteln€ uplatituje i celd Skéla obecnych syn-
tetickych metod. Enormni pestrost alkaloidnich skeletd
a omezeny prostor je divodem, pro¢ i tento piehled je
spise pouze jakymsi nastinem potencialu vybranych synte-
tickych metod neZ raciondlnim pfehledem postupti syntézy
této skupiny prirodnich latek™’.

Z diivodu omezeného prostoru je v nékterych ptipa-
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dech ve schématech znazornéna pouze ilustrativni sekven-
ce z mnohastupnové totalni syntézy; ze stejného divodu je
roz§ifend verze literatury se zachovanym ¢islovanim umis-
téna na webové strance. Prehled pouzivanych zkratek cte-
nai mize najit napt. v cit.>*, piipadn& v citovanych pra-
cech; schematicky zapis rt 1 h — rfl (0,5 h) 2 h znamena,
ze smés byla nejprve udrzovéna 1 h pii laboratorni teploté,
potom zahiata béhem 0,5 h k varu a dale zahtivana k varu
2 h.

2. Ditopické metody

Dielsova-Alderova reakce, a zv1asté jeji intramoleku-
larni varianta, patii k nejvyznamnéj$im metodam kon-
strukce alkaloidnich skelett (R”). Intermolekularni varian-
ta je ivodnim stupném jiz zminéné Woodwardovy syntézy
reserpinu (viz', Schéma 3); byla uzita i ve Wenderové
syntéze tohoto alkaloidu’, jejiz kli¢ovou sekvenci znazor-
duje Schéma 1. Cykloadice dienu 1 s acetoxyakrylatem
poskytla smés cykloaduktt, v niz stereoisomer 2 prevladal
(2:1). Transformace v 1,5-dien 3 umoznila termicky inicio-
vany Copeuv piesmyk, pii némz byl generovan isochinoli-
novy karbamét 4 se spravnou relativni konfiguraci tfi ge-
nerovanych chiralnich center (78 %). Karbamat 1 se uplat-
nil i v syntéze iboganovych alkaloidt’. Lewisovsky kataly-
zovana [4+2]-cykloadice je uvodnim stupném Kishiho
totalni syntézy tetrodotoxinu’.

Katalytické enantioselektivni reakce bylo wuzito
vuvodu dosud nejefektivnéjsi syntézy (+)-tabersoninu
(12a) a (+)-11-methoxytabersoninu (12b), provedené
v multigramovém méftitku, jejiz celkovy vytézek je 16 az
20 % (!)*, Schéma 2; pro racemickou variantu viz’. Cyk-
loadice 1-aminodienu 6 s 2-ethylakroleinem v pfitomnosti
5% Jacobsenova chirdlniho chromitého komplexu 5b po-
skytla aldehyd 7 ve vytézku 91 % s ee 95 % v 20 mmol
méfitku. K uzavéru piperidinového kruhu bylo vyuZito
kruhotvorné metatézy (viz kapitola 3) odvozeného diolefi-
nu pomoci Grubbsova katalyzatoru s vysokym vytézkem.

Protoze Fischerova indolizace ketonu odvozeného
z enoletheru 8 nebyla regioselektivni (ptiklady'®), Rawal
a Kozmin pfipravili nitrofenylderivaty 9 reakci 8 s NPIF
((2-nitrofenyl)fenyljodonium-fluorid), resp. jeho metho-
xyanalogem (57-62 % z aldehydu 7). Redukce nitroskupi-
ny vedla ke spontanni cyklizaci za vzniku indolu 10, které
byly transformovany pies indoleniny 11 v cilové base 12,
Schéma 2.

[4+2]-Cykloadice sekodinii byla postulovana jako
kli¢ové reakce (R') v biosyntéze nékterych typld monoter-
penoidnich indolovych alkaloidii (R'*'). Na jejim zakladé
Kuehne se spolupracovniky vypracoval obecnou biomime-
tickou syntézu alkaloidii aspidospermanového' ((-)-vindo-
lin'%), pseudoaspidospermanového'® i iboganového'” typu;
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Schéma 1. Sekvence ze syntézy (+)-reserpinu

Cinidla a podminky: a) CH,=C(OAc)COOR, hydrochinon, PhMe, 120 °C 56 h (76 %; 2:1); b) LDA,MeCOOt-Bu, THF, —78 °C —» 1t
(89 %); ¢) Acy0, Et;N, DMAP; d) TFA, rt; e) CH,N,, MeOH, Et,O (65 %, 3 stupné); f) Xylen, 243 °C 3 h (78 °C); g) H,, Pd/C, AcOEt
(95 %); h) LiAlH,, Et,0, 0 °C 2 min (78 %); i) LIHMDS, THF, —10 °C, potom AcCl (piebytek), =78 °C; j) Hp, Pd/C, AcOEt (79 %)
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Schéma 2. Syntéza (+)-tabersoninu a (+)-11-methoxytabersoninu

Cinidla a podminky: a) 5b (5 mol%), CH,=C(Et).CHO, 4A MS, CH,Cl,, 40 °C 2 d (91 %, 96% ee/l mmol; 95% ee/20 mmol);
b) Ph;P"Me Br', n-BuLi, THF, —78 °C — 1t; ¢) Grubbsiiv rutheniovy katalyzator (4,3—7,5 mol%), CH,Cl,, tfl 44 h; d) ) NPIF, DMSO/
THF (2:1), 0 °C — rt 3,5 h (59 % 3 stupné); e) TiCl;, NH4OAc, Me,CO vod., rt 30 min; f) TMSI, CH,Cl,, rfl 1 h; g) BrCH,CH,OH
(10 ekv.), Na,COs, EtOH, rfl 15 h; h) MsCl, Et;N, CH,Clp, —15 °C 30 min, potom KO¢-Bu, THF, —15 °C — rt 45 min; i) LDA,
THF, —70 °C 40 min, potom NC.COOMe, —70 °C 20 min (39 % z 9a)

(pseudo-biomimeticka) varianta postupu (tzv. nylethylovou®. Schéma 3 ukazuje aplikaci posledni gene-
,versatiliny“'®) byla aplikovana mj. v totalni syntéze race chirdlnich induktori ferrocenocyklohexylového typu
strychnanovych alkaloid'® (strychnin®), (£)-'**! a (=)-ko- v totalni syntéze (—)-mossambinu (18)>. Alkohol (+)-14a
ronaridinu®” a protinddorové Gi¢innych bis-indolt™. byl konvertovan v mesylat 14b, a naslednou reakci

V enantioselektivni varianté postupu byla chiralita s univerzalnim aminem 13 v chiralni basi 15. Jeji reakci
indukovéna skupinou fenylethylovou™, a potom ferroce- s acetoxyacetaldehydem byl ziskdn tetracyklicky amin 16
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Schéma 3. Syntéza (-)-mossambinu
Cinidla a podminky: a) (+)-14a,

MsCl, E;N, CH,Clp, 10 °C 3 h, potom

Referaty
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~78 °C -
b) AcOCH,CHO, PhH, rfl 22 h (16 76 %); ¢) AcOH, rt 22 h (98 %); d) (Z)-MeCH=C(I)CH,Br, K,COs, THF, tfl 14 h (70 %)
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Br X
. Z COOMe Z COOMe
~Boc —~bB0C —~bocC
NaOOC@N\ a.b N N ¢ No /N
o o}
OTBDPS OTBDPS OTBDPS
19
OTBDPS OTBDPS
20 l 21
COOMe

Schéma 4. Syntéza (+)-ircinalu A a manzaminu A

Cinidla a podminky: a) (COCl),, PhH, 5 °C 15 min —> 1t ;

N
-
O N,
Boc
OTBDPS
22 OTBDPS

b) (2)-TBDPSOCH,(CH,);CH,NHCH,CH,CH=C(Br)COOMe, Et;N,

CH,Cl,, 0 °C — rt (79 % 2 stupné); ¢) Bu;SnCH=CH, (1,1 ekv.), [Pd(PPh;)4] (kat.), PhMe, rfl 30 h (68 %); d) Grubbstiv Ru katalyzator
(kat.), CH,Cl,, rfl 5 h, dalsi katalyzator, rfl 2 h (24 67 % + (E)-isomer 8 %); e) 40% KOH/MeOH, rfl 30 min; f) CH,=CH(CH,);COCl,
2,6-lutidin, CH,Cl,, rt 30 min (75 % 2 stupné); g) Grubbstiv Ru katalyzator (1 ekv.), PhH, rfl 30 min (26 %); h) Dibal-H, cyklohexan/

CH,Cl, (2:1) (63 %); i) Desstiv-Martintiv perjodinan, CH,Cls,
A MS, CH,Cl,, 1t 13 h (56 %); k) DDQ, CHCls, EtOH (52 %)

0 °C — 1t 40 min (89 %); j) Tryptamin (4,5 ekv.), TFA (velky ptebytek), 4
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Schéma 5. Uvodni stupné Rawalovy syntézy (£)-strychninu
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Cinidla a podminky: a) BrCH,CH,Br, n-Bu,;N* Br", NaOH; b) Dibal-H, —78 °C (96 % 2 stupné); ¢) BnNH,; d) Me;SiCl, Nal (96 %);
¢) CICOOMe; f) HN™ HCOO™, Pd/C (86 %); g) MeCH=C(CH,CH,COOMe)CHO, bez rozpoustédla, rt; h) CICOOMe, PhNEt, (85 %
2 stupng); i) PhH, 185 °C 4 h (99 %); j) TMSI (10 ekv), CHCI;, rfl 5 h; k) MeOH, zahtivat 6 h (90 % 2 stupn¢)

jako 97:3 smés diastereoisomerti; opticky Cista base 16
(ee > 99 %) byla izolovana v 76 % vytézku. Naslednou
acetolyzou byl regenerovan acetdt 14¢, a uvolnény amin
(98 %) byl alkylovan za vzniku jodalkenu 17 (70 %),
ktery byl radikéalové cyklizovan a transformovén poslé-
ze v (—)-18. K indukeci chirality bylo vyuzito rovnéz tryp-
tofanovych derivati®®.

Na alternativnich zptisobech generace sekodinovych
intermediatii jsou zalozeny dal$i syntézy aspidospermano-
vych (Szantay”’, Danieli®, Fukuyama®) a pseudo-
aspidospermanovych alkaloidd (Grieco™, Szantay™").
[4+2]-Cykloadicni reakce byla postulovana i v biosyntéze
brevianamidll a pfibuznych sloucenin, ¢ehoz bylo vyuZito
napf. v biomimetické totalni syntéze (+)-brevianamidu B*?
a (-)-VM55599%% (R*).

Intramolekularni  [4+2]-cykloadice (pyrrolin jako
dienofil) nalezla uplatnéni pfi enantioselektivni konstrukci
skeletu v Martinové totalni syntéze (+)-ircinalu A (27)
a manzaminu A (28)*°, Schéma 4. Pyrrolin 19, dostupny
z (R)-pyroglutamové kyseliny, byl konvertovan v brom-
akrylat 20, a dale pomoci Stilleho kaplinku v dien 21, kte-
ry za podminek reakce (vrouci toluen) podlehl intramole-
kularni [4+2]-cykloadici. Pfitomné chirdlni centrum indu-
kovalo konfiguraci tfi vznikajicich stereocenter a tricyklic-
ky laktam 22 byl ziskan v 68% vytézku jako jediny stereo-
isomer. Jeho transformace v triolefin 23 pfipravila padu
pro uzavér 13-Clenného kruhu plisobenim Grubbsova ru-
theniového katalyzatoru; kruhotvorna metatéza byla vy-
znamné (Z)-selektivni (8 % (F)-isomeru) a v ziskaném
azatridecenu 24 (67 %) byl po konverzi v 25 uzavien stej-
nou metodou i azocinovy kruh (pouze 26 % v dusledku
interference s dal$i nasobnou vazbou). Laktam 26 byl kon-
vertovan v ircinal A (27), a nakonec s vyuzitim Pictetovy-
Spenglerovy cyklizace v manzamin A (28).

Intramolekularni cykloadice byla rovnéz vyuzita
v Rawalové totalni syntéze (ﬂz)-strychninu“, jejiz strategie
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se jiz piedtim osvéd¢ila v syntéze (+)-dehydro-
tubifolidinu®’. Dienofil 30 byl pfipraven Lewisovsky kata-
lyzovanou isomerizaci iminu cyklopropankarbaldehydu 29
(96 %), Schéma 5. Odvozeny anilin 31 kondenzoval se
substituovanym krotonaldehydem za vzniku iminu, kon-
vertovaného v dienamid 32. Ten cykloadoval v termicky
iniciované reakci vyhradné v exo-transitnim stavu 33,
v némz byly minimalizovany nevazebné interakce, a po-
skytl cykloadukt 34 jako jediny stereoisomer ve vytézku
99 %! V Bodwellové formalni syntéze (+)-strychninu je
klicovym  krokem  transanularni  varianta (R*®
s inverznimi elektronovymi néaroky™; pro dalsi syntézy
strychninu viz*. V syntéze (+)-aloperinu®' byly dien
a dienofil spojeny pfes kiemik (a [4+2]-cykloadice tak
byla intramolekularni), v syntéze planarniho aglykonu
rubrolonu byla cykloadice pouZita opakovan&*’.

V syntéze alkaloidii se uplatiuji dieny maskované
jako sulfony®, jejich prekurzory mohou byt benzocyklo-
butany**. Obecna metoda syntézy nejen indolovych alka-
loidi je =zalozena na in situ generovanych o-chino-
dimethanech (R*).

Pestrou $kalu heteradient a heteradienofila (R**"7)
zde zastupuje alespon totalni syntéza (+)-fasikularinu®®
a (+)-lepadiforminu®, v niZ vystupuje acylnitrososkupina
jako dienofil v intramolekulérni cykloadici. I nitroolefiny
ochotn& cykloaduji®®; pro aplikaci kaskady s dipolarni
adici v syntéze (—)-mesembrinu viz*l.

Bogertv efektivni ptistup k syntéze vysoce oxygeno-
vanych alkaloidl vindolinu a vindorosinu je zaloZen na
dominové intramolekularni cykloadici52 1,3,4-oxadiazola
37, Schéma 6. Termicky iniciovany proces je zahajen
[4+2]-cykloadici, pfi¢emZ primérni cykloadukt 38 ztrici
molekulu dusiku retro-Dielsovou-Alderovou reakei. Gene-
rovany ylid 39 podléha nasledné endo-[3+2]-adici na indol
(dipolarofil) a poskytuje hexacyklicky produkt 40 jako
vyhradni stereoisomer (72-79 %). Béhem této sekvence
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Cinidla a podminky: a) (Im),CO, CH,Cl,, THF, 0 °C — 1t pies noc (75 %); b) NH,NHCOOMe, AcOH, THF, 40 °C 16 h (65 %); ¢) TsCl,
Et;N, CH,Cl, rt 16 h (65 %); d) (E)-5-benzyloxy-4-ethyl-pent-4-enova kyselina, EDCI, CH,Cl,, 0 °C 5 min, potom DMAP, rt 5 h (37a
75 %); e) (Z)-5-benzyloxy-4-ethyl-pent-4-enova kyselina, EDCI, DMAP, CH,Cl,, 0 °C — 25 °C 3 d (37b 69 %); f) 37a, 1,2-di-
chlorbenzen, rfl 24 h (40a 79 %); g) 37b, 1,3,5-triisopropylbenzen, 230 °C 32 h (40b 69 %)

jsou vytvotreny 3 (4) kruhy, pfi¢emz relativni konfigurace
vSech Sesti (!) chiralnich center na centralnim kruhu C je
cilen€ fizena.

Zminéna dipolarni [3+2]-adice se vyvinula v jednu
z nejvyznamngjsich metod syntézy alkaloidt (R*). Cyk-
loadice nejcastéji uzivanych nitront byla aplikovana napf.
v syntéze izidinovych alkaloidt™, (+)-kokainu®® a (£)-po-
rantheridinu®®. Dnes jiz klasickou aplikaci nitronti predsta-
vuje Oppolzerova syntéza (+)-lucidulinu (44)*’, Schéma 7.
V ni byl hydroxylamin 41, odvozeny od (+)-(R)-pulegonu,
konvertovan v nitron 42, ktery reagoval pfednostné
v konformaci 42a, a poskytl tetracyklicky cykloadukt 43a
v 87% vytézku.

Vyuziti dipolarnich adici v syntéze spirocyklickych

alkaloidd ilustruje®® totalni syntéza (—)-histrionikotoxinu
(50), Schéma 8. Opticky aktivni hydroxylamin 45b po-
skytl adici na trojnou vazbu nitron 46. Nasledujici ochra-
na [3+2]-adici styrenu umoznila vystavbu akrylonitrilu
47 (85 % ze 45b). Termolyzou byl regenerovan nitron,
ktery reagoval vyhradné v konformaci 48a a poskytl
stereoselektivné produkt 49a v 82% vytézku. Pozname-
nejme, ze v piipadech, kdy dipolarofil neni substituovan
EW (elektrony odtahujici)-skupinou, jsou vyhradnimi
produkty isomerni isoxazolidiny typu 49b. Nitron 46
(CN — C=C-TMS) poskytl ptes 48b 83 % odpovidajici-
ho 49b, jenz nebyl termicky ekvilibrovatelny> na skelet
49a; aplikace napt. v syntéze isomeru lepadiforminu®.
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Schéma 7. Syntéza (+)-lucidulinu

Cinidla a podminky: a) (CH,0),, 4 A MS, PhMe, 115 °C 4 h (87 %); b) MeOSO-F, Et,0, 0 °C 30 min (96 %); ¢) LiAlH,, THF, 25 °C
4,5 h (98 %); d) Jonesovo ¢inidlo, Me,CO, 0 °C — 25 °C 1 h (99 %; 93 % 3 stupné)
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Schéma 8. Syntéza (-)-histrionikotoxinu
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Cinidla a podminky: a) NaHMDS, THF, —78 °C 1,25 h, potom 1-chlor-1-nitrosocyklohexan, THF, —78 °C 0,5 h, potom 2N HCI, = 25°C 1 h
(70 %); b) PhMe, 75 °C 7 h; ¢) Styren (bez rozp.), 80 °C 6 h (85 % 2 stupné); potom modifikace fetézce; d) PhMe (zatav. zkumavka),

190 °C 3,5 h (82 %)
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Schéma 9. Syntéza (+)- a (-)-a-allokainové kyseliny

Cinidla a podminky: a) PhMe, 70 °C 80 h, nebo bez rozpoustédla, 180 °C 15 min (52:cis-isomer 4:1, 52a:52b 1:1); b) Me,AlICI, hexan,
CH,Cl,, =78 °C — —35 °C 18 h (52 (60 %):cis-isomer 100:0, 52a:52b 95:5); ¢) bez rozpoustédla, 180 °C 15 min (52:cis-isomer 1:1,
52a:52b 1:1); d) Me,AICl, hexan, CH,Cl,, =35 °C 20 min (52 (71 %; 81 % brsm):cis-isomer >95:<5, 52b:52a 89:11); e) 1 N NaOH,

EtOH/voda (1:1), 100 °C 20 h, potom HCl vod., pH — 5, 110 °C —> 3, 110 °C (53a 68 %; 53b 62 %)

Syntéza (—)-krambescidinu 359 je zalozena na nasob-
ném uziti dipolarni adice chiralniho nitronu®, opakovana
dipolarni adice nitroni byla uZita v syntéze isosparteinu®
a oligocyklickych ~guanidinovych alkaloidd®. Pomoci
transanularni adice nitronu byl vybudovan spirocyklicky
systém pinnaové kyseliny®.

V syntéze alkaloidi nachazi uplatnéni pestra Skala
dipdll, zahrnujici nitriloxidy (napf. sekoergolinovy alka-
loid (+)-paliklavin®) a azidy, kterych vyuzil T. Hudlicky®®
v syntéze mnoha pyrrolizidinovych alkaloidl. Brilantni

aplikaci kaskady reakci je Padwiv (R®) piistup k syntéze
vindolinu®, v némz byla tvorba dipolu obdobného 39 in-
dukovéna piisobenim Rh?" na diazolaktam.

Enovd reakce (R®) rovnéz mnachazi uplatnéni
v syntéze alkaloidii. pfi¢emz vedle olefinickych enofild
nachazi uplatnéni i jejich heteroanalogy; pfikladem je syn-
téza (+)-krinanu’, v niZ bylo vyuZito N-acylované nitroso
skupiny pfi uzavéru pyrrolidonového kruhu. Ke klasickym
aplikacim patii Oppolzerova syntéza (—)-o-kainové’"
a obou enantiomerti a-allokainové kyseliny (53), jejichz
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syntéza’® je zaloZena na asymetrické indukci pii enové
reakci nenasycenych esterll s (—)-8-fenylmentolem 51,
pri¢emz zasadné dulezitym se ukazal byt zpusob iniciace
reakce, Schéma 9. Zatimco pii termolyze cis- i trans-
esterd 51 byl ziskan racemicky trans-pyrrolidin 52, dopro-
vazeny znaCnym mnozstvim cis-isomeru, v piitomnosti
dimethylaluminiumchloridu byl pribéh zasadné odlisny:
cis-Ester 51a poskytl vyhradné trans-produkt (60 %)
s pomérem 52a:52b 95:5, a nakonec pfirozenou (+)-a-
-allokainovou kyselinu (53a), zatimco z trans-isomeru 51b
byl za obdobnych podminek, pii poméru trans (71 %)/cis
pyrrolidini > 95 : <5, ziskan produkt 52b, doprovazeny
vetsim mnoZstvim enantiomeru 52a (89:11); ester 52b byl
obdobn¢ transformovan v (—)-a-allokainovou kyselinu
(53b), viz rovn&z R”*.

Referaty

3. Aplikace piechodovych kovu

Pokrok organické syntézy je nejvyraznéji charakteri-
zovan intenzivnim rozvojem chemie ptechodovych kovi
a stale $irSim vyuzivanim chiralnich ligandt/katalyzatort.
Reakce katalyzované prechodovymi kovy’*, a zvlasté palla-
diem, se staly nedilnou souéasti organické syntézy”. Jiz
klasickou metodou se stala katalyzovana allylova substitu-
ce, a zvlasts jeji asymetrickd varianta (R’""). Z &etnych
aplikaci budiz zmin&na syntéza tetraponerind’®, toxickych
slozek vosich sekretidl, kde bylo metody uzito opakovang,
jak ilustruje priklad (+)-tetraponerinu T4 (61) a T8 (62),
Schéma 10. Allylova substituce dikarbondtu 54 2-nitro-
benzensulfonamidem Ns-NHCH,CH,CH=CH, pti —60
az =35 °C v ptitomnosti 0,75 % katalyzatoru pfipraveného
z [Pd,y(dba);.CHCI3] a C,-symetrického ligandu 55 po-

X
OCOOMe 0OCOOMe N
D anebob _ @
, , g / "CH(OEt),
OCOOMe o Q 0 Ns X
54 i
NH HN 56 57
PPh, Ph,P lc
55
H H H
H
N N ,h N N e, f N N
<g— | | - \ / \/ﬁ
Cbz Cbz XX
(EtO),HC CH(OEt),
61 R=H 60a R=H 58 X =Ns
62 R =Et 60b R = Et 59 X =Cbz

Schéma 10. Syntéza (+)-tetraponerinu T4 a T8

Cinidla a podminky: a) Ns-NHCH,CH,CH=CH, (1 ekv), Et;N (2,7 ekv), THF, —60 °C, potom roztok [Pd(dba);.CHCL;] (0,75 %) a 55
(3 %) v THF (15 min), =60 °C 1 h — =35 °C (56 89 %, 98,5 % ee); b) Ns-NHCH,CH,CH=CH, (1 ekv), Et;N (4 ekv), THF, —60 °C,
potom roztok [Pd,(dba);.CHCIs] (1,5 %) a 55 (6 %) v THF (15 min), —-60 °C 1 h —» -35 °C — rt, potom dppb (6 %), rt 10 min,
potom Ns-CH,CH,CH,CH(OE), (1 ekv), rt 3 h (57 79 %); ¢) [(CysP),Ru(=CHPh)Cl,] (5 %), probublavat CH,=CH,, CH,Cl,, 35 °C 48 h
(79 % + 57 15 %); d) K,COs, PhSH (2,5 ekv), DMF, 70 °C 30 min — 1t, pfidat Cbz-Cl (2,5 ekv), rt 10 min (96 %); e) O, PdCl, (10 mol%),
CuCl (0,5 ekv), DMF vod, rt 6 h (76 %); f) CrCl,, DMF (1 ekv), THF, rt 30 min, potom RCHI,, potom 59, rt 30 min (60a 65 %; 60b
80 %); g) Hy, 10% Pd/C, EtOH, rt 8 h; h) 5% HCl vod, rt 12 h (61 80 %; 62 86 %)

I OTBDMS

Schéma 11. Dokon¢eni Rawalovy syntézy (+)-strychninu

64 R =TBS
b( 65 R=H

Cinidla a podminky: a) Pd(OAc), (0,3 ekv.), n-BusN" CI7, K,COs, DMF, 70 °C 3 h (74 %); b) 2 N HCI, THF (96 %).
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Schéma 12. Syntéza meso- a (-)-chimonanthinu a (+)-kalykanthinu
Cinidla a podminky: a) (CH,COOMe),, LDA, 67a, THF/HMPA (9:1), =78 °C 20 min (46 %); b) LDA, THF, —78 °C 10 min, potom I,
(72 %); ¢) 2-Jodanilin, Me;Al, PhMe, 1t (92 %); d) NaH, BnBr, DMF (87 %); e) BCl;, =78 °C (70 %); f) TBDMSCI, imidazol, CH,Cl,
(86 %); g) 68b, Me,C(OMe),, CSA (80 %); h) [PACL(PPhs),] (10 %), Et;N, DMA, 100 °C (68¢ — 70 71 %; 69 — 71 90 %); i) AcOH,

tfl (60 %)

skytla produkt (-)-56 v 89% vytézku s ee 98,5 %. Ukazalo
se, ze druhou substituci Ns-CH,CH,CH,CH(OEt), je moz-
no provést ,,one-pot” zplusobem, za ptredpokladu, Ze je
smés nejprve ohiata na laboratorni teplotu (rt) a vyménén
ligand za dppb (katalyzator jiz nemusi byt chiralni, desy-
metrizace provedena v 1. stupni!); (—)-sulfonamid 57 byl
ziskan v celkovém 79% vytézku. Nasledujici kruhotvorna
metatéza (Grubbstv katalyzator 1. generace), ve skutec-
nosti kombinace ROM(ring-opening)-RCM(ring-closing),
vedla k rovnovazné smési a ziskany (+)-sulfonamid 58
(79 %) byl konvertovan v karbamat 59. Protoze homologi-
zace vinylu metatézou selhala pro nereaktivnost, byl tento
oxidovéan dle Wackera na aldehyd (76 %), a potom kon-
vertovan nebasicky dle Takaiho (RCHI,, CrCl,) v olefin.
Ziskané (+)-alkeny 60 (65—80 %) byly transformovany
s uplatnénim stereoselektivnich Mannichovych procesi
v (+)-tetraponerin T4 (61; 80 %) a (+)-tetraponerin T8 (62;
86 %).

Ptechodové kovy umoziuji uskuteciiovani elegant-
nich, jinak tézko realizovatelnych transformaci. Ilustrativ-
nim piikladem je aplikace Heckovy reakce v pozdnich
stupnich Rawalovy syntézy*® (+)-strychninu (66), Schéma
11. Alkylaci aminu 35 (Schéma 5) 2-jodallylbromidem
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ziskany vinyljodid 63 (87 %) intramolekularné cyklizoval
v pritomnosti katalytického Pd(OAc), za stereoselektivni-
ho uzavieni kruhu D a instalace (E)-19,20-dvojné vazby.
Neméné vyznamné je souCasné zavedeni 16,17-ndsobné
vazby, které umoznilo, aby ziskany produkt 64 (74 %) byl
po odchranéni (— 65, isostrychnin) konvertovan v cilovou
molekulu s vyuZitim predchozich poznatk Prelogovych”.
Obdobnym zplsobem budovali kruh D strychninu Stork
i dal§{ autofi, viz*.

Dvojnasobné Heckovy cyklizace vyuzil Overman se
spolupracovniky®® v syntéze meso- (72) a (—)-chimo-
nanthinu (73), a (+)-kalykanthinu (74), Schéma 12. Prvni
Heckova cyklizace vyZzaduje inzerci tetrasubstituovaného
olefinu a generuje kvarterni centrum (R®"); druhou cykli-
zaci je generovano dalsi kvarterni centrum v sousedstvi
prvniho. Pfitom se ukézalo, Ze cely proces je mozno pro-
vadét s vysokou enantioselektivitou a jednoduchym zpiso-
bem fidit diastereoselektivitu: Prekurzor 68a, piistupny
z chiralniho synthonu 67a, byl konvertovan jednak v bis-
silyloxyderivat 68c, jednak v acetonid 69. Zatimco dijod-
derivat 68c cyklizoval za podminek Heckovy reakce (10 %
[PAC1,(PPh;),]) za vyhradniho vzniku bis-spirocyklu 70
(71 %), analogicka reakce 69 poskytla diastereoisomerni
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Schéma 13. Syntéza (—)-galantammu a (9)-morfinu
Cinidla a podminky: a) 77 (3 %), [n>-CsH;PdCl],

80 X=H
81 X=0H

MeO. MeO MeO
C I
Br) H
—»
Ho“

Me0\©iBr
CHO

MeO\©iBr
CHO

85

I (1 %), EtN, CH,Cly, 1t (72 %, 87-88% ee); b) TsOH (5 %), CH(OMe)s, MeOH;

¢) Dibal-H, PhMe, —78 °C (85 % 2 stupné); d) Ph;P, Me,C(OH)CN, DIAD, Et,0; e) TsOH (20 %), THF vod. (76 % 2 stupné, 96% ee po
rekryst.); f) PA(OAc), (15 %), dppp (15 %), Ag,CO; (piebytek), PhMe, 107 °C 24 h (80 91 %); g) SeO,, NaH,PO,, dioxan, 150 °C
3h (57 %, 64 % brsm, dr 10:1); h) MeNH,, MeOH; i) Dibal-H (4 ekv.), potom NaH,PO, vod; j) NaBH;CN (62 % 79 + 6 % isomer);

k) 80, CBry, Ph;P, CH,Cl,, 0

°C 10 min (91 %); I) [Pd(PPhs),] (5 %), BusSnH, PhMe (88 %); m) Pd(OAc), (15 %), dppp (15 %), Ag,COs

(pfebytek), PhMe, 107 °C 4 h (84a 65 %, 74 % brsm); n) SeO; 1 ekv.), kfemenny pisek, dioxan, 75 °C 40 min, potom SeO, 1 ekv.), 75 °C
40 min, potom DMP, CH,Cl,, rt 3 h (58 %); 0) Dibal-H, CH,CL,/Et,0 (1:1), =78 °C 2 h — 0 °C 1 h, potom NH4Br, MeNH,, MeOH, — rt

2 h, potom NaBHy4, 0 °C — rt pfes noc (89 %);

slouceninu 71 jako jediny produkt a v 90% vytézku. Vy-
svétleni spociva v konformaci substrati, kde u 68c jsou
ob¢ silyloxyskupiny piednostné axidlni, zatimco dioxolan
fixuje oba substituenty na cyklohexenovém kruhu diekva-
torialné. Slouceniny 70 a 71 byly konvertovany v meso-
chimonanthin (72), resp. v (-)-chimonanthin (73), ktery
byl kysele isomerizovan ptes indoleninia v (+)-kalykanthin
(74). Prvni dva alkaloidy byly rovn&z ptipraveny®
s vyuzitim enantioselektivni dialkylace ditriflitem 67b,
meso-chimonanthin (72) stereoselektivni reduktivni dial-
kylaci® s vyuzitim Sml, (R®); metodologie byla aplikova-
na rovnéz v syntéze piibuznych trimernich“*’ ((-)-idio-
spermulin, (—)-hodgkinsin a (—)-hodgkinsin B) a ,tetra-
mernich® alkaloid*® ((—)-kvadrigemin C a (—)-psycholein).

Efektivitu uziti prechodovych kovil v syntéze alkaloi-
di dale demonstruje Trostlv pfistup k syntéze (—)-galant-
aminu®’ (82) a (-)-morfinu®® (87) ze spole¢ného intermedi-
atu 80, Schéma 13. Opticka aktivita byla indukovéna jiz na
pocatku syntézy Pd-katalyzovanou allylovou substituci
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p) n-BuLi, i-Pr,NH/THF (1:5), =78 °C — rt, potom 4 v, 1t 6 h (57 %)

karbonatu 76 fenolem 75 v pritomnosti ligandu 77 (72 %,
87-88% ee). Ucelem konverze ziskaného akrylitu 78 na
olefin 79 (96% ee) byla eliminace EW-vlivu methoxykar-
bonylové skupiny na zamyslenou Heckovu reakci: Pti uziti
katalytického Pd(OAc), a dppp v pfitomnosti piebytku
Ag,CO; byl Hecktiv produkt 80 ziskan v 91% vytézku.
Jeho allylova oxidace (SeO,) a uzavér azepinového kruhu
v kyanaldehydu 81 ,,one-pot“ zpisobem (62 %) dokoncily
8-stupnovou syntézu (—)-82 v celkovém vytézku 14,8 %
(poznamenejme, Zze recentni, pro velkotondzni vyrobu
adaptovana syntéza (—)-82 je zaloZzena na biomimetickém
oxidativnim kaplinku fenola*).

Pfi syntéze morfinu®™ (Schéma 13) byl benzaldehyd
80 konvertovan v cis-bromstyren 83 (91 %), ktery intra-
molekularni Heckovou vinylaci poskytl diolefin 84a
(64 %), prednostné oxidovany SeO, (a potom DMP) za
vzniku enonu 84b (58 %). Zbyvajici kruh byl uzavien
ozafovanim (jednoelektronovy pienos) odvozeného sekun-
darniho aminu 85 v pfitomnosti silné base (n-BuLi nebo
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Schéma 14. Asymetrickd kruhotvorna metatéza v syntéze (-)-aspidosperminu

Cinidla a podminky: a) (+)-DIPT, Ti(Oi-Pr),, TBHP, 4 A MS, CH,Cl,, —25 °C 24 h (92%); b) L, PhsP, imidazol, PhH, rt 35 min (95%);
¢) Zn, AcOH, 50 °C 30 min (96%); d) TMSCI, Et;N, CH,Cl,, rt 30 min (98%); e) Grubbsiv katalyzator 1. generace (0,1 eq), CH,Cl, rt
48 h; f) 1% HCI vod./THF (1:3), rt 30 min (87%, 2 stupn¢)
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Schéma 15. Enantioselektivni syntéza (+)-anatoxinu A

Cinidla a podminky: a) LIHMDS, CbzCl, =78 °C 2 h — 1t 1 h (kvant.); b) CH,=CHCH,CH,MgBr, TMEDA, THF, -78 °C 2 h — 0 °C
1 h (73 %); ¢) BF;.0Et,, Ph;SiH, CH,Cl,, -78 °C 2 h — rt 1 h (99 %); d) Dibal-H, PhMe, —78 °C 2 h, potom MeCOC(N,)P(O)(OMe),,
Cs,CO;, BnOH, —78 °C 2 h — rt 1 h (62 %, one-pot); ) NaHMDS, MeOTf,THF, —78 °C 2 h — rt 1 h (97 %); f) Grubbsiv katalyzator
2. generace (0,1 eq), CH,Cl,, rt 48 h (87 %); g) OsO,4, Et;N, THF, =78 °C 2 h — rt 1 h, potom NaHSO; vod., zahtivat (76 %);
h) NalO,, THF vod., rt (95 %); i) TMSI, MeCN, —10 °C 2 h (99 %)

LDA); vznikl (-)-kodein (86) v 57% vytezku. korynantheolu®®, metateticka transformace 1-(allylamino)-

Kruhotvornym = stupném v syntéze 2,3,6-trisubsti- cyklopent-2-enu na 3-pyrrolin (az 98% vytézek) je klico-
tuovaného piperidinového alkaloidu (-)-kassinu™ je cykli- vym krokem v syntéze (—)-swainsoninu’’. Vysoce diaste-
zace allylalkoholu katalyzovana PdCl,; arenchromovy reoselektivni kruhotvorné metatézy bylo vyuZito japonsky-
komplex byl vyuzit v syntéze axialné-centralné chiralniho mi autory”™ v enantioselektivni syntéze (-)-aspidosper-
1-n‘aﬁylte‘)tlrahydro‘i.sorchirvlf)linového alkaloihdou (—)-korupens- minu (93), Schéma 14. Sharplessova epoxidace allylového
aminu A (pro jin¢ pfistupy k metabolitiim tohoto typu  4ikoholu 88 poskytla oxiran 89 (92 %), ktery byl konverto-
viz'“). Vystavba spirocyklického systému ve formalni syn- van v alkohol 90a (91 %). Protoze vysledky v nasleduji-
téze (£)-perhydrohistrionikotoxinu™ je iniciovana ipso- cim stupni s alkoholem 90a byly problematické, tento byl

adici benzylaminu na vyrazné elektrofilni komplex Zeleza. silylovan (= 90b) pred klicovou kruhotvornou metatézou.

Kr uézotvor nd m’etatéza (ring-closing  metathesis, Grubbsiiv rutheniovy komplex 1. generace indukoval
RCM§,R ) se §talg vyznamnou mFtOdQU konstruijc’ nena- kvantitativni a vysoce diastereoselektivni tvorbu (87:13)
syc%nych cylflu (viz jiz ptedchozi kgpltg);a). Bylo JI uzito cyklohexenového kruhu. Cyklohexen 91 (87 %!) byl trans-
napt. v syntéze (+)-(R)-muskopyridinu™ a (%)-dihydro- formovan v laktam 92 s vyuzitim vysoce diastereoselektiv-
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Schéma 16. Syntéza (+)-rhazinilamu s vyuzitim aktivace C-H vazby
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Cinidla a podminky: a) 2-nitrocinnamylbromid, DMF, 80 °C 15 min (90 %); b) Ag,CO; (2 ekv.), PhMe nebo xyleny, rfl 45 min (65-70 %/1
az 5 mmol; 51 %/22 mmol); ¢) CI3CCOCI; d) NaOMe, MeOH; e) H, (1 atm), Pd/C (88 % 3 stupné); f) 2-(PhCO)CsHuN (1,5 ekv.),
TsOH (kat.), PhMe, rfl 30 h (83 %); g) [PtMex(u-SMey)] (0,5 ekv.), PhMe, rt 18 h (88 %); h) TfOH, CH,Cl,, —40 °C 15 min;
i) F;CCH,OH, 70 °C 72 h (90 % dle NMR); j) KCN, CH,Cl,, voda, rt 30 h; k) HONH,.HCl, NaOAc, MeOH, rt 30 min (60 % z 103)

ni Michaelovy adice (72 %), a posléze v (—)-93 Fischero-
vou indolizaci.

Rovnéz enyny se uplatiiuji v kruhotvorné metatéze;
produkt si potom zachova vSechny uhliky vychozi latky,
¢ehoz je mozno vyuzit v syntetickém planu, jak ukazuje
napt. syntéza alkaloidu (+)-anatoxinu A (99) z D-methyl-
pyroglutamatu (94) v celkovém 27% vytézku’’, Schéma
15. Cyklizace/redukce ketonu 95 trifenylsilanem v piitom-
nosti BF;.0Et, vedla k cis-2,5-disubstituovanému pyrroli-
dinu 96 s vysokou diastereoselektivitou (11:1) a v 99%
vytézku. Odvozeny enyn 97 poskytl plisobenim Grubbsova
komplexu 2. generace produkt se skeletem anatoxinu 98
(87 %), jehoz propen-2-ylovéa skupina byla posléze kon-
vertovana v acetyl cilového alkaloidu. Variace postupu
s vyuzitim Wackerovy oxidace byla uzita v syntéze struk-
turné piibuzného (+)-ferrugininu'®.

V zavéru této kapitoly neni mozno nezminit Johnsono-
vu a SameSovu syntézu racemického rhazinilamu 107y,
spise vyznamného artefaktu nez pfirozeného indolového
alkaloidu, kterd je zaloZena na aktivaci vazby C-H neakti-
vované alkylové skupiny, problému, ktery dosud
v organické syntéze nebyl uspokojivé vyfesen (R'*),
Schéma 16. V tomto piipadé byl aktivujici komplex vysta-
vén na anilinovém dusiku, ktery byl posléze zabudovan do
molekuly cilové slouceniny. Iminiova sl 100 byla cykli-
zovana/aromatizovana pusobenim uhliitanu stfibrného,
a ziskany pyrrol 101 (51-70 %) byl po stabilizaci metho-
xykarbonylovou skupinou konvertovan v anilin 102
(88 %). Jeho kondenzaci s fenyl(2-pyridyl)ketonem zis-
kany imin poskytl interakci s platinovym komplexem
[PtMe,(u-SMe,)], komplex 103 (73 %), transformovany
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pusobenim kyseliny trifluormethansulfonové za ztraty
methanu v sil 104. V ni existuje dativni vazba mezi plati-
nou a pyrrolovym uhlikem C”, ktery tak mé spise sp’ cha-
rakter. Pfi nasledujici termolyze doslo, za soucasné ztraty
dal$iho methanu, k aktivaci jedné (vhodné prostorové ori-
entované) ethylové skupiny doprovazené B-eliminaci hyd-
ridu za vzniku hydridového komplexu 105 (90 % z 94).
Z né&j uvolnény anilin 106 (celkem 60 % z 103) byl trans-
formovan konvenc¢nimi prostiedky v (+)-107. Pozdéji
autofi zvefejnili enantioselektivni variantu procesu, v niz
(-)-rhazinilam (107) byl syntetizovan s vyuzitim chiral-
nich platinovych komplexil typu 103 odvozenych od optic-
ky aktivnich vychozich ketona'®.

Z téZe laboratofe pochazi elegantni syntéza modelové-
ho tetracyklu k alkaloidu teleocidinu B-4'", ktera je zaloze-
na na opakované aktivaci methyli ferc-butylové skupiny
v Schiffové basi, pfipravené z 2-t-butyl-5-methoxyanilinu,
prostiednictvim tvorby palladacyklli pisobenim chloridu
palladnatého.

4. Dalsi metody

Vmezereni dusiku do uhlikatého skeletu ptedstavuje
uZite¢nou metodu tvorby dusikatych heterocykla (R'®),
kterd je zde ilustrovéna enantioselektivni syntézou ~ méné
roz§ifeného (+)-enantiomeru sparteinu (117), Schéma 17.
C,-symetricky (+)-diketon 108, pfistupny z norbornadienu
s vyuzitim asymetrické bis-hydrosilylace, byl pfes enon
109 konvertovan v azidoketon 110, ktery intramolekularni
Schmidtovou reakci (R'") iniciovanou chloridem titanigi-
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Schéma 17. Syntéza (+)-sparteinu

Cinidla a podminky: a) H,, Pd/C, Pd(OH),; b) Zn(N;),.2py, DEAD, Ph;P (78 % 2 stupné); ¢) TiCl, (62 %); d) Lawessonovo &inidlo;
) Raneyiv nikl; f) 111b, I(CH,),Cl, LDA; g) Nal, Me,CO (76 % 4 stupng); h) Boc-NH-OBoc, K,COs, DMF (95 %); i) TFA, 4 A MS,
potom NaHCOj; (74-98 %); j) hv (254 nm), PhH (76 %); k) LiAlH4, THF, tfl (95 %)

Cl ,C6H4N(BOC)2

o O/ O\ N(Boc),
a Ar\S//?( / Et\x/ﬂu‘ %ll
5 /N\B . — ) o — >
oc oc$ R Ars™ o]
118 A 119 120
Ar = 4-methylphenyl
lb c
(0}
.”)L( N(Boc),
N 0
Boc Boc
123
(0}
Boc/ \Boc Boc/ \Boc H
124 125 k(126 2=0
127 Z=H

Schéma 18. Syntéza (+)-aspidospermidinu

Cinidla a podminky: a) Zn(Cu) (20 ekv.), CI;C.COCI, THF, —40 °C 15 min (78 %); b) n-Bu;SnH (2,3 ekv.), Et;B (0,3 ekv.), PhH,
78 °C 15 h (92 %); ¢) TsOH (kat.), Me,CO, rt pfes noc (96 %); d) Pyrrolidin, PhH, rt 12 h (86 %); e) Pyrrolidin, i-PrOH, 33% AcOH
vod., 1t 24 h; ) i-BuOCOCI, Et;N, THF, 0 °C 5 min, potom CICH,CH,CH,NH,.HCI, Et;N, DMF, 0 °C — rt 30 min (61 %, 2 stupné);
g) NaH, DMF, 0 °C 1 h (86 %); h) KHMDS (2,2 ekv.), THF, =78 °C 1 h, potom TMSCI, —78 °C 1 h, potom odpafit; potom O,, Pd(OAc),,
DMSO, 70-75 °C 16 h (80 %); i) 3 M-HCI vod./i-PrOH (1:1), rfl 40 min (96 %); j) NoH4.H,O, Na, HOCH,CH,0H, 160 °C 1 h —
190 °C 1 h — 210 °C 3 h (75 %); k) LiAlH4, THF, rfl 3 h (90 %)

tym poskytl laktam 111a v 62% vytézku. ProtoZe analo- liny basickym dusikem, byla base 111b transformovéna
gicky uzavér kruhu v azidoketonu 112 selhal, pravdépo- v chranény hydroxylamin 113; cyklokondenzujici po od-
dobné v disledku pfednostni komplexace Lewisovy kyse- chranéni za vzniku nitronu 114. Ten podlehl pii ozafeni
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Beckmannovu ptesmyku, a poskytl pfes oxaziridin 115
ocekavany laktam 116 v 76% vyt&zku. Schmidtova reakce
nalezla uplatnéni i pii konstrukci skeletu indolizinového
alkaloidu 251F'*® a (+)-aspidospermidinu'®. Vysoké regi-
oselektivity Beckmannova pfesmyku O-sulfonati oximu,
iniciovaného organohlinitymi €inidly, bylo vyuZito napf.
v syntéze pumiliotoxinu C''® a muskopyridinu''".

Vmezereni aminoalkylu do existujictho kruhu
(aktivované ketony, laktamy) je uZite¢na metoda syntézy
alkaloidii se stfednimi a velkymi kruhy (R''?); za jistych
podminek se proces mize opakovat (zipova reakce).
Postup nalezl uplatnéni napt. v syntéze C,-symetrického
(-)-homalinu'"®, celacinninu''* a dal3ich alkaloida'". Po-
moci ptibuzného procesu, tzv. zkiizené (criss-cross) anela-
ce, byl konstruovan skelet indolizidinovych alkaloida''®.

S pfesmyky se jiz ¢tenaf mohl setkat v ¢lanku véno-
vaném Mannichové a piibuznym reakcim'. Claisentv pie-
smyk (R''") hral klicovou roli ve stereoselektivni syntéze
pyrrolizidinového alkaloidu turneforcidinu z pyrrolidin-3-
-onu''®, V syntéze (+)-aspidospermidinu (127) vyuzil'"
Marino se spolupracovniky transferu chirality ze siry na
uhlik béhem [3,3]-sigmatropniho pfesmyku k vystavbé
laktonu 120, Schéma 18. Reakci (E,Rs)-alkenylsulfoxidu
118 s trichloracetylchloridem a slitinou Zn/Cu byl pii 45 °C
ziskén, pfes transitni stav 119, dichlorlakton 120 jako jedi-
ny stereoisomer (78 %). Odvozeny lakton 121 poskytl

_ee

o)

OTf

0
Ts07

A\ CoH
A
TBSO/) o

132b

Schéma 19. Syntéza (-)-cylindricinu C
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pusobenim pyrrolidinu dioxoslouceninu 122, ktera aldoli-
sovala za vzniku enonu a byla konvertovdana v 123.
V nasledujici vystavbé pentacyklického skeletu byla opa-
kované pouzita vysoce stereoselektivni Michaelova adice:
Nejprve byl basicky indukovanou tandemovou adici/
alkylaci pfipraven lilolidindion 124 (86 %), ktery, po kon-
verzi v enon 125, podlehl kysele iniciované Michaelové
adici za vzniku 5,16-dioxoaspidospermidinu (126) v 96%
vytézku; presmyk se uplatnil i vsyntéze (—)-fysostig-
minu'?’.

Jiz zminéna Michaelova adice je Siroce vyuZivana
v syntéze alkaloidl (R'*)). Kombinace asymetrické Bir-
chovy redukce (R'?) a alkylace in situ predstavuje efektiv-
ni cestu k chiralnim cyklohexenonﬁml23, jejichz Michaelo-
va adice se uplatnila napt. v syntéze indolovych alkaloidl
aspidospermanového'® a eburnanového typu'>*'**. Ele-
gantni syntéza tropinonu (58 %) je zalozena na oxidaci
cykloheptanolu na cykloheptadienon pomoci IBX (4 ekv.)
a nasledné tandemové Michaelové adici methylaminu'®;
srovnej s cit.'?,

Enantioselektivni syntéza (—)-cylindricinu C (134)
Molandera a Ronna'?’ je p&knym piikladem vyuziti domi-
nové intramolekularni Michaelovy adice N-nukleofilu
v syntéze alkaloidli, Schéma 19. Vinyltriflait 128 byl
podroben Stilleho karbonylativnimu kaplinku (Pd kat.)
a ziskany dienon 129 (79 %) byl nejprve konvertovan

133 R =TBS
134 R=H

Cinidla a podminky: a) Dimethylhydrazon cyklohexanonu, LDA, THF, 0 °C 1 h, potom tosylat, 3 h, potom Cu(OAc),, THF vod., 1 h (77
%); b) i-Pr,NMgBr, Et,0, 15 min, potom TMSCI (3 ekv.), Et;N (3,3 ekv.), HMPA (0,5 ekv.), 20 h; ¢) MeLi, THF, Et,0, 0 °C 30 min,
potom PhNTf,, TMEDA, 0 °C 30min (86 % 2 stupn¢); d) Trimethyl-(1-(E)-oktenyl)stannan, [Pd(PPh;)4] (5,5 mol%), LiCl (2,5 ekv.), CO
(g), THF, rt 55 °C 48 h (79 %); e) [PACl,(MeCN),] (5 mol%), MeCN vod. (9:1), rt 20 h (83 %); f) TBDMSCI, Et;N, DMAP (kat.),
CH,Cl,, 1t 6 h, potom MsCl, Et;N, rt 3 h (kvant.); g) NaN3;, DMSO, 60 °C 20 h (86 %); h) CrCl, (15,5 ekv.), THF, rt 1 h (45 %)
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b
R
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Schéma 20. Oxidativni kaplink fenolii v biomimetické syntéze amarylkovitych alkaloidi
Cinidla a podminky: a) [Mn(acac)s] (4 ekv.), MeCN, tfl 2,5 h (49 %); b) TI(OCOCFs); (3 ekv), TFA, MeCN (0,001 M), =23 °C 3 h — 25 °C
21 h (66,5 %); ¢) NH; (g), MeOH, 0 °C 6 h (78,5 %); d) NaOH, MeOH vod., 0 °C — 1t 2,5 h (40,5 %)

v diol piisobenim Pd*" (83 %), a pies odvozeny mesylat
130 nakonec v (+)-azid 131 (86 % celkem). Pii redukci
azidu se nejvice osvédcil CrCly; ziskany amin podlehl
okamzité, v principu reverzibilni, Michaelové adici za
vzniku spirocyklickych intermediatd 132. Protoze druhé
Michaelové adici v 132b brani velké sterické interakce, je
vyhradnim produktem tricyklicky keton 133, z n¢hoz je
pripraven (—)-cylindricin C (134) v celkovém 45% vytézku
z azidu 131. V klicovém stupni tak byly vytvofeny dva
kruhy a indukovana zadana konfigurace tii vznikajicich
chiralnich center.

Tandemova Michaelova adice amoniaku byla kruho-
tvornym procesem vV alternativni syntéze racemickych
cylindricini'®. Pomoci obdobného procesu s guanidinem
byl vybudovan pentacyklicky skelet ptilomykalinu A'*;
viz rovn&z R"" o ptirodnich guanidinech. Dosud nejefek-
tivn&jsi Ricetv'' piistup k totalni syntéze morfinu (R'*?)
je zalozen na kysele katalyzované intramolekularni adici
arylu na 3-cyklohexen-1-on generovany Birchovou reduk-
ci (Greweho cyklizace); nejednd se tedy o Michaelovu
adici na isomerni konjugovany keton.

Biomimeticky ptistup k syntéze amarylkovitych
alkaloidt (R'*®) (+)-maritidinu (141)"** a neptirozeného
(+)-galantaminu (ent-82)'* z L-tyrosinu (135) je zalozen
na kaskad¢ jiz zminéného oxidativniho kaplinku fenolt
norbelladinového typu (R'*) a nasledné Michaelové adici
N-, resp. O-nukleofilu, Schéma 20. p,o’-Kaplink v bis-
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fenolu 136a indukovany [Mn(acac);] vedl k tvorbé dieno-
nu 137, ktery podlehl spontanni Michaelové adici vyhrad-
né pres 137a za vzniku enonu 138 ve vytézku 49 %. Na-
proti tomu p,p’-kaplinkem v monofenolu 136b pomoci
TI(OCOCF;); byl generovan dienon 139 (az 66,5 %),
z n¢hoz byl po odchranéni dusiku stereoselektivni Michae-
lovou adici ziskan enon 140 (40,5 %). Povsimnéte si roz-
dilného stereochemického vysledku heteroadici ve 137
a 139 (N-COCF; — NH), ktery je disledkem asymetrické
indukce pritomnym chirdlnim centrem (sterické vlivy).
Poznamenejme, Ze regioselektivitu kaplinku fenolli je
mozno ovlivnit tvorbou palladiového komplexu norbella-
dinového intermediatu, jak dokumentuje syntéza (+)-
narwedinu'?’; srovnej s cit.*, v niz byla nezadouci poloha
pfed kaplinkem blokovéna bromem.

Radikalové procesy nabyvaji na vyznamu v totalnich
syntézach'*®. Tlustraci zde uvedenou je tandemova radika-
lova cyklizace uzita ve formalni totalni syntéze (£)-mor-
finu (78)'*’, Schéma 21. Bromid 144 byl p¥ipraven z feno-
lu 142 a alkoholu (+)-143  Mitsunobuho (R'*") reakci
(83 %; opticky aktivni 143 je dostupny chemoenzymaticky
(R"") z fenethylbromidu ve 4 stupnich). Radikalovy pro-
ces byl iniciovan Bu;SnH/AIBN; radikdlova kaskadova
cyklizace (145a — 145b — 145c¢) byla zakoncena elimina-
ci a tetracyklicky sulfonamid 146a byl izolovan v 35%
vytézku. Nasledujici adice na styrenovou dvojnou vazbu
pusobenim Li/t-BuOH, probihajici ptes radikal (nebo ani-
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Svchéma 21. Formalni syntéza (+)-morfinu
Cinidla a podminky: a) DEAD, Bu;P, THF, 0 °C (83 %); b) 10% HF/MeCN (98 %); ¢) Bu;SnH, AIBN, PhH (zatav. zkumavka), 130 °C
35 h (35 %); d) Li, -BuOH, NH; (1), THF, —78 °C 10 min (85 %)
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Schéma 22. Radikalova syntéza (-)-vallesamidinu (153) a syntéza (+)-aspidospermidinu (127) z téhoZ intermediatu

Cinidla a podminky: a) Tryptamin, AcOH, 125 °C 6 d (43 % + 44 %); b) 20% NaOH vod., MeOH, rt 1 h ((+)-149b 72 %, (-)-149a
85 %); ¢) MsCl, DMAP, py, 0 °C 2 h (92 %); d) (PhSe),, NaBH,4, EtOH, 0 °C — rt 3 h (68 %); €) n-Bu;SnH, AIBN, PhMe, 100 °C 0,5 h
(91 %); £) 35% CH,O vod., NaBH;CN, MeCN, potom AcOH, rt 1 h (87 %); g) LiAlH4, THF, 70 °C 0,5 h (82 %); h) (£)-149, 40%
H,S04, 100 °C; i) (+)-149, BF;.0Et,, 100 °C; j) LiAlH4 (20-25 % z tryptaminu)
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on) aminu 146b, dokoncila vystavbu skeletu morfinano-
vych alkaloidl (83 %); srovnej s cyklizaci 85 — 86 ze
Schématu 13. Oxidaci dihydroisokodeinu (147) na 7,8-di-
hydrokodeinon (Swern) byla dokoncena formalni syntéza
(+)-87; pro dalsi radikalové pfistupy k morfinanim viz
cit.'"”. Radikéalové byl uzaviran rovnéz skelet aspidosper-
manovych basi'® (aplikace u indolovych alkaloidi viz

v R'*). Radikalovych cyklizaci bylo opakované uZito
i v totalni syntéze (£)-gelseminu'®’.

Na radikalové adici do polohy C-2 indolu je zalo-
zena i de novo syntéza sekoschizozyganového alkaloidu
(-)-vallesamidinu (153)"®, Schéma 22. Mnohastupiiovou
syntézou pristupna acetal-kyselina 148 byla nestereoselek-
tivni Pictetovou-Spenglerovou kondensaci s tryptaminem
konvertovana v ekvimolarni smés acetatt, které byly oddé-
len¢ hydrolyzovany v hydroxylaktamy 149. Stereoisomer
(+)-149b (31,2 %) byl po prevedeni v selenid (+)-150 cyk-
lizovan plisobenim BusSnH v pfitomnosti AIBN: Atakem
primarné vzniklého radikalu v poloze C-2 indolového ja-
dra byl generovéan pentacyklicky radikal 151, ktery vedl
k tvorbé laktamu (+)-152 v 91% vytézku! Uspéch piistupu

COOMe

0]

N

|
164

Schéma 23. Syntéza (+)-okaraminu N

NH o

O%N y
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souvisi s dostacujici stabilitou benzylového radikalu 151.
V této souvislosti je uZzite¢né zminit Harley-Masonovu
klasickou syntézu'*’ (+)-aspidospermidinu (127), ktera je
zalozena na iontové varianté procesu, Schéma 22. V tomto
pripadé racemicky alkohol 149 cyklizoval plisobenim jak
Lewisovy (BF;), tak Bronstedovy kyseliny (H,SO4) za
vzniku karbokationtu 154a, spiSe vsak konjugovaného
iminia 154b, které bylo v rovnovaze s iminiem 1585, stabi-
lizujicim se alternativni cyklizaci za vzniku indoleninu 156
(viz rovnéz cit.'*®).

5. Syntéza alkaloidi na pielomu stoleti. Vyhled

Totalni syntéza alkaloidil se ve stdle vétsi mife zame-
fuje na enantioselektivni procesy a Siroké pouzivani chiral-
nich katalyzatort. Pfesto mohou byt i syntézy racemati
v piipadech komplexnich latek velkym tuspéchem, viz
napt. gelsemin'*. Cilem je novost a maximalni efektivnost
z hlediska poctu stupiit a vytézki.

Existuji v zdsad€ dva diivody pro totalni syntézu alka-

COOMe COOMe

.| g

N
H
Fmoc j
MeOOC HN COOMe
I | N/Ac
N "

Cinidla a podminky: a) Pd(OAc), (1 ekv.), O,, AcOH/dioxan/voda (1:3,5:1), 23 °C 16 h (38 %; 44 % brsm); b) Et,NH (piebytek), THF,
0°C - 23°C (2h)4h (95 %); ¢) MTAD, CH,Cl,, -5 °C 10 min, potom odpafit, potom O,, slune¢ni lampa, methylenova modf, MeOH,
-28 °C 7,5 h, potom Me,S, MeOH, —28 °C — —10 °C (3 h), potom odpafit a 110 °C 30 min (36 %; 70 % brsm)
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loidu (a ptirodnich latek obecné):

a) akademicky — védecka prestiz laboratofe/tymu. Syntéza
mize byt nezbytna i pro potvrzeni struktury odvozené
pomoci metod strukturni analyzy (R'"°), viz piiklad
revize struktur lepadiforminu®" a batzelladinu F'*2,

b) prakticky — vyuZitelnost biologickych U€inkid pfi ne-

dostacujici kapacité prirodnich zdroju. Syntéza analo-

gl pro optimalizaci t&innosti. Potencialni vyroba'®.

Stav, v némz se syntéza alkaloidi na pocatku tisicileti
nachazi, nazorné ilustruji dvé Nicolaouovy'>*'>> a Harra-
nova'®® totalni syntéza diazonamidu A. Totalni syntéza
(+)-plikaminu (Ley'”’) dokumentuje efektivitu pouziti
¢inidel zakotvenych na pevné fazi (R'*®). Ctvrtstoleti mu-
selo uplynout od klasické Uskokovicovy syntézy chini-
nu'*, neZ bylo nedavno zvefejndno pét enantioselektivnich
syntéz tohoto alkaloidu'®"** (viz rovnéz' a R'*'1%). Orga-
nickd syntéza a totalni syntéza se navzajem obohacuji'®’,
jak jasn¢ dokazuje brilantni syntéza (+)-okaraminu N
(165), zvefejnéna predloni Coreym se spolupracovniky'®®
(viz rovn&Z’), Schéma 23. V amidu 157, pfistupném
z derivatd tryptofanu a 3-methyl-2-butenalu ,,one-pot™
zpusobem v 70% vytézku, byl vytvofen azocinovy kruh
pusobenim octanu palladnatého v kyslikové atmosfére:
Pouze nesubstituovany indol se ucastnil reakce, probihajici
pfes palladiovy komplex 158 a azepiniovy kation 159,
ktery presmykl na azociniovy kation 160, stabilizujici se
za vzniku 161 v 44% vytézku (byla detegovana pouze
stopova mnozstvi isomerniho azepinu, vznikajiciho ze 158
alternativnim zptsobem). Nésledujici tvorba diketopipera-
zinu 162 (95 %) byla indukovéna piebytkem diethylami-
nu. Diferenciace indolovych jader, nezbytné pro dokon-
Ceni syntézy, bylo dosazeno ochranou N-nesubsti-
tuovaného indolu pomoci enové reakce s N-methyl-
triazolindionem. Generovany indolenin-indol 163 byl
podroben fotosensitisované oxidaci/cyklizaci, probiha-
jici s diastereoselektivitou cca 5:1 patrné pies O-
oxiraniumoxid 164. Nasledna redukce dimethylsulfidem a
zavéreCna termolyticka regenerace indolu (retro-enova
reakce) dokoncily syntézu okaraminu A (165), ktery byl
izolovan ve vytézku 70 % z piperazinu 162 (syntézu pii-
buzného austamidu viz v cit.'”).

Tato elegantni syntéza dokumentuje, Ze uméni, krasa
a chemicka logika jsou nedilnymi soucdstmi soucasné
syntézy alkaloidl a dusikatych heterocyklickych sloucenin
obecn€; zaroven naznaCuje smeér, kterym se bude ubirat

vvvvvv
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1. Uvod

Oxazolidin je nasyceny pétiClenny heterocyklus
s atomem kysliku v poloze 1 a atomem dusiku v poloze 3.
Nékteré jeho derivaty jsou biologicky aktivnimi latkami
s potencialnim uplatnénim ve farmacii. Derivaty 1,3-oxa-
zolidinti vznikaji'? kondenzaci B-aminoalkoholii s aldehy-
dy nebo ketony podle (7).

)
,,,,, OH R ., 0_R
D: + O# —_— g 137{‘R2 + Hzo
/ 2 9—N._
\H R R
R

Pfi nestejnych substituentech na jednotlivych uhliko-
vych atomech oxazolidinu vznikaji chiralni centra. MiZze
tedy vznikat Sirokd paleta stereoisomert, jejichz biologicka
aktivita je zna¢né riznoroda. Napiiklad derivaty oxazolidinu
vznikajici z 3-[1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl]fenolu se
ukazaly jako lokalni mydriatika, derivaty oxazolidinti odvo-
zené od efedrinu se osvédgily jako sympatomimetika®™®.
Ctyfi stereoisomery efedrinu a jim odpovidajici derivaty
oxazolidinu (vzniklé reakci efedrinu se salicylaldehydem)
byly testovany jako latky zvysujici pohybovou aktivitu®.
Tento  ucinek maji vSechny stereoisomery efedrinu,
s vyjimkou (-)-(1R,2R)-pseudoefedrinu. Uginek klesa
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v fadé (-)-(1R,25)-efedrin > (+)-(1S,2S)-pseudeoefedrin >
(H)-(1S,2R)-efedrin.

Kondenzaéni reakce (/) vedouci ke vzniku derivati
oxazolidinu je rovnovazna. Pravé vratnost reakce poskytu-
je nové moznosti piipravy léciv s retardovanymi Gcinky.
Hydrolyzou oxazolidinového derivatu, pfipraveného
z vhodného prekurzoru (napiiklad ze skupiny amfetami-
nd), se v organismu postupné uvoliiuje ucinna substance.
Takto 1ze priblizit farmakokinetiku 1é¢iva 1éCebnym potie-
bam pacienta. Je znamo, Ze absorpci, resorpci a eliminaci
1é¢iva lze popsat kinetickou rovnici prvniho fadu. To zna-
mena, ze k zdvojnasobeni doby trvani ucinku je potiebné
podat nékolikanasobné vyssi davku. Aplikaci net¢inného
prekurzoru se obvykle omezuje presystemicka eliminace
1éCiva, tudiz je mozno davkovani snizit a tim je organis-
mus méné zatézovan.

Cilem prace bylo shrnuti poznatkil o vzniku oxazoli-
dinovych derivati efedrinu a jejich hydrolyze. Pozornost
byla vénovana vlivu rozpoustédla a vlivu substituentu
aromatického aldehydu na rovnovahu kondenzacni reakce
efedrinu a na stereoselektivitu této reakce.

2. Stereochemie vzniku derivata oxazolidinu

Stereochemii reakce (1) se zabyvali Breckett a Jones’.
Jako modelovou reakci zvolili kondenzaci (—)-(1R,2S)-
-efedrinu s acetaldehydem. Autofi uvadéji, Ze tato reakce
poskytuje dva produkty, jejichz pomér zjistovany GLC
byl 10:1. Na zékladé spektroskopickych metod (IR, NMR
a MS) bylo zjisténo, Ze mensi 1 vétsi pik v chromatogramu
prislusi stereoisomertim 5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidinu.

Nasledng bylo autory’ navrzeno reakéni schéma 1.
Vznik derivatu oxazolidinu C1 z acetaldehydu a efedrinu
zfejmé probihd pies hemiaminal A a pfes iminiovou siil B,
jde vsak pouze o predpokladané meziprodukty, které neby-
lo mozné izolovat z reakéni smési. Predpoklada se vsak, ze
struktura A je nejpravdépodobnéjsim meziproduktem vzni-
ku 5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidinu. Prib¢h reakce byl
sledovan’ metodou NMR. B&hem prvnich 4 min vymizely
signaly (-)-(1R,2S)-efedrinu a vznikly latky C1 a C2. In-
tenzita signal odpovidajici isomeru C2 nésledné zacala
klesat spolu s postupnym nartstem signali isomeru Cl1.
C1 je termodynamicky vyhodné&jsi nez isomer C2. Podob-
né vysledky davala analyza GLC.

Z predstav o mechanismu a z naméfenych dat byl
autory’ navrzen kineticky model vyjadieny vztahem (2).

fi k &)

Cc2 efedrin C1

k3 k4

Pro tento vztah a kinetiku prvniho fadu byly nalezeny
relativni hodnoty rychlostnich konstant : &y = 72,3; k, = 36,4;
ks=163ak=1.
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HO, H
N \\\CH3
H + CH3CHO
3
HN\CH3
()-(1R,2S)-efedrin
HO, H HO, H
< \\CH3 N \\\CHS
) H _— + H -
[j N._OH [j "N, "OH
HoC T HyC™ ~GH
CH3 CH3
A B

(2S,4S,5R)-
-5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidin

(2R,4S,5R)-
-5-fenyl-2,3,4-trimethyloxazolidin

Schéma 1. Vznik derivatii oxazolidinu C1 a C2 z (-)-(1R,2S)-efedrinu a acetaldehydu’

Vyskyt dvou diastereoisomernich derivati oxazolidinu
(C1, C2) je dusledkem vzniku dalsiho chiralniho centra (na
atomu C2 oxazolidinu). Analogickou reakci (+)-(18,25)-
-pseudoefedrinu s acetaldehydem vznikly také dva diaste-
reoisomery, hlavni (cca 95 %) a vedlejsi (cca 5 %).

Breckett a Jones’ dale testovali aktivitu hydroxysku-
piny a sekundarni aminové skupiny pfi reakci s acet-
aldehydem. Jako modelové latky byly vybrany N-methyl-
amfetamin a N-methylefedrin. Jde o reaktanty pouze
s jednou reaktivni funk¢ni skupinou (NH v prvnim piipa-
dé, resp. OH u druhého modelu). Bylo zjisténo, ze tyto
latky s acetaldehydem nereaguji. Podobného vysledku
bylo dosazeno pii reakci acetaldehydu s O-trimethyl-
silylovym derivatem (—)-(1R,2S)-efedrinu. Z uvedeného
vyplyva, Ze pro cyklizaci na oxazolidinovy kruh musi byt
u derivati efedrinu volné skupiny OH i NH (viz reakce /).

Vyuziti derivatd oxazolidinu pro syntézu farmak
s prodlouzenym uc¢inkem vyzaduje, aby pfi syntéze i hyd-
rolyze v organismu nedochazelo k isomerizaci, a tim
k degradaci ucinné latky. Kysela hydrolyza oxazolidinové-
ho derivatu ptipraveného z (—)-(1R,2S)-efedrinu a acetal-
dehydu vedla ke vzniku pouze efedrinu s ptivodni konfigu-
raci.
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3. Vliv rozpoustédla na stereoselektivitu
reakce efedrinu s aromatickymi aldehydy

Aromatické aldehydy reaguji s (—)-(1R,2S)-efedrinem
podle schématu 2 v n&kolika rovnovaznych stupnich®.
Mechanismus reakce byl odvozen na zakladé dobie znamé
vratné reakce, tj. hydrolyzy derivatl oxazolidinu.

Stupném urcujicim konfiguraci produktu je intramole-
kularni adice hydroxyskupiny na dvojnou vazbu iminiové
skupiny. Diastereodiferenciace mize byt fizena kineticky
i termodynamicky. Vyznamné se projevi vliv substituentu
na aromatickém jadie aldehydu, jednak v preferenci urcité-
ho sméru nukleofilniho ataku na atom uhliku nesouci aryl
a jednak v ovlivnéni kondenza¢né-hydrolytické rovnovaz-
né konstanty.

V chloroformu nebo methanolu reaguje benzalde-
hyd (X=H) nebo 4-methoxybenzaldehyd (X=OCHj;)
s (5)-(1R,2S)-efedrinem za vzniku (2S,4S,5R)-isomeru (D1)
jako hlavniho produktu (90 %) a (2R,4S,5R)-isomeru (D2)
jako minoritniho produktu. Konfigurace produktti byla sta-
novena na zakladé '"H NMR. Pomér isomerii D1 : D2 = 9:1
je v reakéni smési konstantni a nezavisi na stupni konverze.
Naproti tomu reakci (—)-(1R,25)-efedrinu s 4-kyanbenz-
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(-)-(1R,2S)-efedrin

(2S,4S,5R)-
-2-aryl-5-fenyl-3,4-dimethyloxazolidin

Schéma 2. Reakce (—)-(1R,2S5)-efedrinu s aromatickymi aldehydy

aldehydem (X=CN) nebo 4-nitrobenzaldehydem (X=NO,,
chloroform, teplota 0-20 °C) vznikaji zpocatku oba isome-
ry D11 D2 v pfiblizném poméru 50:50. Pfi konverzi bliZici
se rovnovazné byl shledan podobny vysledek jako v ptipadé
benzaldehydu nebo 4-methoxybenzaldehydu. Obsah hlavni-
ho produktu s konfiguraci 25,4S,5R byl piiblizné 85 %.

Jestlize kondenzace 4-kyan- nebo 4-nitrobenzaldehydu
s (5)-(1R,2S)-efedrinem probihda v methanolu namisto chlo-
roformu, uplatiiuje se kineticky vliv substituentu na aroma-
tickém jadie jeSté vyraznéji. Na pocatku reakce vznika
vyhradné produkt D2, po dlouhé reakéni dobé jiz prevlada
produkt D1, podobné jako ve vSech pripadech popsanych
vyse.

Vyznamny vliv rozpoustédla vedl Agamiho a Rizka®
k ovéfeni spornych vysledkii Neelakantana'? ziskanych
kondenzaci (-)-(1R,2S5)-efedrinu a 4-brombenzaldehydu
(X=Br) v absolutnim ethanolu. Tato prace zroku 1971
uvadi, Ze produktem je isomer D2. Reprodukci kondenza-
ce za podminek uvadénych v praci Neelakantana'” bylo

CN
witg

HiC 7y CHa
E1
(25,4S,55)-

Referaty

D2

(2R,4S,5R)-
-2-aryl-5-fenyl-3,4-dimethyloxazolidin

zjiSténo, ze produktem reakce je hlavné isomer DI.
Nicméné isomer D2 je mozno isolovat za peclivé fizenych
podminek, pouze vSak v ptipadé, ze reakce probihala ve
vodném ethanolu.

Isomerizace oxazolidinu D2 (X = Br) na D1 isomer
v methanolu vede ke vzniku rovnovazné smési obou iso-
mertl (D1/D2 = 87/13). Jiz diive bylo publikovano’, Ze
oxazolidin jako soucast artisinu je nachylny k isomerizaci,
aniz je reakce katalyzovana. Autofi® zjistili, Ze isomerizace
probiha také pti pokojové teploté v méné polarnich roz-
poustédlech (benzen, dioxan).

Tyto vysledky sice potvrdily, Ze oxazolidin D2 je
mozno ziskat v prostiedi ethanolu, ale podminky navrzené
Neelaktanem a spol.'? nejsou nejvhodngjsi pro vznik toho-
to isomeru. Je velice pravdépodobné, Ze jejich interpretace
vyplyva z nizsi rozpustnosti isomeru D2 v porovnani s D1
oxazolidinem, a tak ndhodné vybrany krystal, ktery byl
podroben rentgenostrukturnim analyzam, nebyl dostate¢né
reprezentativnim vzorkem izolovaného produktu.

J i
o LT
it
HsC'fy CH,
E2
(2R,4S,5S)-

-5-fenyl-2-kyanfenyl-3,4-dimethyloxazolidin ~ -5-fenyl-2-kyanfenyl-3,4-dimethyloxazolidin

Schéma 3. Produkty reakce (+)-(15,2S5)-pseudoefedrinu s 4-kyanbenzaldehydem
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Cisty isomer D1 je mozno pohodIné ziskat jednodu-
chou krystalizaci z vrouciho ethanolu, z rovnovazné smési,
ktera obsahuje jen velmi malé¢ mnozstvi druhého isomeru
D2.

Podobné jako v piipadé (—)-(1R,2S)-efedrinu bylo
ipro (+)-(15,25)-pseudoefedrin dosazeno na pocatku reak-
ce s 4-kyanbenzaldehydem v chloroformu poméru produk-
th E1 : E2 = 1:1, pfi dlouhé reakéni dobé byl jedinym pro-
duktem oxazolidinovy derivat E1 (schéma 3).

Vyrazny rozdil v reaktivité (—)-(1R,25)-efedrinu
a (+)-(18,25)-pseudoefedrinu se projevil v reakci s 4-kyan-
benzaldehydem v methanolu. Na pocatku reakce (+)-
(18,25)-pseudoefedrinu (pfi 10% konverzi) vznikaji pro-
dukty E1 a E2 v poméru 3:1, zatimco na pocatku reakce
(-)-(1R,2S)-efedrinu vznika vyhradné jeden produkt, a to
isomer D1.

Je patrné, Ze jak substituenty benzaldehydu, tak roz-
poustédlo, ovliviiuji rychlost reakce efedrinu s derivaty
benzaldehydu. Pfesto, Ze nejsou uvadény reakéni rychlosti,
Ize z publikovanych udaji vyvozovat, Ze se v polarnich
rozpoustédlech rychlost reakce snizuje. Rovnéz elektro-
nakceptorové substituenty snizuji reaktivitu derivati ben-
zaldehydu. Kondenzace efedrinu s arylaldehydem se patr-
n¢ za uvedenych podminek pohybuje na rozhrani kinetic-
kého a termodynamického fizeni. Pfi sniZeni rychlosti
kondenzace uvedenymi substitu¢nimi vlivy nebo nizsi
reakéni teplotou se vice projevi rlizné reak¢ni rychlosti
jednotlivych jednosmérnych reakcei (kinetické fizeni). Nao-
pak probihaji-li reakce rychle, zdanlivé vznikd rovnou
koneény — rovnovazny produkt D1 nebo E1 (termodyna-
mické fizeni). Pfestoze jednotlivé reakce probihaji rychle,
vysledna rychlost pfemény efedrinu nemusi byt extrémné
vysokd. Ta je totiz pro uvazovanou soustavu reakci zachy-
cenou rovnici (3) zavisla na rychlosti ¢tyt diléich reakcei
(viz vztah (2)):

S T T 4 W 1 3)
HO, H
N \\CH3 R1
H + 0
HN\ =<R2
CHs
(-)-(1R,2S)-efedrin R' = alkyl, H
R2 = aryl
H OH
2 \\CH3 R1
H + 0
HN\ #RZ
CHj
(+)-(1S,2S)-pseudoefedrin R' = alkyl, H
R? = aryl
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4. Hydrolyza derivati oxazolidinu

Derivaty oxazolidinu podléhaji ve vodném prostiedi
velice snadno hydrolyze za vzniku B-aminoalkohold
a karbonylovych sloucenin, ze kterych byly syntetizo-
vany'®!'". Mé&fenim polo&asu hydrolyzy derivati oxazolidi-
nu ve vodném pufru bylo zjisténo'®, Ze se derivaty odvoze-
né od (-)-(1R,25)-efedrinu hydrolyzuji rychleji nez jejich
analoga z (+)-(15,25)-pseudoefedrinu. U derivati oxazoli-
dinu bylo prokazano™'?, Ze tvoi komplexy s cyklo-
dextriny. Rychlost hydrolyzy téchto komplexl, v porov-
nani s volnymi derivaty oxazolidinu, je podstatné nizsi*.

Nejcasteji v prirode se vyskytujici cyklodextriny jsou
a-, B- a y-cyklodextriny®, které obsahuji Sest, sedm, resp.
osm glukosovych jednotek. B-Cyklodextriny maji nej-
vhodnéjsi vlastnosti pro tvorbu komplexti s mnoha IéCivy,
maji viak velice nizkou rozpustnost ve vodé a mohou byt
i nefrotoxické. Neékolik substituovanych cyklodextrind
vykazuje vy$si rozpustnost ve vodé a zaroven niz§i toxici-
tu nez nemodifikované B-cyklodextriny. Nejpouzivangjsi
jsou hydroxypropyl-p-cyklodextrin (HP-B-CD), heptakis-
(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin (DM-B-CD) a sulfobuty-
lether-B-cyklodextrinu (SBE-B-CD).

Biologicka aktivita byla testovana® u jednoho cyklodex-
trin-oxazolidinového komplexu. Jako prekurzor u¢inné latky,
(9)-(1R,2S)-efedrinu, byl zvolen 5-fenyl-2-(4-methoxyfenyl)-
-3,4-dimethyloxazolidin, vznikajici reakci efedrinu
s 4-methoxybenzaldehydem. Tento oxazolidinovy
derivét tvoii komplex s HP-B-CD. Bylo zjisténo®, ze
jak (-)-(1R,28)-efedrin, tak odpovidajici 5-fenyl-2-(4-
-methoxyfenyl)-3,4-dimethyloxazolidin zvysuji u krys po-
hybovou aktivitu, jsou-li podany peroralné ¢i intraperitone-
aln¢. PHi peroradlnim podani je pro dosaZeni optimélniho
ucinku tfeba podat vyssi davku. Komplex derivatu oxazoli-
dinu s HP-B-CD zacina Ucinkovat pomalu, ale plisobi delsi
dobu.

Objasnéni mechanismu hydrolyzy derivati oxazolidi-
nu bylo vénovano nékolik praci'®*™'*. Bylo prokazano, ze

+ H,0

+H,0

Schéma 4. Relativni konfigurace na atomech C4 a C5 kondenzaé¢nich produktii efedrinu a pseudoefedrinu
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/O\/N‘CH3 HO II\II CH;
H CH,
+ Hzo —~
HO +II\II—CH3 HO +IN\—CH3
CH, H CH,OH
+
e Y ar I any an + H2C:OH
H +,N_CH3 HO I}I—CH3
H CH,0H H
+
f Y oy + H,C=0H any o + H,C=0
HO HN—-CHj; HO HIN-CH3
H

Schéma 5. Mechanismus hydrolyzy derivatii oxazolidinu'®; a) protonace na N-3; b) protonace na O-1; ¢) otevieni O-protonovaného
oxazolidinu; d) hydratace iminia na protonovany aminoalkohol; e) rozklad protonovaného aminoalkoholu; f) reprotonace dusikového

atomu

zména prostiedi ¢i zména konfigurace na chiralnich cen-
trech derivatl oxazolidinu ma vliv na rychlost hydrol}'lzym.
(-)-(1R,2S5)-Efedrin reaguje s aldehydem nebo ketonem za
vzniku derivatu oxazolidinu s cis-konfiguraci na atomech
C4 a C5. Naproti tomu (+)-(15,25)-pseudoefedrin poskytu-
je oxazolidin srelativni konfiguraci frans na C4 a C5
(schéma 4). Experimentalné bylo dokazano, ze z uvede-
nych derivatli oxazolidinu obvykle pfi neutralnim nebo
alkalickém pH se hydrolyzuje rychleji cis-isomer odvoze-
ny od (-)-(1R,2S)-efedrinu nez analogicky trans-isomer
odvozeny od (+)-(18,2.5)-pseudoefedrinu'® .

Matematickym modelovanim byl navrZzen mechanis-
mus hydrolyzy a vysvétleny rozdily v rychlostech hydroly-
zy isomerd derivati oxazolidinu". Jako modelové latky
byly zvoleny cis- a trans-isomer 5-fenyl-3,4-dimethyl-
oxazolidinu. Tyto latky snadno vznikaji reakci formalde-
hydu s (-)-(1R,2S)-efedrinem a (+)-(15,25)-pseudo-
efedrinem'®"". Rozdil v rychlosti hydrolyzy cis- a trans-
isomeru je zpusoben faktem, Ze protonace kysliku a na-
sledné otevieni kruhu za vzniku iminiového iontu vyzadu-
je pro cis- isomer niZ§i energii nez je tomu v pripad¢ trans-
isomeru. Nepfiznivé sterické interakce v cis-isomeru
upiednostiuji otevieni oxazolidinového kruhu. Cis-isomer
prochézi lidskymi tkan&mi rychleji'' a ma uréité sympato-
mimetické G&inky na pokusna zvitata™®. Jestlize je rozpus-

tén ve vodném roztoku o neutralnim nebo alkalickém pH,
dochdzi k velice rychlé hydrolyze na (-)-(1R,2S)-efedrin
a formaldehyd®'*!" . Bylo prokazano, Ze nedochézi k upl-
né hydrolyze derivatu oxazolidinu, ale k ustaveni rovno-
vazné koncentrace oxazolidinu, (—)-(1R,2S)-efedrinu
a formaldehydu''.

Obecné akceptovany mechanismus hydrolyzy deriva-
td oxazolidinu tohoto typu je zndzornén schématem 5.

U n€kolika derivatl oxazolidinu odvozenych od (-)-
-(1R,28)-efedrinu a (+)-(1S,25)-pseudoefedrinu a riznych

Tabulka I
Polocas hydrolyzy oxazolidinovych derivatl na (-)-(1R,2S5)-
-efedrin a uvedeny aldehyd nebo keton®

Produkt hydrolyzy Polocas hydrolyzy [min]
Formaldehyd 0,08
Salicylaldehyd 0,08
Propionaldehyd 0,3

Aceton 4
Benzaldehyd 5
Cyklohexanon 6

2,2-Dimethylpropanal 30
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aldehydu ¢i ketoni byla studovéna rychlost jejich hydroly-
zy'®. Bylo zjisténo, Ze oxazolidiny se pii teploté 37 °C
hydrolyzuji v rozmezi pH 1-11, rychlost hydrolyzy vSak
siln€ zavisi na pH prostfedi. Pro vétSinu derivati oxazoli-
dinu vykazuje zavislost rychlosti hydrolyzy na pH esovity
tvar s maximem pifi pH vy$§im nez 7. Pfi pH 7,4 a teplote
37 °C byly zméfeny polocasy hydrolyzy nékolika oxazoli-
dinovych derivati (tabulka I).

Reakéni rychlost v neutralnim a alkalickém prostie-
di klesa se vzrustajicim sterickym efektem karbonylové
slouceniny a zaroven klesa se vzristajici bazicitou deri-
vatl oxazolidinu. Derivaty oxazolidinu jsou slabsi baze
(pK, 5,2-6,9) nez B-aminoalkoholy, znichz vznikaji,
a zaroven jsou lipofilnéjsi pii fyziologickém pH. Pii jejich
farmaceutickém vyuziti se vSak musi brat zfetel na toxicitu
uvolnéné karbonylové slouceniny.

5. Zavér

Oxazolidinové derivaty jsou povazovany za potenci-
alni farmaceutické substance umoziiujici vyrobu 1éCiv
s retardujicim G¢inkem. Z divodi mozného pouziti oxazo-
lidinovych derivati jako prolé¢iv byla vénovana pozornost
stereoselektivité jejich vzniku a hydrolyze za fyziologic-
kych podminek. Bylo zji§t€éno, Ze reakci efedrinu
s nékterymi aldehydy nebo ketony vznikaji dva produkty
s odliSnou konfiguraci. Existence dvou stereoisomernich
derivati oxazolidind je disledkem vzniku chiralniho cent-
ra na uhliku C2 oxazolidinu.

Volbou rozpoustédla a doby reakce je mozné ovlivnit
stereoselektivitu reakce efedrinu s aromatickymi aldehydy.
Pti reakci 4-kyanbenzaldehydu nebo 4-nitrobenzaldehydu
s (5)-(1R,2S)-efedrinem v chloroformu vznikaji na pocatku
reakce derivaty oxazolidinu s konfiguraci 25,4S,5R
a2RA4S,5R vpoméru 1:1, zatimco pfi pouziti methanolu
jako rozpoustédla je na pocatku reakce jedinym produktem
derivat oxazolidinu s konfiguraci 2R,4S,5R.

Vyrazny vliv na rychlost vzniku derivatt oxazolidinu
maji také substituenty aromatického aldehydu. Elektrondo-
norové substituenty rychlost zvysuji natolik, Ze obsah pro-
duktii kondenzace v reakéni smési vzdy odpovidd rovno-
vaznému stavu.

Ve vodném prostfedi oxazolidinové derivaty pfipra-
vené z (-)-(1R,2S)-efedrinu snadno hydrolyzuji. Polocas
hydrolyzy pifi 37 °C dosahuje maximalné n€kolik minut.
Béhem hydrolyzy se neméni konfigurace na chiralnich
centrech efedrinu. Z derivatl oxazolidinu obvykle pfi ne-
utralnim nebo alkalickém pH hydrolyzuje rychleji cis-
isomer (odvozeny od (-)-(1R,2S)-efedrinu) nez analogicky
trans-isomer odvozeny od (+)-(1S,2S)-pseudoefedrinu.
Derivaty oxazolidinu tvoti komplexy s cyklodextriny. Tyto
komplexy se hydrolyzuji pomaleji. Proto je zvazovéano
jejich farmaceutické vyuziti.
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M. Astrova, L. Kurc, and L. Cerveny (Department
of Organic Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Oxazolidine Derivatives of Ephedrine

The knowledge of the formation of oxazolidine de-
rivatives from ephedrine and an aromatic aldehyde and
their back hydrolysis is reviewed. Their most significant
potential utilization in pharmacy is based on their facile
hydrolysis, which makes it possible to prepare pharmaceu-
tical substances with retarded activity. This application
depends on the configurational stability of the substance
during condensation and hydrolysis.
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ANl

. Uvod

Alfa-L-fukosidasy jsou enzymy, které se vyskytuji ve
velkém mnozstvi organismil a odstépuji fukosylovy zbytek
z postrannich fetézcti oligosacharidii, glykoproteint a gly-
kolipidi. Ugastni se mnoha diilezitych metabolickych pro-
cesl a jejich nedostatek je pri¢inou vzniku nékterych za-
vaznych onemocnéni'?. Glykokonjugaty obsahujici fukosu
maji mnoho zajimavych biologickych vlastnosti. Vyskytuji
se v uloze receptorii bunééného povrchu nebo ristovych
regulatorii, ucastni se mezibunéénych interakci, hra-
ji dilezitou roli jako antigenni determinanty a jsou nezbyt-
né pro spravnou funkci imunitniho systému. Jejich che-
micka syntéza je velmi narocn4, a proto se intenzivné stu-
duje moznost jejich pfipravy pomoci enzymii schopnych
katalyzovat transglykosyla&ni reakce. Uspéch v této oblasti
by umoznil lepsi dostupnost mnoha latek potencialn€ vyu-
zitelnych v medicing’.
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2. Fukosidasy

a-L-Fukosidasy (EC 3.2.1.51) jsou obecné rozsifené
enzymy fazené do tfidy hydrolas. Jedna se o exoglykosida-
sy, které¢ odstépuji z neredukujicich koncii postrannich
fetézcl oligosacharidd, glykoproteint a glykolipidi fuko-
sylovy zbytek za vzniku fukosy a alkoholu'*. Glykosidasy
se obecen¢ déli do 97 rodin na zékladé podobnosti primar-
ni struktury v okoli aktivniho mista. o-L-Fukosidasy byly
zatazeny pouze do dvou rodin, a to 29 a 95. Enzymy taze-
né do rodiny 29 katalyzuji reakci zptisobem, pfi kterém si
produkt zachovava stejnou konfiguraci vazby, jako mél
substrat, zatimco u enzymu z rodiny 95 tato konfigurace
zachovéna nezfistava™®.

Vyskyt a-L-fukosidas byl potvrzen u mnoha rtiznych
organismit véetné bakterii, plisni, m&kkysu, fas, rostlin
asaveil’ a bylo zji§téno, Ze substratova specifita zavisi na
zdroji, ze kterého jednotlivé enzymy pochazeji. Obvykle
plati, Zze fukosidasy savéich tkani maji Sir§i substratovou
specifitu neZ jejich mikrobialni prot&jsky’.

Vyznam téchto enzymu spoc¢iva v Gcasti na metabo-
lismu mnoha biologicky aktivnich molekul obsahujicich
L-fukosu a jejich nedostatek muze byt pfi¢inou nékterych
zavaznych onemocnéni. Kromé toho jsou fukosidasy vyu-
zivany pfi studiu struktury a funkce riznych glykokonju-
gati’. Vzhledem k tomu je s podivem, jak mélo pozornosti
jim bylo dosud vénovano, zvlasté pak mechanismu jejich
pusobeni.

3. L-Fukosa a glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu

L-Fukosa neboli 6-deoxy-L-galaktosa (obr. 1) je jeden
z monosacharidii obvykle pfitomnych v glykokonjugatech
jako jsou glykoproteiny a glykolipidy*®’. Vyskytuje se
pfevazné v a-anomerické konfiguraci a byva pfipojena
riznymi typy vazeb, napf. a-(1,2) vazbou na D-galaktosu,
nebo a-(1,3), a-(1,4), o-(1,6) vazbou na acetyl-D-
glukosamin'®'". Takto pfipojené zbytky se nejcast&ji vy-
skytuji na koncich sacharidovych fetézci, coz umoziuje
jejich odstépovani fukosidasami®.

CH,

o

OH

Obr. 1. Haworthiiv vzorec o-L-fukosy®
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L-Fukosa patii mezi obtizné¢ dostupné sacharidy,
a proto jsou ovéfovany rizné metody, které by umoznily
jeji jednoduché ziskavani. Jednou z téchto metod je napf.
hydrolyza fukoidanu neboli komplexni struktury sestdvaji-
ci ze sulfatovanych L-fukosovych jednotek produkované
nekterymi fasami. Pro produkci L-fukosy touto hydrolyzou
byly pouzity fukoidany produkované tasami Pelvetia ca-
naliculata, Fucus vesiculosus nebo Ascophyllum nodosum.
Dalsi moznosti produkce L-fukosy je pfima chemicka syn-
téza, pii které se vyuziva rtiznych bézné se vyskytujicich
sacharidi, jako je L-arabinosa, D-glukosa, methyl-L-
rhamnosa, D-mannosa nebo D-galaktosa. Byla testovana
i enzymova syntéza L-fukosy, pfi které jako vychozi slou-
Ceniny slouzily dihydroxyacetonfostat a lactaldehyd. Jako
zdroj fukosy je také mozno vyuzit pfimo fukosu obsahujici
polysacharidy a lipopolysacharidy nekterych bakterii. Che-
micka syntéza je velmi obtizna a drah4, stejné tak i extrak-
ce zrostlinnych a zivoc€isnych tkani, kde je situace jesté
komplikovana dostupnosti zdrojovych materiala?.

Vyvinuti snadné a levné metody produkce fukosy je
v soucasné dobé dulezitym cilem, nebot’ jeji vlastnosti ji
pfedurcuji k aplikaci v rliznych medicinskych odvétvich.
Napt. bylo zjiSténo, ze pokud by bylo télo uméle zasobo-
vano timto sacharidem, mohlo by dojit k zamezeni vazby
lektind na bakteridlnim povrchu na sacharidové receptory
hostitelskych bunék, a tim k zeslabeni nebo tplnému po-
tladeni infekce'’. L-Fukosa nasla uplatnéni i v kosmetice.
Byl objeven extracelularni bakterialni polysacharid sesta-
vajici z L-fukosy, D-galaktosy a galakturonové kyseliny,
ktery je schopen vytvotit ochranny film ochranujici pokoz-
ku pied vstupem latek zptsobujicich podrazdéni'®.
V soucasné dobé je distribuovan pod nazvem Fucogel
1000. Déle bylo potvrzeno, ze L-fukosa mé schopnost po-
tlagovat kozni alergickou reakci®>”'’.

Glykoproteiny a glykolipidy obsahujici L-fukosylovy
zbytek na neredukujicim konci jsou znamy jako dulezité
slozky mezibunééné komunikace, jako receptory bunécné-
ho povrchu nebo jako ristové regulatory®”'*. Mimo to
obecné plati, ze cukerna slozka glykoproteinu ovliviiuje
jeho stabilitu, kinetické vlatnosti, svinovani, intracelularni
transport i sekreci'.

V lidském organismu se glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu vyskytuji velmi hojné. Byly detegovany napf.
v mozku a na synaptickych spojich, coz naznacuje roli
v pfenosu signalu, v proximalnich tubulech ledvin, ve fo-
toreceptorové vrstvé ocni sitnice, v epidermalnich bunkach
kize, v endotelu zlaz a cév, v makrofazich a v antigenech
Cervenych krvinek, ¢ehoz je vyuzivano pii rozliSovani
krevnich skupin. Dtlezitou roli nepochybné hraji
i v reprodukénim procesu®®'’. Dale byly L-fukosylované
glykokonjugéty detegovany v matefském mléce, kde byla
prokdzana jejich schopnost inhibovat vazbu patogent
v travicim traktu kojencdi na specifické receptory, a tim
zamezovat infekci butiky. Prikladem takto inhibovanych
patogeni mohou byt nékteré kmeny bakterie Escherichia
coli nebo Campylobacter jejuni'®. Také ptitomnost glyko-
konjugatli na povrchu bakteridlnich bun€k hraje dulezitou
roli v rozpoznavani a imunitni odpoveédi vysSich organis-
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mtl na infekci.

L-Fukopyranosylové jednotky se také vyskytuji
v rostlinnych polysacharidech, kde mohou byt v nékterych
pfipadech methylované. Dale jsou soucasti jiz dfive zmi-
novaného polysacharidu chaluh (fukoidanu) a extracelular-
nich polysacharidii bakterii, hub a mikrofas®.

Vzhledem k vyznamu glykokonjugati obsahujicich
fukosu bylo provedeno mnoho chemickych syntéz, které
mély napomoci objasnéni jejich biologické funkce. Vedle
studia mnoha struktur vyskytujicich se v pfirod¢ byla tes-
tovana i syntéza konjugati novych®'’. Chemicky zptsob
syntézy glykokonjugatii je ovSem velmi komplikovany,
a proto se vyuziva i moznosti aplikace fukosidas, schop-
nych katalyzovat transglykosyla¢ni reakce. Vyhodou pou-
ziti t€chto enzymd je jejich vysoka stereo- a regioselektivi-
ta a také fakt, ze pro reakci nejsou potfebné drahé kofakto-
ry ani donory prenaseného L-fukosylového zbytku. Schop-
nost katalyzovat transglykosyla¢ni reakce byla dete-
govana naptiklad u fukosidas pochazejicich z pra-
secich jater, hovézich ledvin, z tkani $neka Ampula-
ria, z plisni Aspergillus niger a Penicillium multicolor
a bakterii Alcaligenes sp a Corynebacterium sp. Jako
donor L-fukosylového zbytku byl pouzivan p-nitrofenyl-
-a-L-fukopyranosid nebo a-L-fukopyranosyl fluorid, jako
akceptory slouZzily D-galaktosa, D-glukosa a acetyl-D-
glukosamin™! 1316,

4. Fukoidan

Nekteré chaluhy jsou schopné syntetizovat kom-
plexni polysacharidové struktury, slozené ze sulfatova-
nych L-fukosovych polymerti, zvané fukoidany. V téchto
strukturach byly detegovany rizné typy glykosidickych
vazeb acilené studie prokazaly, Ze struktura fukoidani
miiZe byt velmi komplikovana'” (obr. 2). Pro extrakei fu-
koidanu jsou pouzivany napiiklad chaluhy Ecklonia kuro-
me, Laminaria angustata var longissima, Fucus vesiculo-
sus, Kjellmaniella crassifolia, Pelvetia canaliculata a Fu-
cus serratus L (cit.?).

Po zjisténi, ze fukoidan ma mnohé medicinsky vy-
znamné vlastnosti a zarovein neptsobi toxicky ani drazdivé
na lidsky organismus, zacala byt této slou¢eniné vénovana
vyraznd pozornost. Byl prokézan inhibi¢ni u¢inek na ad-
hesi bakterialnich bun&k na buiiky hostitelské'®, antiviralni

Fuca

|
2
—3Fuca1-3Fuca1-3Fuca1-3Fuca1-3Fucal—

4 4 4
t t t
Fuco1 SO, SO,

Obr. 2. P¥iklad struktury fukoidanu z Fucus vesiculosus"’
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pusobeni proti herpes simplex viru a lidskému cytomega-
loviru, potvrzeny byly i antikoagulacni a antitrombotické
schopnosti'® a protinadorové piisobeni vyvolavajici samo-
destrukci nddorovych buné€k bez poskozovani bun€k zdra-
vych®. V sou¢asné dob& je snaha o detailni pochopeni
struktury a mechanismu puisobeni fukoidanu, nebot’ to by
mohlo vést k novym moznostem 1é¢by nékterych onemoc-
néni.

5. Inhibitory fukosidas

Fukosidasy se spolu s dal§imi enzymy uc¢astni metabo-
lismu glykokonjugatii obsahujicich fukosu, a proto jsou
inhibitory téchto enzymut dilezitym nastojem pii studiu
biologickych procesti zahrnujicich fukosylované glykokon-
jugaty®**. Aplikace inhibitorii ke kontrole a modulaci bu-
nécnych procesti ov§em neni jejich jediné mozné vyuZiti.
Jsou dulezité i pro studium reakéniho centra enzymu nebo
mechanismu, kterym enzymy katalyzuji prislusné reakce®.
Neméné¢ vyznamna je i jejich role jako potencidlnich latek
pri 1écbé riznych nemoci, jako jsou cukrovka, rakovina,
virélni infekce véetné AIDS nebo fukosidosa® 2. Inhibito-
ry realné vyuzitelné v mediciné vSak musi spliiovat mnoho
zasadnich poZzadavkil, mj. netoxicky vliv na lidsky orga-
nismus a enzymovou specifitu?'. Proto v sou¢asné dobé
roste snaha o ziskani jednoduchého zpiisobu piipravy vel-
kého mnozstvi riznych inhibitort, jejichZ vlastnosti by
nasledn¢ mohly byt testovany v lékai'ské praxi.

6. Nemoci souvisejici s fukosou
a a-L-fukosidasou

S o-L-fukosidasami a L-fukosou souvisi mnohd za-
vazna onemocnéni. N&kterd z nich jsou zplsobena defekt-
ni nebo upln€ chybé&jici a-L-fukosidasou, u jinych jsou
zmény fukosylace pouze doprovodnym jevem. Je ovSem
nutné si uvédomit, ze zmény v glykosylacich byly detego-
vany i napf. v téhotenstvi a nemusi tedy byt v kazdém
pfipadé€ indikatorem nékterého z nize uvedenych onemoc-

néni'’,

6.1. Fukosidosa

Fukosidosa je velmi vzacné dédicné lysosomalni one-
mocnéni, které je zpisobeno nedostatkem o-L-fukosidasy
a jedna se tedy o vrozenou vadu metabolismu, ktera speci-
ficky ovlivituje lysosomalni traveni. Dochazi k abnor-
malnimu ukladani glykokonjugatii obsahujicich L-fukosu
v mnoha télnich orgéanech, jako jsou jatra, slezina, srdce,
brzlik, §titna Zlaza, ledviny nebo mozek™*?*.

Nedostatek o-L-fukosidasy je zpisoben mutacemi
vgenu FUCA 1, lokalizovaném na chromosomu 1.
V soucasné dobé bylo popsano ptiblizné dvacet riznych
mutaci tohoto genu®®*.

Nemoc se déli na dva nebo tii typy. Pii dvoutypovém
déleni je pro klasifikaci rozhodujici sila projevu jednotli-
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vych symptomi. Typem 1 je nazyvan tézsi pribéh nemoci
a prvni projevy se objevuji pfiblizné v 6 mésicich Zivota.
Smrt pacienta pak nastava béhem prvnich deseti let Zivota.
Pribéh nemoci je provdzen neurologickou degeneraci,
retardaci rustu a deformacemi kosti, zvétSenim utrobnich
organd, ztratou diive ziskanych intelektualnich vlastnosti
a chybnou funkeci nékterych organi®**®. Typem 2 je ozna-
Covana leh¢i forma nemoci a vyskytuje se u vétSiny paci-
enti.. Priibéh degenerace je zde vyrazné pomalejsi, je pro-
vazen tvorbou angiokeratomu a pacienti se v nékterych
piipadech dozivaji az &tvrté dekady Zivota®.

Pii klasifikaci nemoci do tfi typd je rozhodujicim
faktorem vé&k, ve kterém se piiznaky nemoci objevi.
Utypt 1 a 2 dochazi k vypuknuti nemoci v 10 resp. 18
mésicich zivota. Typem 3 je i zde oznaCovana mirngjsi
forma nemoci®®*® .

Nemoc je diagnostikovana stanovenim enzymové
aktivity a-L-fukosidasy v moci, leukocytech, fibroblastech
a piipadné dalSich tkéanich. V soucasné dobé je mozna
i prenatalni diagnostika. Dosud vSak neexistuje zZadn4 spe-
cificka terapie®.

6.2. Cysticka fibrosa

Cysticka fibrosa je nejcastéjsi smrtelné genetické
onemocnéni mezi bélochy. Pri¢inou tohoto onemocnéni je
poskozeni genu CFTR ( cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), ktery koduje transmembranovy
protein slouZici jako kanal pro piechod iontdi CI™ (cit.>").
Bylo identifikovano vice nez 900 moznych mutaci, které
byly rozdéleny do né¢kolika tiid podle efektu na expresi,
naslednou modifikaci a funkci proteinu3"32.

P1i poskozeni genu CFTR dochézi k naruseni vymény
chloridovych iontli, sodnych ionti a molekul vody
a v poskozenych organech vznika abnorméalng husty hlen®.
V plicich je znemoznéno dokonalé a rychlé odstraniovani
necistot a mikroorganismt a dochazi ke kolonizaci bakteri-
emi. Nejcastéji se jedna o bakterii Pseudomonas aerugino-
sa. Kolonizace je podporovdna i zvySenou koncentraci
sodiku a chloru v tekutiné na povrchu dychacich cest, ne-
bot’ dochazi k inaktivaci nékterych peptidd, u nichz byly
prokazany antimikrobialni vlastnosti®.

Pti cystické fibrose jsou ovSem zasaZeny i organy
traviciho traktu. Dochazi k omezeni prichodnosti slinivky
bfisni, ¢imZ je znemoznén piistup nékterych travicich en-
zymi do stiev. Ziviny proto ziistavaji nevyuZity, dochéazi
k negativnimu ovlivnéni rlstu pacientd, k ubytku na hmot-
nosti a k postupnému zhorSovani celkového stavu. Rizné
komplikace se ov§em mohou vyskytnout téméf ve vSech
télnich systémech a priibéh nemoci je u jednotlivych paci-
entt odlisny™.

U pacientl s cystickou fibrosou byly zjiStény zmény
v glykosylaci nékterych glykokonjugatl. Zaznamenana
byla zvy3ena fukosylace a/nebo snizena sialylace®'%. Zvy-
Seny vyskyt L-fukosylovych zbytkli mize byt nasledkem
snizené aktivity enzymu o-L-fukosidasy®>>.

Cysticka fibrosa patii v soucasné dobé mezi nelécitel-
né choroby, existuji vSak inhalacni a rehabilitacni terapie,
které napomdhaji zlepSeni kvality Zivota pacientl. I pies
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Obr. 3. Struktura tetrasachridu Sialyl Lewis X

nékolikrat denné opakovanou terapii se vSak onemocnéni
s vékem zhorSuje. Proto je v souCasné dobé provadéno
nékolik studii genové terapie, ktera by méla umoznit vlo-
zeni neposkozené DNA genu CFTR do bunék respiracniho
traktu. Jinym pfistupem k 1é¢eni této nemoci by mohla byt

aplikace metod plicni transplantace®®.

6.3. Revmaticka artritida

Revmaticka artritida je jedna z nejbéznéjSich forem
atritidy. Jedna se o pomérné bézné onemocnéni, které na-
pada celé télo a pii kterém dochazi k zanétim vnitini vrst-
vy kloubniho pouzdra. Pfi¢ina této nemoci nebyla jesté
pfesné zjiSténa, ale je zndmo, Ze jde o autoimunitni one-
mocnéni, kdy chybna funkce imunitniho systému vyusti
v napadeni vlastnich zdravych kloubnich tké&ni, vznika
zanét a muze dojit az k aplnému zniceni chrupavky kosti
pfipadné okolnich tkani. Priivodnimi znaky této nemoci
jsou bolesti a ztuhlost kloubti, zarudnuti a otoky™**°.

Analyzou vzorkd pacientd trpicich revmatickou
artritidou byl zjistén vztah mezi snizujicim se obsahem
L-fukosy v séru a dobou trvani nemoci, po¢tem napade-
nych kloubli a narusenim kosti. Obsah L-fukosy v séru
miize tedy byt indikatorem postupu nemoci’.
6.4. Nadorovd onemocnéni

Zmeény ve fukosylaci molekul, jako jsou oligosachari-

dy, glykoproteiny a glykolipidy, byly zjiStény ve tkénich
pacientt trpicich rakovinovymi onemocn&nimi®®. Tento
jev souvisi s aktivitou fukosyltransferasy, jejiz n¢kolikana-
sobné zvysSena aktivita byla detegovana v séru pacientil
s malignim ¢i metastatickym nddorovym onemocnénim.
Mimo to bylo ovéfeno, Ze v moci pacientl s diagnos-
tikovanou rakovinou je vyrazné vyssi hladina volné
L-fukosy neZ u kontrolnich vzorki®. Tim se naskytd moz-
nost vyuzivat stanoveni fukosyltransferasové aktivity
k predikci a véasné diagnostice nadorovych onemocnéni'?.

Béhem studia nadorovych onemocnéni bylo zjisténo,
ze ne vSechny nadorové buiky jsou schopné metastatické-
ho Sifeni télem. Za toto Sifeni je ve skutecnosti zodpovéd-
né jen malé skupina bun€k a vyznamnou roli v tomto pro-
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cesu hraji glykokonjugaty na povrchu bunék, nebot se
ucastni adhesnich procest. Napf. byl na povrchu plicnich
bunék identifikovan protein vazici a-L-fukosu, u kterého
se predpoklada ucast na adhesi bunék Sificich se z mista
vzniku primarniho nadoru, nebot' na povrchu nékterych
nadorovych bun¢k byl prokazan vysoky obsah fukosy.
Intenzivné je nyni studovdna moZnost zamezeni metasta-
tického Sifeni aplikaci specifickych cukri a glykokonjuga-
th. V Gvahu pfichdzi mimo jiné i L-fukosa nebo fukoidan.
Jejich ucinkem by mélo dojit k zablokovani proteint vazi-
cich fukosu pro interakci s nadorovymi buitkami’. Ce-
lou situaci ovSem opét komplikuje finanéni stranka veé-
ci. L-Fukosa patfi v souasné dob€ mezi pomérn€ drahé
chemikalie a stejné tak vyroba rtiznych derivatii obsahuji-
cich fukosu neni zatim dokonale vyfeSena. Tim se opét
potvrzuje vyznam testovani ruznych zpasobu ziskavani
fukosy a jejich slougenin®,

6.5. Zanéty

V zanétlivych procesech hraje dilezitou roli tetrasa-
charid Sialyl Lewis X (SLeX). Jde o komplexni molekulu
vyskytujici se na povrchu leukocytl, sloZzenou ze étyft spe-
cificky k sob& vazanych sacharidi — sialové kyseliny, D-
galaktosy, N-acetyl-D-glukosaminu a L-fukosy (obr. 3). Na
tento antigen se vaze specificky protein selektin, ktery je
pfi poruseni tkané produkovan na povrchu cév jako signal
o poskozeni. Dochézi k expanzi cév a k pfechodu bilych
krvinek do mista poruSeni tkané. Stejny mechanismus
komplikuje naptfiklad operace zahrnujici transplantace
organtl, nebot’ velké mnozstvi bilych krvinek je schopno
zni¢it i nové implantovany zdravy orgin. ReSenim by
mohla byt aplikace SLeX do krevniho fecisté, ¢imz by se
zablokovala moznost vazby selektinu na SLeX bilych krvi-
nek a tedy se skryl signal o poruSeni tkané. Stejné tak se
predpoklada, ze aplikace struktur podobnych SLeX by
mohla byt uZzitecnda pii 1é€b€ nadorh Sificich se metastatic-
ky. Chemicka syntéza této slouceniny je velmi nakladna,
v soucasnosti jiz ale byly vyvinuty i méné finan¢né naro¢-
né enzymové zpiisoby piipravy’.
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6.6. Syndrom LAD

Jako syndrom LAD (leukocyte adhesion deficiency)
je oznaCovana vzacna metabolicka choroba, pfi které do-
chazi k poruchdm produkce proteinu CD18, ktery je ne-
zbytny pro migraci bilych krvinek do mista poranéni ¢i
infekce. Porucha produkce se miize projevit bud’ jako ne-
dostatecné mnozstvi aktivniho proteinu nebo jako vznik
proteinu defektniho. I u této chorobygt;zla zjisténa snizena

fukosylace nékterych glykokonjugati™.

7. Zavér

Fukosidasy i samotna L-fukosa maji v zivych organis-
mech svou nezastupitelnou roli. Ugastni se mnoha diilezi-
tych procesii nezbytnych pro spravnou funkci organismu
a jejich nedostatek miize byt pfi¢inou nékterych zdvaznych
onemocnéni. Mnoho otazek tykajicich se fukosidas a gly-
kokonjugatli obsahujicich L-fukosu zlstava jesté stale ne-
zodpovézenych. Neni vyfesen piesny mechanismus puaso-
beni jednotlivych enzymi a nejsou vétSinou zndmy amino-
kyseliny ucastnici se katalytické reakce v aktivnim centru.
Z toho divodu je dllezity i vyvoj potencidlnich substrath
a inhibitort fukosidas. Ani vliv jednotlivych glykokonju-
gatl na lidsky organismus neni podrobn€ prozkoumén,
nehledé na to, Ze chemicka i enzymova syntéza novych
strukturnich typ nabizi nepfeberné mnozstvi sloucenin
potencialné vyuzitelnych v 1ééebnych terapiich. Snaha
o poznani by ovSem neméla byt zaméfovana pouze na
lidskou a-L-fukosidasu a na glykokonjugaty obsahujici
L-fukosu, ale i na enzymy a slouceniny prokaryotni, kva-
sinkové a rostlinné. Jejich specifické vlastnosti by totiz
mohly byt uzite€né pii syntéze rliznych sacharidovych
struktur a pfi vyvoji novych 1éebnych postupi.
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gates. The deficiency of the enzyme causes some incurable
diseases, such as fucosidosis. Fucose-containing glycocon-
jugates are essential, as they are involved in several proc-
esses such as inflammation, reproduction, cell-cell interac-
tion, signal transduction, growth regulation, and ligand-
receptor interaction. The knowledge of fucosidase (its
active site and catalytic mechanisms) and of fucose-
containing glycoconjugates is not yet complete. At present,
some uncomplicated methods for synthesis of fucose and
fucose-containing glycoconjugates are sought, as the com-
pounds can find some applications in therapy of severe
diseases, such as cancer. For the synthesis of fucose-
containing glycoconjugates, fucosidases with the ability to
catalyze transglycosylation reaction can be used.
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1. Uvod

Ptirodni antioxidanty pfitomné v potravinach a dal§im
biologickém materidlu vyvolaly zna¢ny z4jem kvuli svym
potencialnim nutri¢nim a terapeutickym ucinkdm. Antioxi-
danty podle své chemické struktury mohou byt rozdéleny
na polyfenoly (flavonoidy, anthokyany, fenolkarboxylové
kyseliny a kumariny), karotenoidy (karoteny — prekursory
vitaminu A a xanthofyly) a tokoferoly (vitamin E). Silnou
antioxidacni aktivitu ma také L-askorbova Kkyselina
(vitamin C) a selen. Antioxidanty mohou zachycovat radi-
kaly dfive, nez mohou Skodit a mohou branit rozsifeni
oxida¢nimu poskozeni. Bylo zjiSténo, Ze antioxidanty zpo-
maluji, blokuji nebo zabrafuji oxidacnim zménam latek
v lidském téle a bunkach. Polyfenolické slouceniny, zvl.
flavonoidy, jsou u¢innymi antioxidanty' diky své schop-
nosti zachytavat volné radikaly mastnych kyselin a reak-
tivnich forem kysliku® ™. Obsah antioxidantii v potravinach
zpomaluje ve zna¢né mife atherosklerotické procesy, inhi-
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buje akumulaci cholesterolu v krevnim séru a zvySuje re-
zistenci cévnich stén proti jejich lamavosti. Mnohé antio-
xidanty sniZuji riziko onemocnéni korondrnich cév tim, ze
zachycuji a neutralizuji volné radikaly. Hlavnimi antioxi-
danty brambor jsou polyfenoly, L-askorbova kyselina,
karotenoidy, tokoferoly, a-lipoova kyselina a selen. Zele-
nina, ovoce a zemeédeélské plodiny predstavuji v lidské
vyzivé vyznamny zdroj antioxidantl jak pii pfimé konzu-
maci, tak i ve formé zeleninovych a ovocnych $tav. Juste-
sen a spol.” odhadl denni pfijem flavonoidii na 26 mg na
osobu.

2. Brambory - vyznamny zdroj antioxidanti
v lidské vyzivé

Jednim z nejbohatSich zdroji antioxidantl v lidské
vyZivé jsou bramborové hlizy (Solanum tuberosum L.)°.
Hlizy brambor v lidské vyzivé vzhledem ke konzumované-
mu mnoZstvi predstavuji vyznamny zdroj antioxidanti’,
napf. spolu s ovocem a zeleninou zajist'uji denni piijem asi
64 mg polyfenoll na osobu v USA a zaujimaji druhé misto
v ptisunu antioxidantti za rajéaty®. Z antioxidantt jsou
nejbohatsi na polyfenoly (1226-4405 mg kg™') a L-askor-
bovou kyselinu (170-990 mg kg™"). Z ostatnich latek typu
antioxidantl jsou v bramborach zastoupeny karotenoidy
(az 4 mgkg™), a-tokoferol (0,5-2,8 mgkg™) a v mensi
mife selen (0,01 mgkg™") a a-lipoova kyselina. Hlizy
brambor obsahuji sekundarni metabolity — polyfenolické
slouceniny, které jsou substraty reakci enzymového hnéd-
nuti bramborovych hliz, objevujiciho se pfi jejich loupani
a krajeni a které je umoznéno pusobenim polyfenoloxi-
das’. Aminokyselina L-tyrosin (1-2.10~ mol I"") a chloro-
genova kyselina (2-6.10~* mol I'")'® piedstavuji dominant-
ni slozky bramborovych hliz''? obsahujici v molekulach

C‘:OOH
HoN— CH
?OOH
ﬁH
OH CH
COOH Ltyrosm
OH
OC—CH CH OH OH

chlorogenova kyselina kavova kyselina

Obr. 1. Hlavni fenolické kyseliny brambor
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fenolické hydroxyskupiny (obr. 1). Z téchto latek nejvice
zastoupenou slouceninou je v bramborovych hlizach ami-
nokyselina L-tyrosin (770-3900 mgkg™') a dale to jsou
kavova kyselina (280 mgkg ™), skopolin (98 mgkg™),
chlorogenova kyselina (22-71 mg kg™"), ferulové kyselina
(28 mg kg™") a kryptochlorogenové kyselina (11 mg kg™")
— systematické nazvy jsou uvedeny v tab. II. Kavova kyse-
lina mize byt produktem hydrolyzy chlorogenové kyseli-
ny; vykazuje silnou antioxidacni aktivitu stejné jako i dalsi
hydroxyskoficové kyseliny obsazené v hlizich brambor'.
Yamamoto a spol.'* nalezli kavovou kyselinu v jedlych
gastech brambor v mnozstvich 0,2-3,2 mgkg™' a obsah
celkovych polyfenolii byl 422-834 mg kg™'. Slupky obsa-
hovaly dvojnasobné mnoZstvi té€chto latek. N&které polyfe-
noly jsou zastoupeny pouze v mensich mnozstvich, napf.
neochlorogenova kyselina (7 mg kg ™), p-kumarova kyseli-
na (4 mg kg™"), sinapové kyselina (3 mg kg™') nebo kyseli-
na isochlorogenova a (3 mg kg™'). Pouze v malych mnoz-
stvich byly nalezeny kyselina isochlorogenova b, skopole-
tin a trans-feruloylputrescin. Negrel a spol." zjistili vyskyt
amida ferulové kyseliny (feruloyltyraminu a feruloylokto-
paminu) ve vzorcich s vyS$im obsahem suberinu v pos-
kozeném peridermu bramborovych hliz. 'V celé rostling
brambor byly identifikovany glykosidy delfinidinu (3-O-ru-
tinosid), kvercetinu (3-O-glukosid nebo rutinosid), kemfero-
lu (3-O-(glukosylglukosid)-7-O-rhamnosid, 3-O-triglukosid-
-7-O-rhamnosid) a petunidinu (3-O-rutinosid). Z volnych
fenolickych latek byl v bramborach identifikovan (2R,3S)-
-katechin'®. Laerke a spol.'” prokazali u odrid Dali a Oleva,
ze nachylnost k ¢ernym skvrnam u bramborovych hliz ne-
miize byt davana do relace s polyfenoloxidasovou aktivitou
a koncentraci fenoli v bramborovych hlizach. Sekundarni
struktura polyfenoloxidasy brambor s ¢ervenou duzninou
(molekulova hmotnost 40 kDa) je v posledni dob¢ inten-
zivné studovana a Jang a Song'® prokazali, Ze obsahuje
35 % oa-helixu, 30 % B-struktury a 35 % nepravidelné spi-

raly.

fenol

OH
OH

monofenolmonooxygenasa
(EC1.14.18.1.)
pyrokatechol
(0]

OH o,

OH _—>
difenoloxidasa
(EC 1.10.3.1) +

pyrokatechol 1,2-benzochinon
CH,OH
CH,OH
OH

dehydroaskorbatreduktasa (e}
(EC1.8

o
H,0

HO OH

L-dehydroaskorbova

L-askorbova kyselina )
kyselina

Obr. 2. Antioxidaéni vztah mezi L-askorbovou Kyselinou
a polyfenoly
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Obr. 3. Hlavni karotenoidy brambor

L-Askorbovéd kyselina (AK) je hlavnim pfirodnim
inhibitorem enzymového hn&dnuti brambor'’. Redukuje
primérni produkty oxidace, o-chinony zpét na o-difenoly
a sama je kvantitativn€ oxidovana na dehydroaskorbovou
kyselinu (obr. 2). L-Askorbova kyselina také inhibuje
bramborovou polyfenoloxidasu (PPO) pfimo blokovanim
atomu meédi v aktivnim centru enzymu. L-Askorbova kyse-
lina obsazend v hlizach pfitahuje pozornost vzhledem ke
svému obsahu v bramborach a podilu konzumovanych
brambor v lidské vyzivé jako dulezity zdroj vitaminu C.
Brambory jsou velmi bohaté na L-askorbovou kyselinu® -
obsahuji 170-990 mg kg™. Dokonce i ve vatenych hlizach
brambor zdstdva primérné 130 mg askorbové kyseliny
v kilogramu a v bramborach pecenych v mikrovinné trou-
b& 151 mg v kilogramu®'. Obsah L-askorbové kyseliny je
ovlivnén spoustou vnéjSich i vnitfnich faktorti, jako jsou
odrida, rok péstovani, zplsob péstovani, podminky pro-
stiedi, stupeni zralosti hliz a skladovaci podminky” ™.
Dipierro a de Leonardis® sledovali zmény v aktivité enzy-
mil askorbat-glutathionového antioxida¢niho systému bé-
hem skladovani hliz brambor po 40 tydni pii 3 °C a 9 °C
ve vztahu k peroxidaci lipidii. Obsah L-askorbové kyseliny
v hlizach se béhem skladovani snizoval pfi obou sledova-
nych teplotach. Obsah dehydroaskorbové kyseliny dosahl
maxima po asi 8 tydnech a byl vyznamné vyssi u hliz skla-
dovanych pfi 3 °C. Reduktasa volnych askorbatovych radi-
kald, dehydroaskorbatreduktasa a glutathionreduktasa,
enzymy zuCastnéné v procesu regenerace L-askorbové
kyseliny, nebyly ovlivnény teplotou a zlstaly zcela nezmé-
nény v prubéhu skladovani. Je mozné dojit k zavéru, ze
askorbatovy systém se podili na zachycovani volnych radi-
kalti odpovédnych za peroxidaci lipidli pfinejmenSim pfi
nizkych teplotach a v prvnim obdobi skladovani.

Také karotenoidy jsou UCinnymi antioxidanty
v antioxidatnim systému®'=*. V bramborech jsou zastou-
peny primémé v mnozstvi 4 mg kg™. Mader, Vodicko-
va*** stanovili celkovy obsah karotenoidii v 35 Geskych
odrtidach brambor v rozmezi 0,16 az 6,36 mg kg™ a pri-
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mémou hodnotu 1,94 mg kg™. van Dokkum a spol.*
(1990) uvadgji primérnou hodnotu 0,75 mg kg™. Podle
Dukeho® nejvice zastoupené jsou B-karoten (I mg kg™)
a jeho 5,6-monoepoxid (obr. 3). AvSak Ong a Tee®’ (1992)
nalezli jako nejvice zastoupeny lutein (0,13-0,60 mg kg™)
a B-karoten (0,03-0,40 mg kg™). Granado a spol.”® stano-
vili u ranych odrid jako hlavni slozky lutein (0,12 mg kg™),
zeaxanthin (0,04 mg kg™) a B-karoten (0,01 mg kg™).
Také Heinonen a spol.”” nalezli jako hlavni karotenoidy
lutein a zeaxanthin (0,13-0,60 mg kg™) a P-karoten
(0,032-0,077 mg kg ™). Vyssi obsah téchto karotenoidi byl
nalezen ve starSich brambordch po skladovani (v bfeznu)
ve srovnani s novymi hlizami (v srpnu), coz muze byt
vysvétleno zménami v obsahu vody. Ostatni karotenoidy
byly obsazeny pouze v menSim mnozstvi. Mezi nimi byly
nalezeny o-karoten, 5,6-monoepoxid cis-antheraxanthinu,
cis-neoxanthin, cis-violaxanthin, kryptoxanthin, 5,6-di-
epoxid kryptoxanthinu a lykopen*®*'. Miiller** nalezl celko-
vy obsah karotenoidii v hlizach brambor 4,5 mg kg™ — toto
mnozstvi bylo tvofeno violaxanthinem (1,8 mg kg™), anthe-
raxanthinem (5,6-epoxidem zeaxanthinu, 1,3 mg kg™), lutei-
nem (1,0 mg kg™), zeaxanthinem (0,16 mg kg™), neoxan-
thinem (0,14 mg kg™), B-karotenem (0,05 mg kg™) a B-
kryptoxanthinem (0,03 mg kg™). Jak zjistili Mader a Vo-
digkova®* (1996, 1998), celkovy obsah karotenoidi je
vysoce zavisly na dané odriid¢ (nejvyssi obsahy byly nale-
zeny u odrud Agria, Lipta, Albina, Svatava, Zlata, Korela,
Tara, Nikola, Lukava a Karin). Obsah karotenoidu je silné
ovlivnén roc¢nikem, pfi¢emz polorané¢ odrudy jsou vice
zavislé na klimatickych podminkach ve srovnani s ranymi
odridami. Jako dominantni identifikovali lutein a zeaxan-
thin (42-66 % plochy piku), v menSim mnozstvi byl za-
stoupen B-karoten (1,1-3 %).

Hlizy brambor jsou také bohaté na a-tokoferol
(0,5-2,8 mg kg™)* a obsahuji i dostate¢né mnozstvi sele-
nu (0,01 mg kg™"). Djujic a spol.** stanovili primé&rny den-
ni piijem selenu jako 29,72 mg denné a ptispévek zeleniny
a brambor z celkového mnozstvi byl 6,5 %. DalSim antioxi-
dantem v bramborovych hlizach typu vitaminu je a-lipoova
kyselina, zndma jako riistovy faktor brambor. Uvniti' bunc¢k
je a-lipoova kyselina snadno redukovana na dihydrolipoo-
vou kyselinu, ktera likviduje Skodlivé superoxidové, hyd-
roperoxylové a hydroxylové radikaly™.

3. Anthokyanova barviva v barevnych hlizach
brambor

Anthokyany jak v Cerstvém, tak i zpracovaném ovoci
a zelening zlepsuji jejich celkovy vzhled a také ptispivaji
ke zdravi konzumentt*’. Dilezitou vlastnosti téchto bar-
viv je, Ze v dieté piedstavuji u¢inné antioxidanty*”*
jichz denni pifjem je odhadovan na 180 mg na osobu®.
Jsou hlavné obsazeny v ¢ervené a modie zbarvenych odru-
dach brambor ve slupkach a duzniné bramborovych hliz
a chrani lidsky organismus proti oxidantim, volnym radi-
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R'=0OCH,, R?=OH  petunidin
R'=R?=0CH, malvidin

Obr. 4. Anthokyanové aglykony brambor

kalim a vy$§im hladinam LDL cholesterolu®. Pfirodni
variace kultivovanych brambor zahrnuje typy, které jsou
Cervené¢ a modie zbarveny diky pfitomnosti anthokyand
(struktura aglykont je uvedena na obr. 4) ve slupce nebo
duzning”’. Cerven& zbarvené bramborové hlizy (slupky
a duznina) obsahuji glykosidy pelargonidinu, napt. 3-O-(p-
-kumaroylrutinosid)-5-O-glukosid ~ (200-2000 mg kg™
Cerstvé hmoty), v menSim mnoZstvi glykosidy peonidinu,
napf. 3-O-(p-kumaroylrutinosid)-5-O-glukosid (20-200
mg kg™' Gerstvé hmoty)’'. Modfe zbarvené hlizy obsahuji
podobné koncentrace 3-O-(p-kumaroylrutinosid)-5-O-
-glukosidu petunidinu a mnohem vy$si mnozstvi 3-O-(p-
-kumaroylrutinosid)-5-O-glukosidu malvidinu (2000 az
5000 mgkg ™' &erstvé hmoty). Brown a spol.”” stanovili
celkovy obsah anthokyani vrozmezi 69-350 mg
v kilogramu Cerstvé hmoty u brambor s ¢ervenou duzninou
a 55-171 mg u modfe zbarvenych klond. Acylovana barvi-
va tvoii vice nez 98 % celkového obsahu anthokyant
brambor. Jednotlivé glykosidy se 1isi typem kyseliny, ktera
se zucastni acylace, napt. kavova kyselina je soucasti 3-O-
-{6-0-[4-0-(3,4-dihydroxycinnamoyl)-a.-L-rhamnopyrano-

syl]-B-glukopyranosid}-5-O-B-glukopyranosidu peonidinu
(10 % obsahu anthokyantl) a petunidinu (6 %). Naito
a spol.> zjistili, ze acylované glykosidy pelargonidinu jsou

R1
o
Ho N OH
H OH — 8 "
HO A% 6
HON\ U
H OHy

Obr. 5. Struktura anthokyanovych glykosidii ¢ervené a modie
zbarvenych brambor
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Tabulka I
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Anthokyanové glykosidy ¢erven¢ aZ modre zbarvenych brambor

R R’ R Anthokyanovy glykosid

H H H 3-0-{6-0-[4-O-((E)-p-kumaroyl)-a-L-rhamnopyranosyl]-p-D-gluko-
pyranosid}-5-O-B-D-glukopyranosid pelargonidinu
peonarin

OCH; H H 3-0-{6-0-[4-O-((E)-p-kumaroyl)-o.-L-thamnopyranosyl]-B-D-gluko-
pyranosid}-5-O-p-D-glukopyranosid peonidinu

OCH; H OH 3-0-{6-0-[4-0-((E)-3,4-dihydroxycinnamoyl)-a-L-rhamnopyranosyl]-B-D-
-glukopyranosid}-5-O-B-D-glukopyranosid peonidinu
petanin

OCH; OH H 3-0-{6-0-[4-O-((E)-p-kumaroyl-o.-L-rhamnopyranosyl]-B-D-gluko-
pyranosid}-5-O-p-D-glukopyranosid petunidinu
3-0-{6-0-[4-O-((E)-3,4-dihydroxycinnamoyl)-a.-L-rhamnopyranosyl]-f3-D-

OCH; OH OH -glukopyranosid}-5-O-B-D-glukopyranosid petunidinu

OCH; OH OCH3 3-0-{6-0-[4-O-((E)-feruloyl-o-L-rhamnopyranosyl]-B-D-glukopyranosid} -
-5-0-B-D-glukopyranosid petunidinu

OCHj; OCHj; H 3-0-{6-0-[4-O-((E)-p-kumaroyl)-o-L-rhamnopyranosyl]-B-D-gluko-
pyranosid}-5-O-B-D-glukopyranosid malvidinu

OCH3; OCH; OCH; 3-0-{6-0-[4-O-((E)-feruloyl-a-L-rhamnopyranosyl]-B-D-glukopyranosid} -

-5-0-B-D-glukopyranosid malvidinu

charakteristické pro cervené brambory. Hlavni barvivo
bylo identifikovano jako 3-O-{6-O-[4-O-((E)-p-kumaro-
yl)-o-L-rhamnopyranosyl]-B-D-glukopyranosid } -5-O-p3-D-
-glukopyranosid pelargonidinu a jako minoritni barvivo 3-
-0-{6-0-[4-O-((E)-feruloyl)-a-L-rhamnopyranosyl]-p-D-
-glukopyranosid}-5-O-B-D-glukopyranosid pelargonidinu.
V ostatnich glykosidech je vézanid p-kumarova kyselina,
napt. v peonarinu (25 %) a petaninu (37 %). Stejné antho-
kyany, av8ak v jinych pomeérech, jsou obsazeny v hlizach
brambor s modrou duzninou. Dalsi acylujici kyselinou je
ferulova kyselina, napf. v modré odridé Congo jsou pii-
tomny 3-O-[6-O-(4-O-feruloyl-o-L-rhamnopyranosyl)-3-
-D-glukopyranosid]-5-O-glukopyranosidy petunidinu a mal-
vidinu. Obsah anthokyanil je odhadovan na 20-400 mg kg™
erstvé hmotnosti hliz>. V &ervenych odriidach 3-O-
-rutinosid-5-O-glukosid pelargonidinu acylovany p-kuma-
rovou kyselinou piedstavuje asi 70 % z celkového obsahu
anthokyani. Cerveng zbarvené brambory obsahuji prevaz-
né¢ 80 % acylovanych glykosidi pelargonidinu, zatimco
brambory s modrou duzninou obsahuji kromé téchto gly-
kosidi navic acylované glykosidy petunidinu v poméru 2:1
(cit.*®). Struktury hlavnich anthokyanovych glykosidi jsou
uvedeny v obr. 5 a tab. I. Glykosidy peonidinu, petunidinu
a malvidinu jsou hlavni anthokyanové glykosidy, které
pfispivaji k antioxida¢nim vlastnostem hliz brambor.

4. Antioxidaéni aktivita anthokyani brambor

Antioxidacni aktivita anthokyand je kromé jinych
vlastnosti ur€ovana poctem volnych fenolickych hydro-
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xyskupin v molekule, takze petunidin mé vyssi antioxidac-
ni Gcinek ve srovnani s malvidinem, peonidinem ¢i pelar-
gonidinem. Celkova antioxida¢ni aktivita brambor zpliso-
bena polyfenoly je urCena jak obsahem anthokyanut, tak
i obsahem fenolickych kyselin, zvlast¢ isomery chloroge-
novych kyselin®***. Acylace anthokyanii brambor skofico-
vymi kyselinami posunuje jejich zabarveni do modrého
odstinu a z velké ¢asti zvysuje jejich celkovou antioxidac-
ni ucinnost. Naopak glykosylace v poloze 5 snizuje anti-
oxidacni aktivitu a rovnéZ tak i substituce v poloze 3. Anti-
oxidacni vlastnosti pfirodnich extrakti jsou mnohem vyssi
ve srovnani s Cistymi individualnimi latkami; tento jev
potvrzuje jejich synergické pisobeni’®*’ ve smésich antho-
kyanid obsazenych v bramborovych hlizach. Zbarvené
brambory vykazuji dvakrat az tfikrat vyssi antioxidacni
potencial ve srovnani s bramborami s bilou duzninou®.
Vzhledem k této skute¢nosti brambory s vysokym obsa-
hem anthokyand mohou byt fazeny k zeleninam vykazuji-
cim vysokou antioxida¢ni Gcinnost, jako je napf. kapusta
nebo brokolice. Absorpce kyslikovych radikalt a redukce
zelezitych kationtl v hlizdch brambor s Cervené a modie
zbarvenou duzninou je né€kolikanasobné vyssi ve srovnani
s bilymi hlizami brambor. Brown a spol.** potvrdili méte-
nim antioxida¢ni aktivity (metodami ORAC a FRAP — viz
seznam zkratek), ze brambory s ¢ervenou nebo modrou
duZninou mély vyrazn€ vys§i antioxidacni aktivitu nez
brambory s bilou nebo zluté ¢i oranzové zbarvenou duzni-
nou, avSak bilé brambory rovné€Zz vykazuji antioxida¢ni
aktivitu v rozmezi 930-1380 troloxovych ekvivalentii na
kg Cerstvé hmoty. Brambory se tak nabizeji jako podstatny
zdroj antioxidantl, které pisobi blahodarnym zptisobem
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Tabulka II

Referaty

Trividlni a systematické nazvy vybranych latek obsaZenych v bramborach

Trivialni nazev Systematicky nazev

Ferulova kyselina
Chinova kyselina
Chlorogenové kyselina

3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)propenova kyselina
1,3,4,5-tetrahydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina
30-(3,4-dihydroxycinnamoyl)chinova kyselina, tj.

3-[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy]-1,4,5-trihydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina

Isochlorogenova kyselina a

30,40-bis(3,4-dihydroxycinnamoyl)chinova kyselina, tj.

3,4-bis[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy]-1,5-dihydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina

Isochlorogenova kyselina »

30,50-bis(3,4-dihydroxycinnamoyl)chinova kyselina, tj.

3,5-bis[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy]-1,4-dihydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina

Kavova kyselina
Kryptochlorogenova kyselina

3-(3,4-dihydroxyfenyl)propenova kyselina
40-(3,4-dihydroxycinnamoyl)chinova kyselina, tj.

4-[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy] -1,3,5-trihydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina

Neochlorogenova kyselina

50-(3,4-dihydroxycinnamoyl)chinova kyselina, tj.

5-[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy] -1,4,5-trihydroxycyklohexan-1-karboxylové kyselina

Oktopamin
p-Kumarova kyselina
Sinapova kyselina
Skopoletin

Skopolin

Skoticova kyselina 3-fenylpropenové kyselina

Tyramin 4-(2-aminoethyl)fenol

4-(2-amino-1-hydroxyethyl)fenol
3-(4-hydroxyfenyl)propenova kyselina
3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)propenova kyselina
7-hydroxy-6-methoxy-2H-chromen-2-on
7-(B-D-glukopyranosyloxy)-6-methoxy-2 H-chromen-2-on

na kardiovaskularni choroby, zabrafuji uréitym typim
rakoviny a zpomaluji degeneraci sitnice*. Dieta bohata na
anthokyany a ostatni pfibuzné fenolické latky je spojovana
se snizenym vyskytem a zavaznosti nékterych druhd rako-
viny a srde¢nich onemocnéni®. Jak prokazali Harada
a spol.”’, acylace anthokyant hydroxyskoficovymi kyseli-
nami je zv1aste piizniva pro absorpci anthokyant a vyuZiti
jejich antioxidaénich u¢ink.

5. Vyznam antioxidanti brambor

Bramborové hlizy zpracované v ruznych formach
jako jsou smaZené hranolky, lupinky, ¢i ve formé& brambo-
rové kase nebo pecenych brambor, jsou velmi bohaté na
vlakninu snizujici obsah cholesterolu a draslik, ktery udr-
zuje elektrolytickou rovnovahu stejné jako normalni funk-
ci srdce a krevni tlak. Jsou také bohaté obsahem antioxi-
dantli, zvlasté polyfenoli a L-askorbové kyseliny. Tyto
latky jsou prevazné€ rozpustné ve vodé. Na druhé strané
hlizy brambor obsahuji také lipofilni antioxidanty jako
jsou karotenoidy, tokoferoly a a-lipoové kyselina. Antio-
jejich synergickému ucinku, tj. vzdjemnému zvySova-
ni aéinku. Polyfenolické slouceniny chrani vitamin C
a B-karoten, které na druhé strané¢ mohou pomdhat funk-
cim vitaminu E (cit.*®). Krom& L-tyrosinu jsou v brambo-
rach nejvice zastoupeny hydroxyskoficové kyseliny
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(chlorogenova, neochlorogenova, kavova, ferulova), které
predstavuji silné antioxidanty a mohou zastavit rist nékte-
rych rakovinnych bun&k®. Flavonoidy jsou schopné za-
chycovat a neutralizovat ptebytecné volné radikaly v mno-
hych tkénich a plisobit synergicky s antioxida¢nimi vitami-
ny C a E (cit.’"). N&které flavonoidy jsou schopné vézat
kovové ionty a zabranit jejich katalytickému pilisobeni
vtéle a jsou schopné regulovat aktivitu antioxidacnich
enzymt, superoxiddismutasy (SOD) a glutathionperoxida-
sy (GPX). Zvysuji GCinky L-askorbové kyseliny. Antho-
kyaniny pisobi jako antioxidanty na lidsky lipoprotein
o nizké hustoté a na systémy lecithin-liposom®. Také
L-askorbové kyselina mtize mit za urcitych okolnosti anti-
oxidaéni G¢inky. MiZe pusobit jako lapa¢ kysliku, jako
donor vodiku pro fenolické slouCeniny a jako synergickd
latka pro nékteré antioxidanty. L-Askorbova kyselina redu-
kuje nékteré ionty kovli a umoziuje jim plisobit ucinnéji
jako prooxidanty. B-Karoten, jeden z hlavnich karotent
bramborovych hliz, se vyznacuje jednim z nejvyssich anti-
oxida¢nich G¢inkd karotenoidd. a-Lipoova kyselina rege-
neruje jiné antioxidanty jako jsou vitaminy C a E a gluta-
thion a prodluzuje jejich existenci v organismu. Dihydroli-
poova kyselina recykluje vitamin E diky synergické reakci
s L-askorbovou kyselinou. B-Karoten neni aktivni
pfi recyklaci vitaminu E, ale mé4 schopnost chranit se sdm
proti oxidaéni destrukci®. Karotenoidy jsou specifické pro
ochranu uréité tkang®'. Celkové jsou ochranné aginky vys-
§i, jsou-li ve slozité smési obsazeny vSechny karotenoidy.
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Karoteny také zvySuji imunitni odpoveéd’ a chrani bunky
pokozky proti UV zéafeni. Selen pilisobi spolecné
s vitaminem E v buné¢ném antioxida¢nim obranném systé-
mu tak, Ze zastavuje reakce volnych radikall, které mohou
poskodit bunécné struktury.

6. Slechténi novych odriad brambor s ¢ervené
a modre zbarvenymi hlizami

Vzhledem ke skutecnosti, Ze antioxida¢ni kapacita
cervené nebo modie zbarvenych brambor je 2-3% vyssi ve
srovnani s bramborami s bilou/zlutou duzninou, mohly by
tyto brambory zvysit piijem antioxidanti v lidské vyzive.
To je také diivodem, pro¢ se Usili $lechtitelt zaméfuje na
Slechténi téchto fenotypti brambor, které mohou zahrnovat
nasledujici varianty: modra slupka a duznina, modra slup-
ka s ¢astecné modrou (mramorovanou) duzninou, ¢ervena
slupka s Cervenou duZninou a Cervend slupka s Castené
zbarvenou (mramorovanou) duzninou. Syntéza anthokya-
novych barviv v bramborach je zalozena na aktivit¢ di-
hydroflavonol-4-reduktasy, ktera katalyzuje redukci dihyd-
rokemferolu na leukopelargonidin. Bramborovy R lokus,
tj. misto specialniho genu R na chromosomu, je zaklad-
nim kédujicim faktorem pro dihydroflavonol-4-reduktasu,
potiebnou pti vzniku Cervenych barviv brambor zaloze-
nych na pelargonidinu. Tento R-lokus je pfitomny ve
viech erven& zbarvenych hlizach®, zatimco u hliz s bilou
duzninou chybi. R-lokus byl vyslechtén béhem domestika-
ce brambor®®. Podobné jako je R-lokus nezbytny pro
tvorbu Cervenych anthokyanti na bazi pelargonidinu, byly
charakterizovany i P-lokus, nezbytny pro tvorbu modrych
anthokyanti na bazi delfinidinu a I-lokus nezbytny pro
tkafiovou specifickou expresi ve slupkach hliz®’. Zvlas-
t¢ P-lokus je nezbytny pro kodovani flavonoid-3°,5’-
-hydroxylasy s nésledujici tvorbou modrych anthokyani,
jak prokazali Jung a spol.®® u odriidy brambor s &ervenou
slupkou Désirée. V soucasné dobé bylo vyslechténo mno-
ho zbarvenych odrud, napt. Norland, Red Norland, Dark
Red Norland, Congo, Blaue Hindelbank, All Blue, Red
Pearl, Purple Peruvian, Russet Norkotah, Cranberry Red
adal§i®. Klony s ¢ervené a modie zbarvenou duzninou
maji Casto stejné zbarvenou slupku a tvorba téchto barviv
je pravdépodobné Fizena vice geny*””’. Procento dédi¢nos-
ti potomkt s Cervené zbarvenou duzninou je u kiizenci
Cervena x Cervena 14,5 % a 4,1 % u kiizencd Cervena X
bila. Exprese DNA kodujici dihydroflavonol-4-reduktasu
muze zvysit tvorbu pelargonidinu az 4x. Béhem vyvoje
barevnych hliz zistava obsah anthokyand vice méné kon-
stantni, pouze u mén¢ zbarvenych odriid se zvySuje do
uritého definovaného maxima. Béhem vyvoje téchto hliz
byly pozorovany zmény v obsahu anthokyanti a zabarveni
hliz Hungem a spol.”® nebo Fossenem a Andersenem’'.
Lze tedy konstatovat, ze béhem vyvoje hliz jsou syntetizo-
vany anthokyany a déleni bun€k a narist pfispivaji potom
k poklesu zbarveni a koncentrace anthokyani.
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7. Role anthokyanii v bramborach a jejich
potravinarské a nepotravinarské pouziti

Anthokyany obsazené v ¢ervenych a modrych bram-
borach maji antioxidaéni vlastnosti, ale mohou také bloko-
vat bramborovou plisen diky jejich fungicidnim vlastnos-
tem. Cervené a modré odriidy brambor maji trvalou re-
zistenci, ktera zabranuje proniknuti plisné do podzemnich
Casti brambor. Také nékolik dalSich abiotickych streso-
vych faktorti (poranéni, pusobeni ultrafialového zatreni)
a ucinek methyl-jasmonatu nebo ethylenu byly sledovany
vzhledem k jejich schopnosti indukovat akumulaci fenolic-
kych sloucenin a antioxida¢ni kapacity v bramborach
s cervenou duzninou. Poranéni mélo za nasledek zvyseni
obsahu celkovych fenolti 0 60 % a soucasné 85% zvySeni
antioxida¢ni aktivity”>. Lukaszewicz a spol.”* na piikladu
hliz transgennich brambor se zvySenym obsahem flavonoi-
did a anthokyani prokazali zlepSenou antioxidacéni aktivitu;
stejna zavislost byla prokazana i pro chlorogenovou kyse-
linu”. Reyes a spol.” potvrdili, Ze b&hem zrani hliz Gerve-
nych a modrych brambor roste hmotnost a vynos hliz,
avSak obsah anthokyant a dalSich fenolickych latek se
snizuje. Delsi dny a nizsi teploty byly pro tvorbu antho-
kyani a fenolickych latek pfiznivé (jejich obsah za téchto
podminek byl 1,5-2,5x% vyssi). Hlavnim cilem $lechtitelt
a producent pfi Slechténi a vybéru odrad s vysokym obsa-
hem anthokyant a pfi stanoveni vhodnych podminek ristu
pro zvyseni vytézkl ptirodniho barviva — anthokyanii je
ziskat Cervené a modré brambory s vysokym obsahem
anthokyantli a vysokou antioxidacni aktivitou pro potravi-
narsky primysl a pouzit tyto brambory jako potravinové
piisady”’. Nekteré tyto specialni brambory byly hodnoce-
ny velmi pozitivné, napt. odrudy s ¢ervenou duzninou All
Blue a Mc Intosh Black nebo odriida Alaska Sweetheart’.
V posledni dob¢ jsou brambory s ¢ervené a modie zbarve-
nou duZninou intenzivné studovany jako zdroj anthokya-
novych pfirodnich barviv pro potravinafské i nepotravinai-
ské tcely”’. Singh a Rajini’® prokazali znaénou antioxi-
dacni ucinnost prasku vyrobené¢ho ze slupek brambor,
stejné tak i1 schopnost potladit aktivitu superoxidll. Vzhle-
dem k tomu, Ze bramborové slupky jsou vyhazovany jako
odpad a nejsou efektivné vyuZivany, naznacuji tyto vy-
sledky, ze by mohly byt efektivné vyuzity jako slozka
funkénich potravin. Ur-Rehman a spol.” doporucuji prida-
vat extrakt ze slupek brambor do olejt, tukli a ostatnich
potravinaiskych produkti jako pfirodni antioxidant
k potladeni oxidace lipidd. Acylace anthokyanovych gly-
kosidd brambor hydroxyskoficovymi kyselinami pfispiva
k jejich znaéné stabilité.

8. Zavér
Odrtudy s ¢ervenou az modrou duzninou se péstuji

v Americe, v Australii i v n€kterych evropskych zemich,
avSak vétSinou ve velmi malém rozsahu jako delikatesa
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pro zpestfeni trhu. V posledni dob¢ je jim vSak vénovana
veétsi pozornost (napi. v Kanadeé, USA i v nekterych evrop-
skych zemich), a to pravé ze zdravotnich diuvodu. Jsou to
odriidy s rozdilnymi varnymi vlastnostmi, a proto je lze
vyuzit na ptipravu salatl, jako pfilohu i na smazeni hranol-
kit nebo na bramborové kase. U nas jsou tyto odriidy za-
tim malo znamé a v nékterych hypermarketech jsou jako
novinka prodavany za vysoké ceny. Nelze ptredpokladat,
ze by tyto odridy s barevnou duzninou mohly konkurovat
tradicnim odrtidam. V blizké budoucnosti by vSak mohly
zpesttit i nas$ trh, nebot’ po vstupu do EU se u nas jiz mo-
hou péstovat odrudy registrované v ostatnich zemich EU.
Ve statnich odraidovych zkouskach UKZUZ je nyni zkou-
které jsou v soucasné dobé studovany, jsou Slechténi no-
vych odrid a kultivarG s vysokym obsahem anthokyantl,
vliv hnojeni a regionu péstovani, skladovacich podminek
a technologie zpracovani a stabilita produkti. Kosieradzka
a spol.® zjistili, Ze hlizy transgennich brambor obsahuji
vyssi koncentrace anthokyanti vzhledem k expresi chal-
konsynthetasy, chalkonisomerasy a dihydroflavonoldehyd-
rogenasy a dochazeji k zavéru, ze tyto hlizy s vys§im obsa-
hem anthokyani mohou mit vy$si nutri¢ni hodnotu.

Seznam zkratek

I, P, R lokus — misto specialnich gent I, P, R na chromo-
somu

FRAP metoda (ferric reducing ability of plasma) — metoda
stanoveni schopnosti plasmy redukovat (tripyridyltriazin)
zelezity ion na Zeleznaty

LDL cholesterol (low density lipoprotein cholesterol) —
cholesterol s lipoproteinem o nizké molekulové hmotnosti,
ktery je skodlivy

ORAC metoda (oxygen radical absorbance capacity assay)
— metoda stanoveni absorpéni kapacity kyslikovych radi-
kala

troloxovy ekvivalent — ekvivalent antioxidacni kapacity 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylové kyse-
liny

UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zeméd&lsky

Tato studie je soucdsti eSeni vyzkumného zaméru MSM
6046070901 a grantu NAZV 1646058.
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sources, Czech Agricultural University, Prague): Red and
Purple Potatoes — A Significant Antioxidant Source in
Human Nutrition

Potatoes are a significant antioxidant source in hu-

man nutrition. The main potato antioxidants are polyphe-
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nols, L-ascorbic acid, carotenoids, tocopherols, a-lipoic
acid, and selenium. Major phenolic constituents in pota-
toes are amino acid L-tyrosine, and polyphenolic antioxi-
dants scopolin and caffeic, chlorogenic, cryptochlorogenic
and ferulic acids. Red and purple potatoes contain antho-
cyanins acylated with hydroxycinnamic acids (such as
ferulic and caffeic acid). Pigmented potatoes show
a higher antioxidant potential than white-flesh potatoes.
Red potato tubers contain glycosides of pelargonidin and
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Referaty

peonidin, purple potatoes glycosides of malvidin and pe-
tunidin. New red- and purple-flesh potato varieties are
introduced due to their higher antioxidant contents and
their use in food and non-food industry. Anthocyanins of
potatoes are also useful in protection against potato blight.
The most important topics studied are breeding of new
varieties and cultivars with high anthocyanin contents,
effects of fertilisation and cultivation region, storage and
technology of processing, and stability of products.
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Uvod

Polyfenolové slouceniny predstavuji vyznamnou ¢ast
sekundarnich rostlinnych metabolit, které se bézné vy-
skytuji u vyssich rostlin. Zv1asté flavonoidy jsou u€innymi
antioxidanty diky své schopnosti reagovat s volnymi radi-
kaly mastnych kyselin a kysliku.

Resveratrol (3,4’,5-trihydroxystilben) je pfirodné se
vyskytujici fytoalexin produkovany nékterymi rostlinami
klasifikovanymi jako spermatofyty jako odpovéd’ na bio-
ticky a abioticky stres, napf. napadeni patogeny, UV zare-
ni, expozice ozénem nebo mechanické pokozeni'”. Re-
sveratrol byl nalezen ve vice nez 72 rostlinnych druzich,
z nichz tada se uplatiiuje i v lidské vyzivé®’. Pi podrob-
né&jsich vyzkumech byl nalezen napf. v révé vinné, pod-
zemnici olejné, v mnoha lé&ivych rostlinach® a dalsich.

Pripravky obsahujici resveratrol byly vyuzivany ode-
davna v japonské lidové mediciné (Kojo-kon) k 1écbé opa-
fenin a spalenin, zanétlivych onemocnéni (plisnovych,
bakterialnich), k 1écbé atherosklerosy, poruch metabolismu
tukii a pro celou fadu dalSich terapeutickych tgelt’ "%
Jednim z nejbohatSich zdrojl je plevelnd rostlina Polygo-
num cuspidatum, bézné se vyskytujici v Asii, jejiz extrak-
ty z kofent hraji diilezitou roli v orientdlni medicin€. Che-
mopreventivni ucinky resveratrolu souvisi s inhibici hyd-
roperoxidasy a cyklooxygenasy, jejichz aktivita je spojo-
vana s inicializaci nadorového bujeni, a také se snizovanim
hladiny cholesterolu v krvi »'*',

Vétsinu chronickych onemocnéni (vcetné srdecnich)
amnoho typl rakoviny lze nepfimo ovlivnit konzumaci
potravin s antioxidaénimi vlastnostmi, véetné vitamint C,
E a B-karotenu. Potraviny rostlinného pivodu (napt. zele-
nina, ovoce) jsou vyznamnym zdrojem antioxidantii a po-
lyfenolovych sloucenin, které se v organismu podileji na
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omezeni oxidaCnich reakci s moznymi nepfiznivymi dii-
sledky'®.

Vétsina literatury se zabyva stanovenim resveratrolu
a vybranych antioxidantii ve vinech'”™", hroznech, p¥ipad-
né slupkich nebo semenech hrozni™ a jen mald ¢ast se
zabyva jejich obsahem v ostatnich zdrojich napf.
v brusinkach®' a v pohancezz. Mezi rostliny pozitivné tes-
tované na resveratrol mizeme fadit i ovoce a zeleninu
(cibule, listova zelenina), ¢aj, morusi apod7. Resveratrol
byl prokazan také v kotfeni arasidi (Arachis hypogaea),
v ara§idech samotnych a v arasidovych produktech®**.
Prazené arasidy obsahovaly niz§i mnozstvi resveratrolu
a vy3§i obsah byl ve vafenych arasidech®.

Cilem prace bylo stanovit obsah resveratrolu a dalSich
vybranych fenolovych latek v zeleniné, araSidech a ovoci
b&7n& dostupném v Ceské republice. Byl stanovovan ob-
sah celkovych polyfenolickych latek (TP) a polyfenoli
typu pyrokatecholu, resorcinolu a floroglucinu (CRP).
Tyto markery odrdzi antioxidacni aktivitu vzorkl. Re-
sveratrol a kvercetin byly stanovovany HPLC
s elektrochemickou detekeci.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Resveratrol

trans-Resveratrol v krystalické podobé (v Cistoté vetsi
nez 99 %) byl piipraven totalni syntézou®. Standardni
roztok trans-resveratrolu (10 mg 1) v 40 % v/v vodném
ethanolu byl uchovavan v temnu, pii 4 °C. cis-Resveratrol
byl ziskan 10 h expozici roztoku trans-resveratrolu ve
vodném ethanolu rozptylenému dennimu svétlu. Za téchto
podminek 80 % frans-resveratrolu isomerovalo na cis-
isomer.

Kvercetin

Standardni roztok kvercetinu (Sigma, USA) o kon-
centraci 25 mg 1" v 40 % v/v vodném ethanolu byl ucho-
vavan pii 4 °C.
Stanoveni resveratrolu a kverce-
tinu

Trans- a cis-resveratrol a kvercetin byly stanovovany
pomoci pfistroje pro HPLC (3500, TSP, USA) s pouzitim
elektrochemického detektoru HP 1049 s pracovni elektro-
dou ze skelného uhliku (Hewlett-Packard, USA) pii poten-
cidlu 0,75 V. Extrakty byly filtrovany pfes mikrofiltr
(0,2 um, Millipore, U.S.A.) a permeat (20 ul) byl nastfiko-
van na kolonu Nucleosil (Supelco, USA) 120-5-C18 (250
x 4 mm, S5pum) s predkolonou (10 X 4 mm) se stejnou staci-
onarni fazi. Byla pouZita isokratickd eluce (mobilni faze
obsahovala: 25 % acetonitrilu, 0,1 % H3PO,4 a NaCl (¢ =5
mmol l’l)) s prutokem 1,0 ml min". Identifikace a kvanti-
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fikace resveratrolu a kvercetinu byla provadéna metodou
standardniho ptidavku.

Vzorky

Byly analyzovany vzorky zeleniny, arasidd a ovoce
b&zné dostupné na trhu v CR. Slo o vzorky &inského zeli,
bilého a cerveného zeli, kvétaku, razickové kapusty, ka-
pusty, brokolice, Cesneku, zluté a Cervené cibule, cekanky,
hlavkového, ledového salatu a salatu Lollo Rosso, Spenatu,
mrkve, petrzele, ¢ervené fepy, podzemnice olejné, visné
obecné, maliniku, ostruziniku, aronie ¢erné, jetabu morav-
ského, bortivky, cerného a Cerveného rybizu a angrestu.

Extrakce rostlinnych materiala

Cerstvé vzorky zeleniny, ofechdl a ovoce byly po roz-
mélnéni extrahovany v 80 % (v/v) ethanolu (za studena)
po dobu 24 hodin. Pomér rostlinného materialu k ptida-
nému extrakénimu roztoku byl 1:3. Extrakce byla provade-
na ve tm¢ a kapalna faze byla po extrakci separovana od
tuhé filtraci (0,2 pm, Millipore, U.S.A.). Ziskana data byla
pfepocitana na suSinu ptivodniho vzorku.

Vysledky

Opakovatelnost, linearita,
detek¢éni limit analytu

Opakovatelnost byla stanovena metodou opakované-
ho nastiiku standardnich roztokd frams-resveratrolu
(10 mg I'") a kvercetinu (25 mg 1I"") za vybranych optimal-
nich podminek. Relativni standardni odchylka (RSD) byla
pro trans-resveratrol 1,78 % pro vysku piku a 1,42 % pro
reten¢ni ¢as (13,5 min, n = 9) a pro kvercetin byla RSD
2,05 % pro vysku piku a pro retencni cas 1,45 %
(24,1 min, n =9).

Pro stanoveni linearity metody, byla testovana kon-
centra¢ni fada frans-resveratrolu od 10 pg 1™ do 10 mg 1™
a kvercetinu od 50 ug 1" do 25 mg1™'. Kalibra¢ni kiivka
trans-resveratrolu vykazovala linearitu v celém koncent-
ra¢nim rozsahu s korela¢nim koeficientem 0,9997 a kalib-
racni kfivka kvercetinu vykazovala linearitu v koncen-
tracnim rozmezi 50 pg 1"az 15 mg "' s korelaénim koefi-
cientem 0,9986. Detekéni limit frans-resveratrolu byl
8 ug I a kvercetinu 35 pug 1" (3 S/N).

Vytéznost

Vytéznost a reprodukovatelnost stanoveni za optimal-
nich podminek byla provedena vyhodnocenim pfesnosti
a spravnosti metody. Spravnost metod byla ovéfena Stu-
dentovym t-testem. Vysledky ukazaly, Ze na hladiné vy-
znamnosti 95 % poskytuji metody spravné vysledky. Vy-
téznost stanoveni trans-resveratrolu a kvercetinu ve vzor-
cich zeleniny, zeleného ¢aje, chmele a ofechdl za optimal-
nich podminek byla stanovena metodou standardniho pfi-
davku (n = 5). Relativni standardni odchylka (RSD) ve
vSech realnych vzorcich u trans- resveratrolu i kvercetinu
pfin =5 byla v rozmezi 1,1-2,1 %.

Laboratorni pfistroje a postupy

Analyza vzorka

Ve vSech analyzovanych vzorcich zeleniny byla
zaznamenana alesponi stopovd mnozstvi resveratrolu
(tab. I). Vétsi mnozstvi obsahovaly Cervena fepa a Cerve-
na cibule a nejvyssi koncentrace byla stanovena u Spena-
tu (az 0,02 mg/gy:). Stanovené hodnoty se pohybovaly
v rozmezi 0,005 az 0,02 mg/gs;. Stanovené koncentrace
kvercetinu se pohybovaly od stopovych mnozstvi do
0,76 mg/gs;, tato maximalni koncentrace byla zjisténa
u vzorku hlavkové kapusty. Vétsina hodnot se pohybova-
la od 0,02 do 0,14 mg/g ;. Nejmensi obsah analyzova-
nych latek byl kromé vzorku ledového salatu zjistén také
u Cesneku, u nichz stanovené koncentrace resveratrolu
i kvercetinu byly podprimérné. Bylo zjiSténo, Ze z hledis-
ka obsaht celkovych polyfenolt (TP) se hodnoty pohybuji
v rozmezi 5 mg/gys (mrkev) a 30 mg/gy; (Cervené zeli),
u latek typu pyrokatecholu, resorcinolu a floroglucinu
(CRP) vrozmezi 0,02 (mrkev) az 0,08 mg/gy; (Cervena
fepa a petrzel).

U burskych ofiskt bylo zjisténo, ze koncentrace re-
sveratrolu v analyzovanych vzorcich ofecht byla celkové
nizsi (tab. IT). Nalezené hodnoty se pohybovaly mezi 0,002
a 0,0015 mg/gy;. VeEtsi mnozstvi resveratrolu sice bylo
nalezeno v ¢ervenohnédych slupkach, ale ani tato koncent-
race nepotvrdila oekavané hodnoty”. Nejvyssi obsah

Tabulka I
Nalezeny obsah resveratrolu a kvercetinu ve vzorcich zele-

niny (mg/gqus)
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Zelenina Resveratrol Kverce-
trans-  cis- celkem tin
Cinské zeli 0,0092 stopy*  0,0092 0,073
Bilé zeli 0,0076 stopy®  0,0076 0,12
Cervené zeli 0,011 0,0041 0,015 0,14
Kvétak stopy®  stopy®  stopy® 0,031
Razickova kapusta 0,015 stopy* 0,015 0,10
Kapusta 0,0035 0,0035 0,0070 0,76
Brokolice 0,010 0,0046 0,015 0,040
Cesnek 0,0021 0,0016 0,0040 0,023
Zluta cibule stopy®  stopy®  stopy® 0,040
Cervené cibule 0,0038 0,0034 0,0070 0,034
Cekanka 0,012  stopy* 0,012  stopy”
Salat hlavkovy stopy®  stopy®  stopy®  stopy”
Ledovy salat stopy®  stopy®  stopy®  stopy®
Salat Lollo Rosso  0,0068  stopy®  0,0070 0,043
gpenét 0,010 0,0061 0,016 0,038
Mrkev 0,0038 stopy®  0,0040 0,030
Petrzel stopy®  0,0047 0,0047 0,064
Cervena fepa 0,0075 stopy®  0,0075 0,017

* Hodnota pod mezi stanovitelnosti
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Tabulka II
Nalezeny obsah resveratrolu a kvercetinu ve vzor-
cich burskych ofiskd (mg/gus)
Cast Resveratrol Kverce-
trans- cis- celkem  tin
Jadro 0,0004  0,0020  0,0024 0,023
Vngjsi slupka 0,0079  0,0014  0,0092 0,11
Skotapka 0,012 0,0028 0,015 59
Tabulka IIT
Nalezeny obsah resveratrolu a kvercetinu v ovoci (mg/gg,;)
Ovoce Resveratrol Kverce-
trans- cis- celkem tin
Visent obecnd  0,0060  stopy® 0,0060  0,0065
Malinik obecny stopy®  stopy®  stopy”  0,0044
Ostruzinik 0,0008  stopy® 0,0008 0,022
Aronie Cerna 0,031 0,0011 0,032 0,035
Jetab moravsky 0,0009  stopy® 0,0009 0,011
Boriivka ¢ernd  stopy®  stopy®  stopy®  0,0096
Cerny rybiz 0,015 0,0009 0,016 0,012
Cerveny rybiz  0,0012  stopy® 0,0012  0,0082
Angrest stopy®  stopy®  stopy®  0,0035

* — Hodnota pod mezi stanovitelnosti

resveratrolu byl obsazen v drevitych skorapkach ofechi,
coz bylo naopak predpokladano®. Pti srovnani nalezenych
hodnot kvercetinu byl zvySeny obsah opét nalezen
v dievitych skofapkach (6 mg/gy;). Nejveétsi mnozstvi TP
bylo v hnédocervenych slupkach araSidt (3 mg/gy;). Pri
srovnani jednotlivych ¢asti z hlediska obsahu latek typu
CRP byl nejvétsi obsah potvrzen ve vnitinich slupkach
(~ 6 mg/gqs).

K problematice obsahu resveratrolu v ovoci nebyl
nalezen zadny odpovidajici materidl, a proto naSe vysledky
nelze s ni¢im porovnat. Byly provadény analyzy resverat-
rolu v bobulovém ovoci a vnékterych peckovinich
(tab. IIT). Vétsina analyzovaného ovoce obsahovala stopo-
va mnoZzstvi resveratrolu a pouze Cerny jefab (aronie)
acerny rybiz mély vyznamné&j$i mnozstvi resveratrolu
(0,032 mg/gs a 0,016 mg/gy;). Z peckovin byla nejvyssi
koncentrace zjisténa u visni (0,006 mg/gy;), u ostatnich
peckovin byla nalezena stopovd mnozstvi nebo mnoZzstvi
pod mezi detekce. Bylo piekvapenim, ze ani bortvky ne-
mély obsah resveratrolu nad mezi stanovitelnosti.

Diskuse
Primérné poméry mezi obsahy resveratrolu, kverceti-

nu, TP a CRP (zelenina, ofechy a ovoce) lze ¢iselné vyjad-
fit jako 1 : 50 : 1000 : 10.
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Svého druhu je prezentovanad studie jedine¢nd, proto-
ze porovnanim obsaht téchto latek, které se uvadéji jako
vyznamné pro lidské zdravi a prevenci chorob, se zadna
z publikaci nezabyvala. A také predlozené vysledky vyvra-
ceji nekteré davné myty napf. o obsahu polyfenolovych
latek v Cesneku, kdy se nami naméfené hodnoty jevi jako
podprimérné. Naopak ve srovnani s ostatnimi druhy zele-
niny bylo zna¢né mnozstvi téchto latek zjiSténo napf.
v zeli a natové petrzeli. Nejvyssi mnozstvi resveratrolu
bylo stanoveno v ¢erveném zeli a Spenatu.
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gy, Institute of Chemical Technology, Prague): The Con-
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Laboratorni pfistroje a postupy

Resveratrol and other polyphenolic compounds are
currently in the limelight all over the world due to their
beneficial effects on the human body. This work describes
the occurrence and determination of frans-resveratrol, cis-
resveratrol and quercetin in various vegetables and fruits.
An HPLC method with electrochemical detection is used
for the determination. The concentrations of resveratrol
were found to range from trace quantities up to 0.03 mg
per g of dry weight of trans-resveratrol and 0.006 mg/g of
cis-resveratrol. The highest known concentration was
found in red cabbage and spinach, while a surprisingly low
concentration was found in garlic. The quercetin content
ranged from 0.003 mg/g to 5.9 mg/g. At the same time, we
determined the total contents of polyphenolics and materi-
als of the benzenediol type: their concentrations were
found to range from 2 to 550 and from 0.005 to 6 mg/g,
respectively.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

KLASIFIKACNI SYSTEM LIPIDU

ARNOST KOTYK
Fyziologicky tistav Akademie véd Ceské republiky, Videii-

ska 1083, 142 20 Praha 4
kotyk@biomed.cas.cz

Doslo 13.5.05, ptijato 30.5.05.

Klicova slova: mastné kyseliny, glycerolipidy, glycero-
fosfolipidy, sfingolipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy,
polyketidy

Kolektiv 17 autorti z rliznych severoamerickych uni-
verzit spolu s jednou holandskou, jednou rakouskou a dvé-
ma japonskymi pfipravil v dubnu 2005 souborny piehled
vSech znamych lipidd, jemuz se dostalo pozehnani i na
leto$nim zasedani komise IUBMB (Mezindrodni unie pro
biochemii a molekularni biologii) a IUPAC (Mezinarodni
unie pro Cistou a uzitou chemii) pro biochemickou nomen-
klaturu. Jde o podklad pro systemizaci lipidi srovnatelnou
s dal$imi, jiz existujicimi, databazemi makromolekul.
A budeme mit zaklad pro lipidomiku!

Dosavadni definice lipidi byly pomérné vagni — jsou
to biologické latky vétSinou hydrofobniho charakteru. Ve
snaze o piistup rigoroznéjsi byly lipidy definovany jako
hydrofobni nebo amfipatické (¢i amfifilni) molekuly, vzni-
kajici bud’ karbaniontovou kondenzaci thioestert (mastné
kyseliny, polyketidy, atp.) nebo karbokationtovou konden-
zaci isoprenovych jednotek (prenoly, steroly, atp.). Zde
navrhované kategorie lipidi zahrnuji acylové derivaty
mastnych kyselin (v anglic¢tiné jsou to fatty acyls, tedy
mastné acyly), dale glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfin-
golipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy.
V tomto systému se nevyskytuji ¢asto uvadéné glykolipi-
dy, protoze glykosylované lipidy jsou zatazeny do piislus-
nych kategorii podle charakteru zdkladniho lipidu. Byla
vSak zafazena kategorie sacharolipidii pro takové moleku-
ly, v nichZ je acylova skupina vdzana pfimo na cukernou
kostru. Tento systém nezahrnuje ani lipoproteiny
(konjugaty proteint rozpustnych ve vodé a lipidli) a pro-
teolipidy (volné uzivany termin pro hydrofobni membra-
nové lipidy s lipidovou ¢asti kovalentné vazanou na nekte-
rou z aminokyselin). Nasleduje stru¢ny popis jednotlivych
kategorii.
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1. Acyly mastnych kyselin (FA)

Jde o jednu ze zékladnich a nejrozsitenéjSich katego-
rii, kterou lze rozdélit na 13 tiid a 43 podtiid. Ttidy jsou
tyto:
FAO1
FAO02
FAO03
FA04
FAO05
FA06
FA07
FAO08
FA09
FA10
FAll

Mastné kyseliny a jejich konjugaty
Oktadekanoidy
Eikosanoidy
Dokosanoidy
Alkoholy mastnych kyselin
Aldehydy mastnych kyselin
Estery mastnych kyselin
Amidy mastnych kyselin
Nitrily mastnych kyselin
Ethery mastnych kyselin
Uhlovodiky
FA12 Kyslikaté derivaty uhlovodikil
FAO00 Jiné
V této kategorii najdeme nejriznéjsi biologicky aktiv-
ni latky, jako je lipoova kyselina, biotin, jasmonova kyseli-
na, prostaglandiny, leukotrieny, thromboxany, lipoxiny,
karnitinové estery a dal$i. Struktura nekterych zéstupct
této kategorie je ukazana ve vzorcich 1-6.

D

Vzorec 1. Mastna kyselina: (6Z2)-17-methyloktadec-6-enova
kyselina

Vzorec 2. Oktadekanoid: (1R,2R)-3-0x0-2-((Z)-pent-2-en-1-yl)cyklo-
pentan-1-octova kyselina

0 (0]
Z

OH

Vzorec 3. Prostaglandin: (10Z,13E,15S5)-15-hydroxy-9-oxo-
prosta-10,13-dienova Kyselina
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OH OH 0]
=N N OH
S

Vzorec 4. Leukotrien: (55,6Z,8E,10E,12R,147)-5,12-
-dihydroxyikosa-6,8,10,14-tetraenova kyselina

Vzorec 5: Thromboxan: (5Z,98,118,13E,155)-9,11-epoxy-15-
-hydroxythromboxa-5,13-dienova kyselina

\/\/\/\/\/\/\/\/\/'IB_'&\CH3

0] )

Vzorec 6. Voskovy ester: (25,3R)-dokosan-2,3-diyl-didekanoat

2. Glycerolipidy (GL)

Jde o slozky bunéénych membran a zasobniho tuku.
Rozeznavame tu 4 tfidy a 19 podtfid. Ttidy jsou tyto:
GLO1 Monoradylglyceroly
GL02 Diradylglyceroly
GLO3 Triradylglyceroly
GLO00 Jiné

Vzorec 7. Diradylglycerol: 1-hexadekanoyl-2((9Z)-oktadec-
-9-enoyl)-sn-glycerol

Nomenklatura a terminologie

Jsou tu zahrnuty i makroergické etherové glycerolipi-
dy z archebakteridlnich membran. Zatadili bychom sem i
nedavno objevené ladderanové lipidy z anaerobnich bakte-
rii oxidujicich amoniak, coz jsou diethery glycerolu, kde
jeden ze substituentli je na alkanovy fetézec navazany
cyklohexan spolu s né&kolika cyklobutanovymi kruhy.
Ukazky struktury jsou ve vzorcich 7 a 8.

/\/\/—\/\H/O\/_C_Jl
\ﬂﬂw /\8
/\_/W

0]

Vzorec 8. Triradylglycerol: 1,2-di-((9Z,12Z,15Z)-oktadeka-
-9,12,15-trienoyl)-3-{8-[((2E ,4Z)-deka-2,4-dienoyl)oxy] okta-
-5,6-dienoyl}-sn-glycerol

3. Glycerofosfolipidy (GP)

Zastupci této kategorie jsou hlavnimi slozkami bunéc-
nych membran. Lze je rozdé&lit do 21 t¥id a 117 podtiid.
Ttidy jsou tyto:

GPO1 Glycerofosfocholiny

GP02 Glyerofosfoethanolaminy

GPO03 Glycerofosfoseriny

GP04 Glycerofosfoglyceroly

GPO05 Glycerofosfoglycerofosfaty

GP06 Glycerofosfoinositoly

GP07 Glycerofosfoinositolmonofosfaty
GPO08 Glycerofosfoinositolbisfosfaty
GP09 Glycerofosfoinositoltrisfosfaty
GP10 Glycerofosfaty

GP11 Glyceropyrofosfaty

GP12 Glycerofosfoglycerofosfoglyceroly
GP13 CDP-glyceroly

GP14 Glycerofosfoglukosové lipidy
GP15 Glycerofosfoinositolglykany

GP16 Glycerofosfonocholiny

GP17 Glycerofosfonoethanolaminy

GP18 Diglyceroltetraetherové fosfolipidy (kaldarcheoly)
GP19 Glycerolnonitoltetractherové fosfolipidy
GP20 Oxidované glycerofosfolipidy
GP00 Jiné

Ukazky struktury této kategorie jsou ve vzorcich 9
a 10.

Vzorec 9. Glycerofosfoethanolamin: 1-hexadekanoyl-2-((92)-oktadec-9-enoyl)-sn-glycero-3-fosfoethanolamin
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Il
R0
: : : : o™ NH,
o M Z M N O%H
H7™~0 ' SN : ; P
OH - - : -
Vzorec 10. Kaldarcheol: sn-kaldarcheo-1-fosfoethanolamin
4. Sfingolipidy (SP) SP03  Fosfosfingolipidy
SP04 Fosfonosfingolipidy
Jde o komplexni kategorii latek, jejichZ zékladni struk- ~ SPOS  Neutrélni glykosfingolipidy
turou je sfingoidni baze, syntetizovana ze serinu a dlouhého SP06 Kyseljc' glykosﬁngohp_ldy
fetézce mastné kyseliny (resp. jejiho koenzymu A). SPO7  Zasadité glykosfingolipidy
Jsou to Casté slozky bunéénych membran, kde jejich SP08  Amfoterni glykqsﬁngohpldy
cukerné substituenty mohou uréovat i pfislusnost k uréité SP09  Arsenosfingolipidy
krevni skupiné v ABO-systému. Tuto kategorii lze rozdé&lit SPO0  Jiné
do 10 tid a 31 podttid. Tidy jsou tyto: Nekolik ukazek struktury sfingolipidli je ve vzorcich
SP01 Sfingoidni baze (sfingosiny) 11-13.

SP02 Ceramidy

0
OH OH OH _OH
0 0
HO 0
oH S OH
HOOC O\&/O 0
R=
OH HO
OH
HO, ©
Ho™ /0w
HO
HN
0

Vzorec 13. Sfingolipid: B-p-Gal-(1—-3)-B-D-GalNAc-(1—>4)-[a-Neu5Ac-(2—3)]-B-D-Gal-(1—>4)-B-D-Gle-Cer (d18:1/18:0)
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5. Sterolové lipidy (ST)

Sterolové lipidy plni nejriznéjsi funkce. Jsou to sloz-
ky eukaryontnich membran, funguji jako hormony a sig-
nalni molekuly, patii sem i vitamin D nebo zluc¢ové kyseli-
ny.

Kategorii lze rozdélit do 7 t¥id a 18 podtiid. Tridy
jsou tyto:

STO1 Steroly

ST02 Steroidy

ST03 Sekosteroidy

ST04 Zlutové kyseliny a derivéty
STOS5 Steroidni konjugaty

ST06 Hopanoidy

HO 0
(0] .
HO "
HS&/O
OH

Vzorec 15. Sterol: 3a-hydroxy-5a-androstan-17-on-glukuronid

Vzorec 16. Hopanoid: hop-22(29)-en

ST00 Jiné
Nekteré struktury sterolovych lipidd jsou ukdzany ve
vzorcich 14-16.

6. Prenolové lipidy (PR)

Prenoly se syntetizuji z pétiuhlikatych prekurzord
isopentenyl-difosfatu a dimethylallyl-difosfatu a tomu
odpovida i zékladni klasifikace terpend. Hraji tlohu v
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transportu oligosacharidii pies membrany a v riiznych gly-
kosylacnich reakcich. Rozeznavame tu 4 tfidy a 20 pod-
tfid. Tridy jsou tyto:
PRO1 Isoprenoidy
PRO2 Chinony a hydrochinony
PRO3 Polyprenoly
PROO Jiné
Ukézky struktur jsou ve vzorcich 17-19.

Vzorec 17. Isoprenoid: retinol

Vzorec 18. Prenolovy lipid: 2-methyl-3-hexaprenyl-1,4-nafto-
chinon (vitamin K)

Vzorec 19. Prenolovy lipid: (2R,4'R, 8'R)-a-tokoferol
(vitamin E)

7. Sacharolipidy (SL)

V této skuping jde o latky, v nichz glycerol je nahra-
zen néjakym cukrem. Nejzndméjsi z nich jsou glukosami-

OH
HO 0
(0]
(0] NH 9
o= 0O-R-oH
HO OH
HO

Vzorec 20. Sacharolipid: lipid X



Chem. Listy 99, 610 — 614 (2005)

nové prekursory lipidu A v lipopolysacharidech gram-
negativnich bakterii. Rozezndvame tu 5 t¥id a 7 podtiid.
Ttidy jsou tyto:
SLO01 Acylaminocukry
SL02 Acylaminocukerné glykany
SL03 Acyltrehalosy
SL04 Acyltrehalosové glykany
SLO0 Jiné
Jedna typicka struktura je ukazana ve vzorci 20.

8. Polyketidy (PK)

Polyketidy jsou syntetizovany klasickymi enzymy
iiterativnimi a multimoduldrnimi enzymy se semiauto-
nomnimi aktivnimi misty. Mezi polyketidy patii fada anti-
mikrobnich, antiparazitickych a kancerostatickych latek
(erythromycin, tetracykliny, nystatiny, avermektiny, epo-
thilony). V této pfedb&zné klasifikaci jsou zahrnuty 4 tfi-
dy:

PKO1 Makrolidové polyketidy

PKO02 Aromatické polyketidy

PKO03 Neribosomalni peptido-polyketidové hybridy
PKOO Jiné

Vzorec 21. Polyketid: 6-deoxyerythronolid B

227

Nomenklatura a terminologie

Vzorec 22. Polyketid: epothilon D

Dvé ukazky jsou ve vzorcich 21 a 22.

téma lze najit napiiklad na webovych strankach
www.lipidmaps.org nebo
www.chem.gmul.ac.uk/iupac.

A. Kotyk (Institute of Physiology, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Prague): Classification Sys-
tem of Lipids

A new recommendation for classification of lipids
was published, to be used particularly in biosciences. It
consists of eight major groups, e.g. fatty acyls, glycerolip-
ids, glycerophospholipids, sphingolipids, steroids, pre-
nols, saccharolipids and polyketides. These groups are
subdivided into a total of 69 classes and well over
200 subclasses.
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1. Uvod

Fenylpropanoidy tvofi velkou skupinu rostlinnych
sekundarnich metabolitl, pozoruhodnych svoji bohatou
strukturni variabilitou a velmi Sirokym rozsahem biologic-
kych funkci a uc¢inkli, a to jak vrostliné samotné, tak
i vpusobeni na jiné organismy. Chemickd rozmanitost
fenylpropanoidd, jakoZz ostatné rozmanitost vSech sekun-
darnich metabolitl rostlin, neni ndhodna. Je vysledkem
specificky vyvinutych a fizenych biogenetickych drah,
které se jednoznacné promitaji do ptislusnych rostlinnych
metabolismi'. Pievazna vétsina sekundarnich metabolitt
je produkovana jen pomérné nepocetnymi metabolickymi
drahami, vedoucimi k jednomu nebo k znacné omezenému
poctu klicovych metabolitd. Z nich pak vznika velky pocet
derivat a konjugatl prevazné jednoduchymi, ovsem také
Casto specifickymi, enzymovymi transformacemi. Pozor-
nost je zde vénovana pievazné béznym, ale také nékterym
zvlastnim fenylpropanoidim. K jejich nejpocetnéjsim
azaroven 1 nejvyznamnéj$im zastupcim patri lignany,
flavonoidy, kumariny, rotenoidy a stilbeny. Pro ilustraci
byly zde vybrany pravé lignany, které vhodné reprezentuji
celou velkou rodinu sekundarnich metaboliti fenolického
typu. K lep$imu pochopeni jejich funkce a vyznamu
v rostlindch pomlze znalost jejich postaveni v opravdu
siroké skale a struktufe sekundarnich metaboliti, a to jak

z hlediska jejich chemickych vlastnosti, tak i z hlediska
jejich biologickych G¢inkda.

Sekundéarnim metabolitim se obvykle vénovala mensi
pozornost nez metabolitim primarnim nebo dal§im ekono-
micky, farmakologicky a jinak zajimavym piirodnim l4t-
kam. V posledni dobé se ovSem zajem zvysil i o bézné
sekundarni metabolity, i kdyZz nemaji primarni vyznam pro
preziti samotného organismu. Maji ovS§em zasadni vyznam
pro preziti biologického druhu, a tim i pro ekologické
vztahy a fylogeneticky vyvoj v ptirods™*.

Vyznam sekundéarnich metabolitil rostlin je komplex-
ni a zkouma se z riiznych hledisek. Jednim z velmi ddlezi-
tych hledisek je pravé chemicka ekologie. V ni jde hlavné
o chemické interakce mezi rostlinou a organismem, ktery
je na ni zavisly. Je to vztah hosta a hostitele. Hostem mutize
byt parazit nebo partner v symbidze. Nékdy jde jenom
o vztah konkurenta v zivotnim prostiedi. Existuje ov§em
mnoho typl, a tim i mnoho zkoumanych modelt tako-
vychto interakci. Nejznaméj$imi jsou interakce: rostlina —
mikroorganismus (sem patii napf. vyzkum fytoalexint)
nebo rostlina — rostlina (naptfiklad vyzkum allelopatické
ucinnosti plevelti na uzitkové rostliny), anebo rostlina —
bylozravec (obvykle jim je herbivorni hmyz).

Vztah rostlina — hmyz je vhodnym modelem, kde se
da funkce sekundarnich metabolit velmi dobfe a bezpro-
sttedné studovat™*. Koevoluce rostlin a hmyzu vytvofila
totiz velmi rozsahlou a slozitou skalu specifickych chemic-
kych interakci. Je zfejmé, Ze herbivorni hmyz reaguje na
velky pocet chemickych slozek rostlin, které pak mohou
indukovat riizné zmény v chovani, jiné zase v riistu, vyvoji
a rozmnozovani. Je to velkd rozmanitost biologickych
ucinki, ale jeSte veétsi je rozmanitost chemickych struktur,
které tyto Gcinky zpisobuji. Z hlediska ucinka je l1ze délit
do n&kolika skupin® (Tab. I).

Tabulka I
Bioaktivni rostlinné latky plisobici na vztahy mezi rostli-
nami a hmyzem

A. Regulatory chovani — semiochemikalie (s i¢inkem
informacnim)

1. Kairomony — atraktanty, arestanty, stimulanty

2. Alomony — repelenty, deterenty, antinutrienty

3. Rostlinné slozky a prekurzory feromont

B. Regulatory ristu a vyvoje (s ucinkem fyziologickym /
farmakologickym)

1. Juvenoidy — rostlinné analogy juvenilniho hormonu

2. Fytoekdysteroidy — rostlinné analogy metamorfozniho
hormonu

3. Chemosterilanty a antihormonalni latky

4. Pfirodni insekticidy a rostlinné toxiny
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Z hlediska chemické struktury se v interakci mezi
rostlinami a hmyzem uplatituji téméf vSechny typy nizko-
molekularnich ptirodnich latek: alifatické latky, terpenoi-
dy, steroidy, alkaloidy, fenoly, peptidy, i mnohé jejich
derivaty, nejdastdji estery, glykosidy nebo saponiny’~>.
Tyto derivaty nebo jiné konjugity se stavaji aktivnimi
Casto az po uvolnéni aktivni slozky. Tak velka komplex-
nost struktur a vztahfi umoZiuje uplatnéni celé $ite analy-
tickych postupti, izolacnich technik, strukturné analytic-
kych metod, chemickych transformaci a syntéz analogl
pro uréeni strukturné-aktivitnich vztahl, pro objasnéni
problémil synergismu a pro odliSeni vlastnich nativnich
aktivnich latek od jejich artefakt.

2. Rostlinné fenoly, polyfenoly
a fenylpropanoidy

Opravnéné se predpoklada, ze uspéch vyvojové adap-
tace rostlin na sousi vdéci jejich schopnosti tvofit riznoro-
dé fenolické latky, zejména oligo- a polymerni, rovnéz
i kombinované s latkami jiného biogenetického plvodu.
Pravé rostlinné fenoly poslouzily rostlinam jako jejich
stavebni, strukturni slozky, a to od bunécnych stén az po
jednotlivé jejich organy. Staly se nepostradatelné téz jako
obranné latky (chranici pted chladem, skddci, infekcemi,
mechanickym poskozenim a jinym stresem®), signalni
latky (lakajici opylovage a odpuzujici $kidce® ), vonné,
chut'ové a barevné latky kvétt a ploda (podnétné pro vznik

Tabulka II

Mw o wew

Nejbéznéjsi typy fenolickych latek v rostlinach setazené podle poctu uhlikti. Modifikovano podle
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symbidzy sjinymi organismy’), stavebni latky dieva
a kiiry rostlin (pro zajisténi vzristu, trvanlivosti a zaroven
i ochrany pied $kiidci, slune&nym zafenim & vysusenim ).
Tyto a dalsi zde neuvadéné funkce rostlinnych fenol za-
jistuji trvalé prezivani vSech typt cévnatych rostlin.
I kvantitativni pohled na rostlinné fenoly je impozantni.
Soudi se, ze asi 40 % veskerého organicky vazaného uhli-
ku, cirkulujiciho v biosfére, tvoti fenolické struktury, a to
jak v zivych rostlinnych organismech, tak v jejich odumie-
lych, rozkladajicich se Castech, vytvarejicich Zzivotodarnou
pudu pro mnohé mikroorganismy i pro svoji vlastni repro-
dukei”.

Rostlinné fenoly jsou obecné charakterizovany jako
aromatické sekundarni metabolity, které maji (nebo pu-
vodné mély) jeden nebo vice hydroxyld vazanych piimo
na aromatickou (fenylovou) ¢ast molekuly, tudiz hydroxy-
It s charakteristickymi ,,kyselymi* vlastnostmi. Tato jejich
vlastnost byla, a dosud je, vyuzivana pro jejich detekci,
izolaci i chemickou transformaci. Je také zdrojem chemic-
ké reaktivity a cCasto i biologickych aktivit rostlinnych
fenolt. Polyhydroxylované fenoly (nyni uz béZzné¢, ovsem
ne zcela piesné nazyvané polyfenoly), zvlaste ty
s hydroxyly v orto- ¢i para- usporadani, jsou navic zdro-
jem cCetnych oxidoredukénich reakci a zakladem
pro tvorbu oligomerti, polymerti ¢i derivati (konjugath)
s jinymi molekulami. Ptikladem mohou byt taniny, kate-
cholaminy a lignin. Pojem polymernich fenolickych latek
neni totozny s pojmem polyfenoll, ktery se stile castéji
objevuje nejen v biologické, ale uz i chemické odborné
literatufe, ba i v nazvech nékterych specializovanych vé-

3,10

SloZeni Pocet Typy fenolickych latek Priklady

uhlikd
Cs 6 jednoduché fenoly, benzochinony katechol, hydrochinon
Ce-Cy 7 fenolické kyseliny / aldehydy kyselina salycilova
Ce-C, 8 acetofenony, benzofurany isobenzofuranon
Cs-Cs 9 fenylpropanoidy, benzopyrany (kumariny)  viz obr. 7, chromen
Ce-Cs 10 naftochinony juglon, plumbagin
C6-Cs 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, IT
(Co)a 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly difenyleter, PCB
C6-C -Co 13 dibenzopyrany, benzofenony, xantony difenylmetan, fluoren
C6-C,-Cs 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveratrol, emodin
Cs-C5-Cg 15 flavonoidy, izoflavony, chalkony, aurony kvercetin, genistein
Ce-C4-Cg 16 norlignany (difenylbutadieny) viz obr. 6, hinokiresinol
Cs-Cs-Cg 17 norlignany (conioidy) viz obr. 6, sugiresinol
(Ce-C3 ) 18 lignany, neolignany vizobr.1,5,8a9
(Ce-C5-Co)2 30 biflavonoidy amentoflavon
(C6-C5-Co)n n kondenzované taniny (flavolany) gallotaniny, ellagitaniny
(Ce-C3)n n ligniny viz obr. 7
(Ce)n n katecholmelaniny rostlinné pigmenty
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deckych konferenci nebo spole¢nosti’. Z téch pak dale vznika mnoho stovek az tisict tzv. perifer-
Polyfenoly jsou latky obsahujici n¢kolik fenolickych nich derivat, obvykle jednoduchymi enzymatickymi
funkénich skupin na jednotlivych aromatickych jadrech transformacemi. Z hlediska biogeneze je tudiz vznik fenyl-
molekuly (né€kdy jen na jadie jediném). Nejbéznéjsi typy propanoidii odvozen od kyseliny Sikimové. Zakladnim
rostlinnych fenolickych latek 1ze piehledné klasifikovat klicovym meziproduktem biosyntézy je pak kyselina sko-
napt. podle poétu uhlikii a jejich vzajemnych vazeb'® (viz ficova nebo jeji biogenetické ekvivalenty, t.j. hydroxyderi-
Tab. II). VSechny typy uvedené v teto modifikované tabul- vaty: kyselina p-kumarova a kavova, ¢i jejich methoxyde-
ce mohou tvofit polyfenoly nebo jejich methoxy-, methy- rivaty: kyselina ferulova a sinapova". Z téchto klicovych
lendioxy-, acyloxy- a mnoho dalSich derivati. latek vznikaji dalsi klicové meziprodukty druhého stupné
Vétsina rostlinnych polyfenolt je produktem fenyl- Ctyfmi mechanismy: prodlouzenim propanového fetézce
propanové (Sikimatové) a fenylpropanoidacetatové biosyn- substituci, prodlouzenim a cyklizaci, zkracenim fetézce
tetické drahy'%. Mnohé z nich, pedevsim viak fenylpropa- aredukci dvojné vazby fetézce. Tyto druhoplanové meta-
noidy, maji dulezitou roli jak z hlediska chemoekologické- bolity se pak dale diverzifikuji specifickymi hydroxylace-
ho®" 1812 tak | farrnakologickéh09’10’13 . Proto na sebe uz mi, metoxylacemi, dehydrogenacemi, fenoloxidacemi,
odedavna, a to az dodnes, poutaji nemalou pozornost bada- esterifikacemi, glykosylacemi, radikalovymi oligomerace-
tell. mi apod. V pfipadé jen jediné skupiny fenylpropanovych
Fenylpropanoidy velmi nazorné reprezentuji Sifi derivati mize tak nartst jejich pocet i do stovek (napf.
a bohatost struktur v ramci jediného strukturniho typu u lignanu).
sekundarnich metabolit. Z hlediska u¢inkt, jak je ¢lenén
v Tab. I, jsou fenylpropanoidy, na rozdil od vétSiny jinych, 3. Lignany, norlignany, neolignany a lignin
Casto uzce a specificky se fadicich typa, Siroce zastoupené
témef ve vSech kategoriich, od nizkomolekulé.mich, a tudiz Lignany tvori jednu 7z bohaté Zastoupen}'/ch’ biogene_
tekavych atraktantll a repelentl, pres veétsi a polarn¢jsi ticky pfibuznych a tudiz i strukturné vymezenych a cha-
molekuly potravnich regulator (deterenty a antinutrienty), rakteristickych skupin fenylpropanoida'®. Jejich struktura
az po specifické juvenoidy a receptorové antagonisty je podminéna jejich vznikem z redukované formy zéaklad-
ekdysteroidii, antihormonalni latky, chemosterilanty nich, biogeneticky kli€ovych meziproduktii Sikiméatové

atoxiny, anebo komplexni latky interferujici s tvorbou
a svlékanim hmyzi kutikuly.

Fenylpropanoidy vznikaji jen malym poc¢tem nékolika
zakladnich biogenetickych drah, vedoucich k omezenému

poétu kli¢ovych meziproduktil. Sikimatova draha produku-
je nejvetdi polet jejich zakladnich strukturnich typa'®.

Typy (A-C)

odvozené od zptisobu spojeni fenylpropanovych jednotek:
— dibenzylbutanovy typ (A)

— aryltetralinovy typ (B)

— dibenzocyklooktanovy typ (C)

Formy (I-VIII)

odvozené od stupné oxidace (I-V) a od struktury epoxidu (VI-VIII)
—  butanova forma (I)

—  butandiolova forma (IT)

—  9,9"-epoxy forma (III)

—  hemiacetalova forma (IV)

—  butanolidova forma (V)

—  bis-epoxy forma (VI)

- 7,9°/7.9-epoxy forma (VII)

— 7,7 -epoxy forma (VIII)

Formy VI-VIII tvoii samostatné typy (D-F)

\Y Vil Vil
D) E) F)

Obr. 1. Strukturni typy a formy lignant
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dréhy, t.j. z alkoholii pochazejicich z kyseliny skoficové,
p-kumarové a dalich biogenetickych ekvivalentd'’. Ligna-
ny jsou striktné definovany jako dimery vzniklé oxidativni
dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek spojenych
centralnimi uhliky jejich propanovych bocnich fetézci
v polohdch C-8 a C-8” (viz struktury na Obr. 1). Propoje-
nim dalsich vazeb C-C a C-0O, za spoluucasti propanovych
¢asti molekuly v rizném oxida¢nim stupni, vznikaji vSech-
ny mozné strukturni typy a formy lignana'™'®, prehledné
zndzornéné na Obr. 1.

Jak je vidét na Obr. 1, tak dvé fenylpropanové jednot-
ky spojené bo¢nimi fetézci v polohach C-8 a C-8" mohou
formalné tvorit jen omezeny pocet strukturnich typt (A az
C). Dalsi oxidace propanovych jednotek a jejich nasledna
cyklizace muze vést ke vzniku hydroxy-, oxy- nebo oxofo-
rem u kazdého z typt A—C. Jsou to formy: I-VIIIL. Je ziej-
mé, ze formy VI-VIII mohou vznikat jenom z typu A pii-
slusnymi mono nebo bis epoxidacemi. Tyto strukturné
specifické formy (VI-VII) Ize vlastné povazovat za samo-
statné typy (D-F) (cit.'®). Dalsi strukturni variabilita
uvnitt jednotlivych typt a forem vznika pak jesté zavede-
nim jedné nebo dvou dvojnych vazeb do butanové casti
molekuly, nebo také pritomnosti rizného druhu a poctu
substituentd (nejcastéji hydroxylt, methoxyll, methylendi-
oxyskupin a glykosyli a jejich kombinaci) na aromatické,
v nékterych pripadech i alifatické ¢asti molekuly.

Naslednymi transformacemi lignanti se pak rozsifuje
jejich strukturni variabilita o dalsi piibuzné struktury, ja-
kymi jsou norlignany'® nebo conioidy®’. Viechna jina spo-
jeni dvou fenylpropanovych jednotek pak tvoii pfibuzné
struktury nazyvané neolignany. Biosyntéza, kterd kombi-
nuje fenylpropanoidy s latkami jiného biogenetického
plvodu (napf. s terpenoidy), poskytuje takzvané hybridni
lignany (nebo lignoidy) (cit.'?). Cela lignanova rodina
latek presahuje uz tisicovku jedincl a neustale jsou publi-
kovany dalsi nové latky tohoto typu.

Stereostruktura lignani

Spojeni dvou fenylpropanovych jednotek u lignani
typtt A—C (z Obr. 1) mize poskytnout ¢tyfi stereochemic-
ké varianty (Obr. 2).

Pro lepsi nazornost jsou jednotlivé dvojice konfigura-
ci (R) a (S) uvedeny také v obvyklych relativnich pozicich,
t.j. o (smérujici pod rovinu) a B (nad rovinu nakresu). Ve
skute¢nosti se pfirodni lignany vyskytuji ve vSech varian-
tach, ovéem ve velmi rozdilném pocetnim zastoupeni®'.
Méné po&etnou je varianta cis (oH', aH?), vyznacujici se
kladnou molarni optickou rotaci*' a téméf vyjimeénou je
druha varianta cis (BH', pH?)'®. Nejpo&etn&ji jsou ptirodni

Ar: Ar: Ar

Ar
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OCH,

(+)-steganolide A (-)-steganolide C

Obr. 3. Stérické uspoiadani steganolidi (lignanu typu C)

lignany zastoupeny ve varianté trans (aH', BH?), vyznaduji-
ci se zapornou optickou rotaci’**. Druha frans (BH', aH?)
varianta, vesmeés s kladnou rotaci, byla nalezena jenom v
malém podtu zastoupeni'®. Maly nebo vyjime&ny podet
zastoupeni né&kterych variant by mohl naznacovat, Ze se
jedna o artefakty vzniklé pii neSetrné izolaci nebo jiné
manipulaci. Pozdé€ji vSak byla stereochemicka diverzita
lignani objasnéna tim, ze mechanismus biosyntézy se
rizni v zavislosti na organové specifité, resp. specifite
enzyml (isozymu), podilejicich se na stereochemickém
fizeni vzniku lignanii v jednotlivych organech rostliny®.
Arylteralinovy typ B (Obr. 1) ma navic jesté jedno cent-
rum chirality na uhliku C-7" vzniklé spojenim fenolické
Casti jedné jednotky s alifatickou Casti té druhé. Obé moz-
né konfigurace byvaji v pfirodnich lignanech tohoto typu
hojné zastoupené .

U dibenzocyklooktanového typu C (z Obr. 1) pfiby-
vaji jesté dalsi dvé varianty stereostruktury (Obr. 3).

Existence a stabilita této chirality neni vyvolana je-
nom pritomnosti velkych substituentl ve vzajemné bliz-
kych polohach (viz steganolide A), ale je vynucena pomér-
né rigidni konformaci pfipojeného osmiclenného kruhu, na
kterém je vazan péticlenny lakton v pevné obalkové kon-
formaci'®. Laktonem vynucena konformace anelovanych
kruhli se projevuje dokonce az u deseti¢lennych kruhi
seskviterpenickych laktonti™. Stereochemie lignanii je
velmi dobfe probadana na vétsiné moznych stereoisomert,
ziskanych cilenou chemickou transformaci nebo stereose-
lektivni syntézou'®.

Sterické uspofddani u typtt D-F (na Obr. 1) je formal-
né jiné, ale principialné navzdjem si podobné. Je patrné
fizené stejnymi mechanismy”*. Rozhodujicim prvkem,
ktery ovliviiuje vznik jen urcitych stereospecifickych fo-
rem, je usmérnéni biosyntézy fidicim proteinem® (Obr. 4).

Tento nazor vznikl pravé proto, aby bylo mozné vy-

i cis: aH'(S), aH*(R) (+)
_CH,0H cis: BH'(R), BH%(S) (?)
; CH,OH trans: aH'(S), BH2(S) (-)
H

trans: BH' (R), aH?(R) (+)

Obr. 2. Konfigurace stérického uspoiadani vazeb uhlika C-8 a C-8" u lignanii typu A—C
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OH

Fidici protein

OCH;
OH

OCH;
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OCH,
OH
_— W
Hue) cniliH
N\
HO (+)-pinoresinol
OCH,4
OCH,
OH
H
+
HO (£)-pi inol
+)-pinoresino
OCH, P

(£)-dehydrodikoniferyl alkohol + dal$i neolignany

Obr. 4. Ridicim proteinem usmérnéna biosyntéza lignani

“OCLL
X

Obr. 5. Vybér nékterych charakteristickych typi neolignani

svétlit situaci, ze oxidaci vzniklé radikaly produkuji jen
omezené stereoformy a nikoliv vSechny mozné formy.
Spoluucast doplitkového fidiciho proteinu umoznila nejen
vysvétlit tento jev, ale ho i experimentalné potvrdit®®. Du-
kaz byl proveden tim, Ze za iCasti takového proteinu vzni-
kl oxidativné vyvolanou radikalovou dimerizaci jenom
(+)-pinoresinol (jeden z enantiomert lignanu typu D),
kdeZto bez ucasti fidiciho proteinu vznikl racemicky pino-
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resinol a vedle néj i racemicky dehydrodikoniferylalkohol
a dal3i neolignany. Ridici protein je tedy odpovédny nejen
za stereostrukturu, ale i za samotny vznik lignanti. Jiné nez
lignanové spojeni muze byt totiz disledkem pravé jen
nefizenych vazeb, jako napf. u neolignanti nebo ligninu.
Zatim neni znamo, jak fidici protein vaze a orientuje sub-
strat. Jeho soucinnost vSak vysvétluje, pro¢ vznikd jen
omezené mnozstvi stereospecifickych forem lignant.
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Neolignany

Vsechny jiné nez z definice lignand vyplyvajici spoje-
ni fenylpropanovych jednotek davaji moznost vzniku di-
merti nejrozliéngjsiho typu®* (Obr. 5). Je to napi. primé
spojeni fenyld, nebo jejich spojeni skrz jednu resp. dvé
etherové vazby, nebo kombinace pfimé a etherové vazby,
nebo vazba fenylu z jedné a bocniho fetézce z druhé jed-
notky (a to ve vSech moznych polohovych kombinacich),
nebo spojeni bocnich fetézcti v polohach jinych nez je
vyhradné€ pro lignany definovana vazba C-8 a C-8'. Tato
spojeni fenylpropanovych jednotek vyrazné rozsifuji struk-
turni variabilitu bis-fenylpropanoidli, a na rozdil od jiz
diive definovanych lignant, byly nazvany neolignany”’.

Referaty

V kombinaci s redukci vazeb a cyklizaci mohou vznikat
jesté varianty, jejichZ plvodni fenylpropanové jednotky
1ze odhalit jen pozornym rozborem struktury (viz posledni
dva ptiklady na Obr. 5). Z toho vyplyva, zZe neolignani by
mohlo byt v pfirodnim materialu mnohem vic nez lignanti.
Zatim tomu tak neni. MiiZe to byt tim, Ze neregulovanych
biosyntetickych drah je méné nez téch regulovanych. Mu-
ze to byt také jen uréitym zpozdénim ve vyzkumu neolig-
nand, jejichz rutinni strukturni analyzu umoznily az doko-
nalejsi strukturné analytické metody poslednich dvou de-
kad. Jejich biologické ucinky oproti u€¢inktim lignanti jsou
zatim také méné probadané **.

HO OH HO OH HO OH
O F O
HO (0]
/ OH OH

hinokiresinol
HO |I|ii OH
BAs
HO OH
yateresinol

agatharesinol

sugiresinol

HO
e
OH

1,4-p-difenylbutadien

Obr. 6. Nejznaméjsi norlignany (conioidy) odvozené od kyseliny plikatinové

Zékladni fenylpropanov¢ jednotky ligninu:

p-kumaroylalkohol (I)
konyferylalkohol (II)
sinapylalkohol (III)

Charakter vazeb fenylpropanovych jednotek tvoricich zakladni
skelet ligninu:

1. propan - propan (lignanovy typ)

2. fenyl - fenyl (neolignanovy typ)
3. propan - fenyl (neolignanovy typ)

Obr. 7. Slozky a vazby lignint
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Norlignany

Norlignany jsou sice svoji strukturou formalné€ vice
podobné neolignanim, biogeneticky jsou ovSem piibuz-
né lignanim'®. Jsou to vlastné jejich derivaty s niz§im
poctem uhlikl a s riznym poctem dalSich, nékdy i konju-
govanych dvojnych vazeb (Obr. 6). Biosyntéza norlignant
zatim neni zcela objasnéna®. Tyto latky vsak vznikaji
v procesu utvafeni jadrové Casti dfevin a také se generuji
pii vadnuti, zasychani & poskozovani jejich bélové &asti*’.
Mechanismus jejich vzniku pfedpokladd dodate¢né nebo
paralelné probihajici dekarboxylace a pfesmyky v procesu
tvorby nebo degradace lignanai™.

Lignin

Mimo dimerizace fenylpropanovych jednotek mohou
ovSem probihat i jejich oligomerace spolu s dal§imi pfidru-
zenymi reakcemi’'. U takto vzniklych spojeni se uplatiiuji
jak vazby lignanového, tak i neolignanového typu. Tii
nejbéznéjsi fenylpropanové jednotky jsou uvedeny na
Obr. 7. Kazda =z pfipojenych jednotek poskytuje pak
funkéni mista pro dal$i mozna spojeni nebo derivatizaci.
Tak vznika rizné velké sesitovani, jak co do poctu vaza-
nych jednotek, tak i co do poctu (hustoty) vazeb’>. Takto
vzniklé makromolekuly pak tvori ligniny. Nekteré volné
funkéni skupiny téchto siti mohou byt glykosylovany nebo
vazany na celulosu za vzniku lignocelulosovych kom-
plext. Ty jsou pak zdkladnim stavebnim prvkem dfevitych
rostlin a umoziuji stromim jejich mohutny vzrast, pev-
nost, tvar a jiné charakteristické vlastnosti. Lignoceluloso-
vy komplex je zakladni surovinou pro celuloso-papirensky

CH;0

OCH;

yatein

CH30

CH30

CH30 HO

O-Glu

trachelosid

Obr. 8. Znamé biologicKky aktivni lignany

podophyllotoxin

thujaplikatiny (R, R"=H/OH)
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primysl, ktery byl dlouhodobé vyzkumnou zakladnou
ahnaci silou pfi studiu nejenom technologického, ale
i chemického, biochemického a biologického vyzkumu
ligninu, lignanfl a fenylpropanoidli v§eho druhu.

3.1. Zndmé biologicky aktivni
a klinicky vyuzivané lignany

Lignany ptitahovaly pozornost badateli jiz odedavna.
Jednak proto, ze jsou hodné rozsifené v rostlinné fisi,
a také proto, Ze se vyznacuji Sirokou $kalou biologickych
0éinkt®. Zde nelze celou tu §ifi zachytit, pouze ilustrovat
uréitym vybérem.

Obecné, biologicka funkce lignanti zatim jest¢ nebyla
plné identifikovana. Existuji ovSem dukazy, Ze lignany
hraji nezanedbatelnou roli v chemickych interakcich mezi
rostlinami a houbami, rostlinami navzajem a rostlinami
a hmyzem'®, a to bud’ pfimo nebo zprostiedkovang, for-
mou synergismu s jingmi G&innymi rostlinnymi latkami®*.
To znamena, ze maji svlij vyznam v obranném systému
hostitelskych rostlin a ovliviiyji tak symbidzu organismi
na ekologické arovni®’. Prekurzory lignani jsou také mezi-
produkty nebo komponenty tvorby ligninu, tudiz mohou
hrat urcitou roli i v regulaci rlstu rostlin.

Lignany ovSem vykazuji velmi rozmanité spektrum
G&inkd i na vy3§i organismy, veetng Eloveka'®?%3% Sjre
jejich biologickych vlastnosti predpoklada také Sifi mecha-
nismi aginka®®. Tato §ife podnécovala jiz odedavna jejich
vyzkum, v soucasnosti se soustied’'uje predevsim k pro-
zkoumani strukturné aktivitnich vztaht, o zmapovani mis-
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ta jejich pasobeni, no a v konecném dusledku i o vyvoj
novych farmakologickych preparatli. Pfikladem mohou byt
lignany yatein a podophyllotoxin®® a jeho cilen& modifiko-
vané derivaty etoposid a teniposid'® (Obr. 8), které dospély
az kaplikaci v klinické mediciné. Tato 1éCiva pulsobi
v Sirokém spektru chemoterapie rakovinylé.

Podophyllotoxin (Obr. 8) byl identifikovan jako bio-
logicky u¢innd, ovSem gastrointestindlné toxick4 obsahova
latka davno znamé 16¢ivé rostliny Podophyllum peltatum™
(tzv. americké mandragory), kterou vyuzivali uz kolonisté
amerického zapadu proti hore¢kam a riznym parazitarnim
infekcim. Dobra povést této rostliny pretrvala az do sou-
Casné doby. Jeji hlavni G¢inné slozky (lignany) byly spolu
s dalSimi strukturnimi analogy z jinych rostlinnych zdroja
(napf. yatein z tropické dieviny Libocedrus yateensis**>'
nebo jeho analogy z rostlin rodu Piper*', eledi pepiovi-
tych, Piperaceae) testovany v riznych modelech vyhleda-
vacich testl. Mnoh¢é pak postoupily i do vysSich speciali-
zovanych piedklinickych a klinickych testl. Nékteré byly
po vhodné provedenych chemickych modifikacich (jako
etoposid a teniposid), s vys§i Gcinnosti, nizsi toxicitou a
hlavné patentovatelnou piipravou, registrovany firmou
Sandoz jako lé¢iva'.

Dalsim ptikladem biologické ucinnosti lignant je
jejich antivirova aktivita®’. Napf. lignanovy glukosid tra-
chelosid (Obr. 8), ptivodné izolovany z rostlin rodu 7ra-
chelospermum®, byl spolu s dalsimi analogy syntetizovan
a testovan. V testech byla prokézana ucinnost série téchto
latek proti HIV-1 viru (cit.**). Trachelosid a jeho dalsi
blizké analogy (trachelogenin, carthamosid a carthamoge-
nin) byly ziskany také ze zndmé 1é¢ivé rostliny sibifského
puvodu, péstované a analyzované i u nas z parchy safloro-
vé, Leuzea carthamoides'*. Tato rostlina je zdrojem
i dalsich cennych a biologicky ucinnych latek terpenické-
ho, flavonoidniho, serotonin-fenylpropanoidniho® a stero-
idniho (pfedeviim ekdysteroidniho*®) typu, poskytujicich
regeneraéni, tonizujici a anabolické u¢inky*’.

Zajimavym piikladem biologicky ucinnych lignant
jsou thujaplikatiny (Obr. 8) a jejich derivaty®™ z dekora-
tivni a stavbarsky vyznamné dieviny Thuja plicata (zerav
fasnaty — western red cedar). Stavby z trami této velmi
trvanlivé dfeviny jsou diky lignaniim, ale také ptibuznym
troplonam*®, biochemicky napadné odolné vici dfevokaz-
nym houbam®*. Tiisky, hobliny &i piliny této dieviny se
ve venkovskych hospodaiskych stavenich pouzivaly
v minulosti jako pfirodni insekticidy®*. Bohuzel, jejich
vedlejsim Gginkem (vinou ptitomné kyseliny plikatové® —
strukturné pribuzné podophyllotoxinu) byly pak astmatic-
ké alergie lidi, vystavenych dlouhodobému vlivu téchto
prosttedki®.  Podobné latky byly identifikovany
iv pfibuzné dfevin¢ vychodniho pivodu Cryptomeria
Japonica (japonsky cedr — Sugi) a Chamaecyparis obtusa
(japonsky cypiis — Hinoki)*. Stovky let staré chramy po-
stavené z té€chto dfevin stale odolavaji houbam i termittim.
Extrakty zhinoki slouzi také jako surovina pro mnohé
japonské medicindlni, kosmetické a vonavkaiské prepara-
ty. Majoritni lignany téchto rostlin, predevsim vsak hinoki-
nin (Obr. 8) a jeho derivaty, vykazuji nadprimérnou hmy-
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zi potravné regulagni aktivitu'®** a vyznamné imunomodu-

laéni uginky™’, které jsou predmétem zajmu farmakologii
1 v soucasnosti.

Mimo thujaplikatiny (Obr. 8) a jim pfibuzné lignany
byly ve vySe jmenovanych dfevinach identifikovany
ilignanové derivaty s niz§im poctem uhlikii (norlignany,
Obr. 6), navic mnohdy obsahujici i konjugované dvojné
vazby. Proto se nékteré z nich vyznacuji nestalosti, vyply-
vajici z mozné oxidace na chinony, chinonmethidy a radi-
kaly, schopné tvorby néslednych produkti, mnohdy pestie
barevnych (od Zluté ptes oranzovou az k Cervené). Tyto
latky davaji svym dfevindm patficim do fadu Coniferopsi-
da (odsud byl odvozen také jejich puvodni a chemotaxo-
nomicky zdiivodnitelny nazev conioidy®”) jejich neob-
vyklou barvu a odolnost™. Biogeneticka souvislost norlig-
nant s thujaplikatiny je ndpadné patrnd a lze ji tudiz pted-
pokladat, ba i mechanisticky vysvétlit spoluptiisobenim
dekarboxylaci a pfesmykti na prib&h dimerizace fenylpro-
panovych prekurzora®.

3.2. Fytoestrogeny lignanového typu
a enterolignany rostlinného pivodu

Fenolicka slozka struktury je charakteristickym zna-
kem estrogennich hormont a jejich bioanalogii, po¢inaje
tim nejacinnéjSim estradiolem, jehoz plvodné steroidni
skelet je transformovan v kruhu A na fenol. Mnohé dalsi
rostlinné polyfenoly maji také slabou estrogenni nebo an-
tiestrogenni  U€innost sv&€d€ici o jisté interakci
s estrogennimi receptory®>. Tyto latky jsou si pribuzné
nejen zhlediska své funkce, ale do znatné miry
i z hlediska své struktury. K nejznaméj$im patii latky od-
vozené od isoflavonoidil (genistein), kumarinti (kumestrol)
a stilbenoidd (resveratrol)™. Latek s aginky agonisti &i
antagonistd estrogenu na zminéném receptoru je vSak
mnohem vic*. Patii mezi n& i lignany dibenzylbutanového
typu (Obr. 1, typ A, predevs§sim ve formach II a V). Vse
zaCalo podivnym nalezem lignanu enterolaktonu v télnich
tekutinach t&hotnych Zen™ a pokragovalo identifikaci jeho
analog enterolignant’®’, objasnénim jejich funkce, bioge-
neze i metabolismu™**®. Biologické ¢inky a ptivod t&chto
latek jsou dosud predmétem zajmu, predevsim z hlediska
potravinatského®?, farmakologického®”*®, &i analytické-
h 055,59.

Lignany s fytoestrogennimi u¢inky jsou bohat¢ za-
stoupeny v bézné rostlinné potrave: soji, ryzi, obilninach,
vlakninach, ofiScich, ovoci®®, v mensi mife oviem také
v napojich, nutriéné a gastronomicky tak vyznamnych,
jakym je bilé a Eervené vino®™. Lidstvo vyuZiva tyto zdroje
v celé své historii, ovSem sruznou intenzitou. Neékteré
zdroje jsou nepostradatelné a tudiz trvalé, nékteré se ve
vlnach vytraceji a vraceji, ovlivilované bud’ ekonomickou
nutnosti nebo medialni/reklamni popularizaci. Piikladem
miiZe byt sekoisolariciresinol diglukosid ze Inénych semen
(s obsahem 0,9-3 %, podle kultivaru)®'. Tato semena, jako
vedlejsi produkt Inu, byla v minulosti béZnou potravou
a krmivem, stejné¢ jako Inény olej, ktery byl ovSem pru-
myslovou revoluci degradovdn jen na vyrobu fermezi,
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CH30
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CH;0
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Obr. 9. Enterolignany a jejich prekurzory, fytoestrogeny
lignanového pivodu

linolea a margarinii. Pfestoze svétova produkce Inénych
semen je stale asi 2,5 milionl tun ro¢né (Ctvrtina z toho v
Kanadg¢), nutri¢ni vyuziti Inénych produktli vazlo. AZ nyni
se tyto produkty vraceji do povédomi lidi, hodné populari-
zované jako téméf vSelécici nutraceutika, aniz by byly
jejich deklarované farmakologické a medicinalni Géinky
uspokojivé objasnény. Znamé je jen to, Ze matairesinol
a sekoisolariciresinol (a i nckteré jiné lignany stejného
strukturniho typu) jsou prekurzory dvou prokazanych xeno
-estrogenti: enterodiolu a enterolaktonu (Obr. 9).

Tyto dvé latky byly ptivodné objeveny v moci, matei-
ském mléku i krevnim séru Zen (pozdé&ji i samic dalSich
primatd) v obdobi téhotenstvi, laktace, nebo riznych hor-
monalnich zmén ¢&i poruch™. Jelikoz lignany s hydroxyly
vyluéné jen v meta- poloze nebyly z rostlinnych zdroji
znamy, dlouho se pfedpokladalo, Ze jde o latky endogenni.
Az pozdgji se prokazalo, ze tyto latky vznikaji
z exogennich zdrojil, z ur€itych vhodnych rostlinnych lig-
nant, a to v zazivacim traktu ptisobenim stievnich bakte-
rii>*. Zjistilo se, Ze prochazeji stejné jako Zlutové kyse-
liny nebo steroidni hormony enterohepatalnim ob&hem
(coz je resorpce latek do portalniho krevniho ob&hu zachy-
cenych jatry a opét vyloucenych na piislusnych mistech
svého pulsobeni). Odtud je odvozen i jejich nazev. Jejich
ucinky jsou hlavné estrogenni a kancerostatické (napf.
u karcinomu prsu a stiev)’>. Vliv jejich nadmémého
davkovani ovSem nebyl jesté dostatecné prozkouman a
objasnén®®*2.
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4. Zavér

Lignany jsou bezesporu reprezentativni a vyznam-
nou skupinou biologicky t¢innych sekundarnich metaboli-
ta polyfenolického typu a zaroven fenylpropanového pu-
vodu. Jejich bohata strukturni variabilita a riznoroda bio-
logicka ucinnost jiz odedavna poutd nemalou pozornost
fytochemiki a periodicky, v urCitych etapach, také botani-
ku, farmakologi, chemickych ekologii a nyni i odbornik
pro kvalitni a bezpecnou vyzivu. V souCasnosti roste za-
jem o informace kolem bioaktivnich polyfenolii i u vefej-
nosti, ktera hodla poucené vyuzivat fytofarmaka, ¢i nutra-
ceutika, t. j. biologicky aktivni potravni dopliiky, schopné
preventivné chranit zdravi pied ptibyvajicimi chronickymi
chorobami a zdravotnimi problémy z nadmérného Zivotni-
ho a vykonnostniho stresu. Soucasna vlna zajmu je sice
orientovéna pravé na zminénd hlediska a na vyuZiti téchto
latek pro lepsi kvalitu vyzivy, nicméné jiz vic nez dvé
dekéady také na studium a vyuziti v oblasti chemické eko-
logie a ochrany rostlin vici skodlivym organismiim a ne-
pfiznivym ekologickym vliviim. Proto byl vybér informaci
z literatury 1 z vlastni experimentalni prace soustfedén
pfedevs$im na tato hlediska. Jenom z ¢ésti se dotykd vin
zajmu nyni méné atraktivnich, i kdyz svého Casu také vy-
znamnych, jaké iniciovala farmakognozie ¢i chemotaxono-
mie rostlin. Lignany, spolu s dal§imi sekundarnimi meta-
bolity, poslouzily totiz jako vyznamné chemické znaky pro
botanickou klasifikaci v dobach, kdy proteomika a geno-
mika nebyly jeSt¢ dostate¢né rozvinuté a dostupné pro tyto
ucely.

Tato prdce vznikla jako soucdst vyzkumného zaméru
740550506 a byla podkladem k prednasce v ramci post-
graduadlniho kurzu o chemii a biochemii prirodnich latek
v eyklu Organicka chemie na UOCHB AVCR.
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Uvodnik

Polysacharidy, jejich vyznam a uplatnéni

V prirodé je kazdym rokem syntetizovino 4 . 10" tun
sacharidii prevazné ve formé polysacharidii. Polysacharidy
patri mezi biologické polymery, které maji dillezitou ulohu pri
stavbé rostlin, Zivocichii, hub a mikroorganismii (celulosa,
chitin, pektin, hemicelulosy) a jsou zdrojem energie pro riizné
biochemické reakce (Skrob, fruktany). Mohou se také ziicast-
novat dalsich procesii, napr. ovliviuwji srazlivost krve
(heparin) nebo hospodareni s vodou (rostlinné gumy a slizy).
Kromé polysacharidii se v prirodé vyskytuji proteoglykany,
coz jsou makromolekuly vyskytujici se Zivocisnych organis-
mech. Jsou tvoreny glykosaminoglykany kovalentné vazané na
protein. Nachazeji se uvniti- bunky, jsou soucasti bunécné
stény a mimobunécné matrice. Na zdkladé velké rozmanitosti
proteoglykanii se usuzuje na radu jejich biologickych funkci,
ale pouze cast téchto funkci byla doposud vysvétlena. Zrejmé
nejdale postoupil vyzkum funkce proteoglykanii nervovych
thani.

Z kratkého prehledu vyplyva, jakymi odlisnymi viastnost-
mi se polysacharidy vyznacuji, pricemz na jejich tvorbé se
podili pouze nékolik monosacharidii a jejich derivati, prevaz-
né D-glukosa, D-galaktosa, D-mannosa, 2-amino-2,6 deoxy-
glukosa, L-arabinosa, D-xylosa a D-galakturonova kyselina.
Tyto monosacharidy se vyskytuji jako a nebo [ anomery
a jsou nejcastéji vazany (1<4) glykosidovymi vazbami.
Zejména stavebni polysacharidy jsou linedrni, avSak obecné
mohou byt polysacharidy vice ¢i méné vétveny.

Polysacharidy maji nejen nepostradatelny vyznam
v prirode, ale také maji Siroké vyuZiti v potravinarstvi, farma-
cii a v dalsich priimyslovych odvétvich. Napr. celulosa, nej-
rozsirenéjsi stavebni polysacharid rostlin, je zakladem papiru,
textilnich tkanin, stavebnich hmot, jeji derivaty se pouzivaji
jako zahustovaci prostredky do potravin a jsou dileZitou
soucasti riiznych forem 16ki. Skrob, ktery je nejrozsirenéjsi
zdasobni polysacharid rostlin, ma casto podobné pouziti jak
v nativni formé, tak ve formé derivati, jako celulosa. Derivaty
Skrobu, tzv. hydrokoloidy na miru, se pouzivaji do deserti,
zmrzlin, cukrovinek, zahustuji omacky, riizné dresinky a kecu-
Py, a mimo jiné jsou soucasti uzenin a masnych vyrobkii.

Pektin je v prirodé soucasti bunécné steny rostlin a pati't
nejen k nejrozsirenéjsim polysacharidiim v prirode, ale po-
dobné jako Skrob nebo derivaty celulosy, se Siroce pouziva
v potravinarském pramyslu, napr. jako vybornd Zelirujici
latka. Pektin snizuje obsah cholesterolu v krvi a mad také
schopnost vazat ionty tézkych kovii. Chemické modifikace
molekuly mohou vyrazné menit jeho vlastnosti a umoznit nova
pouziti, dosud vSak toho, na rozdil od Skrobu, nebylo nalezité
vyuzivano. Pektin ma nékteré vyhody proti Skrobu vyplyvajici
z pritomnosti Castecné esterifikovanych karboxylii v jeho
molekule. Tyto skupiny jsou vhodné pro snadné chemické
modifikace (transesterifikace, amidace), které mohou vést
k vyraznym zméndm fyzikdalné-chemickych a biologickych
viastnosti vzniklych derivatu. Hydrofobné upravené derivaty
pektinii vznikaji vazbou nepoldrnich skupin na pektinové
makromolekuly pomoci alkylace, acylace, esterifikace nebo
amidace. Tyto derivaty nachazeji uplatnéni pri stabilizaci
emulzi nebo pro zachycovani a odstranovani nepoldarnich
molekul, napr. uhlovodikii, tukii, cholesterolu a Zlucovych
kyselin. Pektin je v lidském téle dobre fermentovatelny sub-
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strat, proto je rozstépen jiz v predni casti tlustého stieva. Nado-
ry a zanéty vSak vznikaji v dolni casti tlustého streva. Chemicka
derivatizace pektinu miize snizit jeho dostupnost pro mikroorga-
nismy a modifikovany pektin by mohl byt fermentovin podél
celého tlustého streva a tim ho chranit. Amidace pektinu navic
zvySi jeho afinitu k Zlucovym kyselinam a tukiim. Dalsim prikla-
dem vyuziti modifikovaného citrusového pektinu spociva v tom,
ze blokuje galektin-zavislou adhezi nadorovych bunék na po-
vrchu zdravé tkané, a tim zabranuje metastazi.

Diilezitym prikladem polysacharidu s Sirokym spektrem
vyuziti v prumyslu a mediciné je chitin a chitosan. Chitin je po
celulose druhym nejvice se vyskytujicim prirodnim biopolyme-
rem. Na rozdil od celulosy vsak neobsahuje glukosu, ale jeji
derivat N-acetylglukosamin. Je hlavni slozkou exoskeletu
bezobratlych zivocichii (krabui, korysi, mekkysi, chobotnic),
bunécnych stén hub (plisni, kvasinek, vyssich hub) a vyskytuje
se i v krovkach hmyzu. Komercni chitin se ziskava predevsim
z odpadnich produktii vzniklych pri zpracovani morskych
zZivocichii. Chitosan, deacetylovana forma chitinu, se pro své
vyznacné viastnosti pouziva v mnoha priumyslovych oborech,
zejména v potravindrstvi jako soucast potravinovych doplitki
a pripravkii na sniZeni hmotnosti.

Skupina polysacharidu, kterd je v soucasné dobé hojné
studovana, jsou f-glukany'. Tyto polysacharidy maji hlavni
retezec tvoreny glukosou vazanou [ glykosidovou (1<3)
vazbou a jsou podle piivodu vice ¢ méné vétveny vazbou
(16). [(-Glukany jsou soucdsti bunécnych stén rostlin, mik-
roorganismii a vysSich hub. Pomérné vyssi obsah téchto poly-
sacharidit maji nesladovnické jecmeny. Predmétem zkoumdani
Jje schopnost [-glukanii priznivé ovliviiovat imunitni systém
¢lovéka a snizovat hladinu cholesterolu v krvi, takze tyto poly-
sacharidy maji v soucasné dobé uplatnéni v potravinadrskych
dopliicich, avsak intenzivné se overuje jejich vyuZiti ve farma-
cii. FGlukany jsou také soucasti kosmetickych krémii, kde
maji za ukol vazat vodu, piisobi jako antioxidanty a uklidiuji
podrazdenou plet.

Studium polysacharidii je z mnoha hledisek zajimava ob-
last chemie. Priroda je nevycerpatelnym zdrojem teéchto latek,
které nachazeji bud’ primo nebo po chemické nebo enzymové
uprave celou fadu novych uplatnéni, obcas diskutabilnich, pri-
kladem mohou byt nahrady tukii (fat mimetics) v potravinach.
Ziejmé nejvice komplikované, ale zaroven nejvice vzrusujici, je
objasneni ulohy a vyznamu proteoglykanii ¢i glykoproteinii.

Ustav chemie a technologie sacharidii na Vysoké kole
chemicko-technologické (VSCHT) se jiZ radu let zabyva
studiem struktury a modifikace polysacharidii. Pozornost je
zejména soustiedéna na pektin, chitin a f-glukany vyssich
hub. Tento vyzkum probiha ve spolupraci s radou pracovist
VSCHT, Ustavem Zivocisné genetiky a fyziologie AV, Usta-
vem makromolekularni chemie AV a Vyzkumnym ustavem
potravinarského primyslu. Vyzkum je podporovan projek-
1ty Grantové agentury CR, Fondem rozvoje vysokych §kol
a vyzkumnymi zaméry VSCHT.

Jana Copikova, Andryi Synytsya

1. Vétvicka V.: Chem. Listy 98, 963 (2004).
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1. Uvod

Huminové latky jsou piirodni organické slouceniny
vzniklé chemickym a biologickym rozkladem organické
hmoty (zbytkl rostlin, Zivocichti apod.) a syntetickou €in-
nosti mikroorganismu. Pfirozené¢ se vyskytuji zejména
v sedimentech, zemindch, raseliné, hnédém uhli, lignitu
a nekterych daliich materidlech'”. Obsah huminovych
latek v pfirodnich matricich kolisa od stopovych mnozstvi
(pisky, jily), pfes jednotky procent (b&zné zeminy) az
k desitkdm procent (hnédé uhli, lignit). Mimotadn¢ vysoky
obsah — 80 % a vice — potom vykazuje napf. raselina.
Uvadi se, Ze ve svrchni vrstvé souse (asi 1,23.10'2 m?) je
celkové obsazeno 1,143-1,314 Tt uhliku ve formé humi-
novych latek®. Pod jednim &tvereénim metrem souse lze
tedy v priméru nalézt 9,29-10,69 kg této formy uhliku.
Toto mnozstvi je nesporné zna¢né nejenom napf. pro ze-
médélské vyuziti, ale nabizi také znacny potencial
z hlediska uskute¢néni pfirozenych dekontaminacnich
procesi®.

Huminové latky jsou jiz po fadu desetileti predmétem
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intenzivniho védeckého zajmu, ktery vychazi zejména
z jejich vyhodné vyuzitelnych chemickych a fyzikalnich
vlastnosti' . V soucasnosti maji huminové latky po-
mérné rozsahlé vyuziti, které je mozné rozdélit na nasledu-
jici oblasti: aplikace v zemédé€lstvi, primyslové pouziti,
vyuziti v oblasti ochrany zivotniho prostiedi, farmakolo-
gické pouziti a vyuziti jako palivo'®. V zemé&délstvi jsou
tyto latky vyuzivany zejména jako hnojivo v podobé hu-
matd, piikladem primyslového a farmakologického pouzi-
ti materiald s obsahem huminovych latek mize byt izolace
huminovych kyselin z hnédého uhli, lignitu nebo raseliny.
Do soucasnosti byla napsana cela fada postupt pouzitel-
nych pro izolaci huminovych kyselin a jejich oddé¢leni od
fulvokyselin (vCetné patentovani specifickych metodik
izolace)'”’. Vyuziti huminovych latek v oblasti ochrany
zivotniho prostiedi je rovnéz cilem pomérné intenzivniho
veédeckého vyzkumu, zejména potom v poslednich dvou
desetiletich®®>*. Atraktivita huminovych latek v této ob-
lasti pouziti je zejména déna skutecnosti, ze se jedna
o latky pfirozeného puvodu s dostateCnymi zasobami
v piirodnich matricich'™ a s potencialng vhodnymi vlast-
nostmil+10-13:35:36

2. Struktura a vlastnosti huminovych latek

Molekulova hmotnost huminovych latek se pohybuje
pfiblizn€ v rozmezi od 2000 do 200 000. Huminové latky
jsou strukturné velmi slozité a doposud ne zcela presné
popsané, prestoze jsou piedmétem studia vice nez 100
let>™. Znalost strukturniho sloZeni huminovych latek je
vSak nezbytnd pro pochopeni jejich moznych fyzikalné-
chemickych interakci s latkami pfitomnymi v Zivotnim
prostiedi®® *>** 6. Za hlavni slozky huminovych latek jsou
obvykle povazovany huminové kyseliny, fulvokyseliny
a humin.

Huminové kyseliny ptedstavuji takovou frakci humi-
novych latek, kterd neni rozpustna v kyselych a neutral-
nich vodnych roztocich, ale je v téchto roztocich rozpustna
pfi vysSich hodnotach pH. Huminové kyseliny tedy mohou
byt ziskany alkalickym louZenim vhodné matrice a nasled-
nym okyselenim vyluhu. Pravdépodobné prvni navrhy
struktury huminovych kyselin byly ptedlozeny téméf sou-
¢asné Stevensonem'® v roce 1972 a Harworthem'' v roce
1973. V analogii s tehdy vznikajici hypotetickou strukturni
formuli hnédého uhli se predpokladalo, ze huminové latky
obsahuji primarné v zakladni strukturni siti zabudované
polyaromatické uhlovodiky. Tato strukturni pfedstava je
dnes vSak uZz v zasad¢ opusténd. V nasledujicich dvaceti
letech doslo pak k tad¢ zasadnich objevl ve struktufe hu-
minovych kyselin, a to zejména diky pokrokiim dosaze-
nych v oblasti instrumentélni analyzy. Tyto objevy postup-
n¢ objasnily, ze ve struktufe huminovych kyselin jsou
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Obr. 1. Hypoteticky strukturni vzorec huminové kyseliny'

zabudovany aromatické a hydroaromatické di-, tri- a tetra-
kyseliny!"1 2133536

Ptiklad mozné struktury huminovych kyselin je uve-
den na Obr. 1.

Huminové kyseliny jsou obecné povazovany za kom-
plexni aromatické makromolekuly, kde spojeni mezi aro-
matickymi skupinami zajiSt'uji aminokyseliny, aminocuk-
ry, peptidy a alifatické slouceniny. Hypoteticka struktura
huminové kyseliny uvedend na Obr. 1 obsahuje volné
a vazané fenolické skupiny -OH, chinonové struktury,
dusikové a kyslikové atomy ve funkci mistkli a karboxy-
lové skupiny umisténé na aromatickych kruzich. Obsah
hydroxylovych skupin v karboxylovych a fenolickych
jednotkach se pohybuje v rozmezi od 3 az do 10 meq g
a je zavisly na puvodu suroviny a pouzitém zpuisobu
zpracovani huminovych latek®®. Huminové kyseliny
tedy vykazuji polyaniontovy charakter a mohou vazat
ionty rGznymi mechanismy (jak chemickymi, tak fyzi-
kalnimi)'3-****4748 yedeni strukturnich vzorcti humi-
novych kyselin provazela fada vyhrad, coz ovSem pfi slo-
Zitosti téchto latek bylo v zasadé ocekavatelné'>*’.

V publikovanych strukturnich vzorcich huminovych
kyselin (kde strukturu na Obr. 1 lze chapat jako jednu
z moznych variant) Casto nebyvaji uvadény nckteré dalsi,
pro chemickou reaktivitu huminovych kyselin velmi dile-
zité strukturni formace. Jsou to napt. chinoidni oxida¢né-
redukeni struktury vykazujici schopnost tvorby semichino-
idnich seskupeni. Oxida¢né-redukéni aktivita huminovych
kyselin je znama témé&F Gtyti desetileti>’, kde napt. humino-
vé kyseliny piipravené z raseliny byly hydrogenovany
a pak titrovany ke stanoveni oxida¢né-redukéniho potenci-
alu’!, ktery byl nalezen mezi 0,32 a 0,36 V. Pro huminové
kyseliny byl také opakované zjistén pozitivni EPR signal
svédcici o existenci neparového elektronu odpovidajiciho
zfejmé semichinoidnimu uhlikatému radikalu™-*. Zajima-
vé je v této souvislosti napt. pozorovani piimé redukéni
schopnosti huminovych kyselin® p#i redukci rtutnatych
iontl na kovovou rtut’. Podobna redukéni aktivita humino-
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vych kyselin byla pozorovana pii redukci Cr®" a Au’*
a n¢kterych organickych barviv.

Pritomnost chinoidnich struktur, ptfesnéji feceno pii-
mo 2-methylnaftochinonu, byla prokdzana jiz téméi pred
tremi desetiletimi®*. Koncentrace chinontl v regenerované
huminové kyselin¢ ziskané vysokotepelnou a vysokotla-
kou oxidaci bituminosniho uhli mtze byt az o dva fady
vyssi'. Tato konstatovani jsou velmi vyznamnd, protoze
pravé chinoidni struktury jsou dosti dileZité pfi pfimém
chemickém vytvafeni kovalentnich vazeb humusu
s cizorodymi latkami bez asistence enzymatické katalyzy.

Fulvokyseliny predstavuji takovou frakci huminovych
latek, kterd je rozpustna ve vodé v zésad€ v celém rozmezi
pH a kterd zustava v roztoku po odstranéni huminovych
kyselin okyselenim (obr. 2). Zabarveni fulvokyselin se
pohybuje v rozmezi od svétle Zlutého do Zlutohnédého.
Humin pfedstavuje takovou frakci huminovych latek, ktera
se ve vodé¢ nerozpousti ani pii kyselé ani pfti alkalické hod-
noté pH. Humin potom vykazuje ¢ernou barvu'.

Existuje teorie, Ze tmavé zbarveni huminovych latek
je vazéano na pfitomnost slozek s vysokou molekulovou
hmotnosti. Podle této teorie mohou byt rozdily mezi humi-

HO\C//O
Ho_ 0O I
7 CH, H
Ce. L T I
[P
H—c” y C—O—CH ~
v N/ OH
HO
o OH H OH
I
0=¢ CH, OH
HaC é H ﬁ H !
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I
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Obr. 2. Hypoteticky strukturni vzorec fulvokyseliny>
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Obr. 3. Vlastnosti huminovych latek'

novymi kyselinami a fulvokyselinami vysvétleny rozdilem
v molekulové hmotnosti, poc¢tu funkénich skupin
(karboxylovych, fenolickych) a mife polymerace.
S nartstem molekulové hmotnosti tedy dochazi ke zmé-
nam obsahu uhliku a kysliku, kyselosti a mife polymerace,
jak je ukazano na Obr. 3. Nizkomolekularni fulvokyseliny
vykazuji vyssi obsah kysliku, ale niz$i obsah uhliku nezli
vysokomolekuldrni huminové kyseliny. Fulvokyseliny
obsahuji vétsi pocet funkenich skupin kyselého charakteru,
zvlaste skupin —COOH. Celkova kyselost fulvokyselin
(900-1 400 meq.100 g™'") je podstatn& vyssi nezli kyselost
huminovych kyselin' (Obr. 3).

3. Charakteristika oxihumolitu z lozZisek
v Ceské republice

Oxidovana mlada hnéda uhli tzv. oxihumolity mohou
obsahovat az 90 hm. % biochemicky vysoce aktivnich
huminovych latek. V Ceské republice jsou jedny
z nejkvalitnéjsich oxihumoliti na svete™, napf. oxihumoli-
ty z nékterych lokalit v severnich Cechach obsahuji vice
nez 80 % huminovych kyselin a zaroveit maji maly obsah
bitumenu (< 0,1 %) a anorganickych slougenin®.

Systematické mapovani dostupnych lozisek oxihumo-
lita v CR provadi VUAnCh Usti nad Labem. Napf. v le-
tech 2000 az 2001 provedl porovnani vlastnosti oxihumoli-
ta z lozisek na Teplicku (ddl Vaclav u Duchova), na Mos-
tecku (lom VrSany) a na Sokolovsku (lomy Druzba, Marie,
Jifi a Silvestr). Za nejkvalitnéjsi oxihumolity z vySe uvede-
nych lokalit jsou povazovany produkty z Duchova, tzv.

huminové kyseliny

rist intenzity zbarveni

rist molekulové hmotnosti
st obsahu uhliku
pokles obsahu kysliku
pokles vyménné acidity ——————»

pokles rozpustnosti
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Bilinské oxihumolity®****°. Tyto oxihumolity maji nizky

obsah popela (4,2-17 % v su$in€), vysoky obsah humino-
vych latek (85-95 %) a rovnéz pomérné vysoky obsah
funk¢nich skupin. Pro srovnani lze uvést, ze oxihumolity
z oblasti Mostecka obsahuji 50-60 % popela v susiné
a 30-40 % louzitelnych huminovych latek HS; (cit.*®),
zatimco obsah funkénich skupin se pohybuje na Grovni
bilinskych oxihumolitd. Slozeni oxihumolitd ze Sokolova
neni jednotné a zavisi na tézené lokalité; nejkvalitnéjsi je
oxihumolit z byvalého lomu Silvestr. Toto loZisko v8ak jiz
bylo uzavieno. Z hlediska obsahu huminovych latek jsou
pomérné stabilni i oxihumolity z lomt Jiti a Marie. Oxihu-
molity z lomu Marie maji vysoky obsah popela (51,8 %
v susing€), kterému odpovidé i vySsi obsah Al a Si, obsah
funk¢nich skupin neni pfili§ vysoky. Oxihumolit z lomu
Jifi m& pomémé vysoky obsah huminovych latek (47,6 %
v susing) i celkovych funkénich skupin. Naopak oxihumo-
lity z lomu Druzba se vyznacuji pomérné€ nizkym obsahem
popela, ale také velmi nizkym obsahem louzitelnych humi-
novych latek a i jejich ostatni vlastnosti je zafazuji spiSe
k uhli®.

Oxihumolity ze Sokolova a Mostu maji v porovnani
s bilinskymi mensi podil aromatickych slozek a vice slo-
zek alifatickych, ¢emuz odpovidd i vétsi obsah vodiku.
Elementarni analyza ukazala, Ze vzorky oxihumolitd ze
Sokolova a Mostu se také od bilinskych 1isi niz§im obsa-
hem uhliku a vy$§im obsahem kysliku®. Obsah volnych
radikalt, ktery ma podle poznatki z literatury vztah
k biologické aktivité, je nejvyssi (v fadu 10" na 1 g HS)
u vzorkl, které jsou svymi vlastnostmi blizké uhli
(sokolovské oxihumolity z lomu Druzba), v ostatnich
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Tabulka I
Zakladni vlastnosti huminovych kyselin®®
Vzorek H,O Popel® FA® Funk¢ni skupinyb [meq g_l] M, M, E4/E6
[%] [%] [%] celkova kyselost —-COOH
HAT 5,99 4,13 2,03 8,42 3,64 19 300 10 200 7,28
HA 1T 7,50 18,93 5,13 9,18 3,59 19 900 12 700 7,74
HAIII 4,36 4,46 13,69 7,46 2,87 33700 16 600 5,87
HA IVa 4,26 78,14 9,96 13,76 4,54 22 600 6 200 3,31
HA 1IVDb 6,39 29,94 5,09 11,07 5,26 16 400 7 000 3,96
HA Va 9,67 9,12 2,80 8,73 3,40 18 500 10 000 6,43
HA Vb 9,60 0,73 3,99 9,61 4,99 14 100 9200 13,30
HA V¢ 6,45 6,07 27,61 6,07 3,71 14 000 10 100 14,10
HA Vd 11,06 11,45 1,84 7,40 3,25 18 700 7 800 5,71
Fluka 5,63 18,07 5,84 7,46 1,01 20 000 9 800 5,72

“Bez vody, " bez vody a popela, FA — fulvokyseliny, HA — huminové kyseliny, HA I — lokalita dil Véclav u Biliny, HA II
— lokalita Vrany, HA III — lokalita Hora Sv. Sebestiana, HA IV — lokalita Chotésov (a,b — vzorky pfipraveny riiznym po-
stupem), HA V — lokalita dil Vaclav u Biliny (a,b,c,d — vzorky pfipraveny riznym postupem), Fluka — komer¢né dostupné
huminové kyseliny od fy Fluka, M,, — hmotnostn¢ stfedni molekulova hmotnost, M, — ¢iseln¢ stfedni molekulova hmotnost,

E4/E6 pomér optickych absorbanci pti 465 a 665 nm

vzorcich se pocet radikalt v 1 g organické hmoty pohybuje
v fadu 10" az 10" (cit.).

V soucasné dob¢ jsou oxihumolity zpracovany piede-
v§im na humat sodny a humat draselny; v omezené mife
pak i napf. na huminové kyseliny a humaty dalSich kovi.
Diky nizké cené oxihumolitii (vznikaji jako odpad pfi t&z-
bé uhli) a jejich iontove vyménnych vlastnostech je uvazo-
vano o jejich dal§im moZzném pouZiti, zejména v Uloze
sorbentd pfi ¢isténi odpadnich vod, odstrafiovani tézkych
kovii apod.”*****. Pro toto uplatnéni hovoii zejména fakt,
ze huminové kyseliny extrahované z oxihumolitd maji
podobné nebo lepsi iontoveé vymeénné vlastnosti nez humi-
nové kyseliny extrahované z radeliny a hnédého uhli®.
Detaily jsou uvedeny v tabulce I (HA I a HA II jsou vzor-
ky huminovych kyselin izolovanych z oxihumolitu).

Iontoveé vymeénné vlastnosti oxihumoliti 1ze dale jesté
zlepSovat napt. oxidaci vzdusnym kyslikem (za tepla),
promytim minerdlnimi kyselinami (pfi kterém dojde
k odblokovani funkénich skupin obsazenych prevazné
ionty Na', K, Ca®', Mg2+, AP, Fe2+) a sulfonaci (zvySeni
vyménné kapacity a snizeni rozsahu vymény k niz§im pH)
26333461 " Také predéisténi oxihumolitu kyselinou ma za
nasledek zvySeni selektivity sorpce nékterych kovovych
iontd®’. Pro vyuziti oxihumolitii pro detoxikaci kontami-
nantll hovoii také skute¢nost, Ze tyto latky jsou schopny
hydrofobnich interakci s rliznymi hydrofobnimi a amfipa-
tickymi latkami, jejimz vlivem kontaminujici latka ztraci
&ast své aginnosti®” 4% Timto zptisobem lze napf. vy-
razn¢ zlepSovat podminky pro mikrobialni degradaci téch-
to latek, a tim vyuziti iontové vyménnych vlastnosti humi-
novych latek v bioremediagnich technologiich®.
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4. Predpokladané interakce huminovych latek
s kontaminanty pritomnymi v Zivotnim pro-
stiredi

Z hlediska vyuZitelnosti huminovych latek, respektive
oxihumolitu, v oblasti ochrany zivotniho prostiedi, napf.
v sanacnich technologiich, je daleZitd znalost moZnych
vazebnych interakei téchto latek s kontaminujicimi latkami
pfitomnymi v prostedi. Pfibliznou pfedstavu o moznych
vazebnych interakcich 1ze odvodit pfedev§im z doposud
znamych informacich o struktufe a n€kterych dalsich vlast-
nostech huminovych latek"'>!3354!,

Na zéklad¢ dostupnych informaci tedy mizeme pted-
pokladat nékolik typd vazebnych interakci mezi humino-
vymi latkami a cizorodymi latkami pfitomnymi v ze-
min&’*'.

lontovd vazba. Tento typ vazby vychdzi z plisobeni
elektrostatickych sil mezi fixnimi naboji ptitomnych
funk¢énich skupin a ionty vyskytujicimi se v roztoku. Uva-
zujeme-li iontovou vazbu, potom lze ve zjednoduseném
pohledu na huminové latky pohliZet jako na ionexy, kte-
rym lze v nékterych pripadech ptisuzovat vlastnosti srov-
natelné se syntetickymi ionexy’>. Vznik elektrostatické
vazby lze u huminovych latek pfedpokladat napt. v piipa-
d¢ alkalickych kovii a amoniaku.

Koordinacni vazba. Z hlediska imobilizace toxickych
kovi predstavuje nejdulezitéjsi typ vazebné interakce ko-
ordina¢ni vazba mezi makromolekularni matrici humino-
vych latek a ionty kovl schopnych tento typ vazby vytva-
fet. Potencial ke vzniku koordinacnich vazeb je zde dan
zejména znaénym zastoupenim karboxylovych, fenolic-
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kych a dalsich funkénich skupin ve struktuie huminovych
latek. Predpovédét pribéh komplexotvornych reakci pro
konkrétni typ huminovych latek, resp. oxihumolitu, bude
ovSem s ohledem na sloZitost makromolekularni struktury
velmi obtizné. Vytvareni koordinacnich vazeb je tedy
zejména dileZité pii odstralovani toxickych kovi nacha-
zejicich se napf. v podzemnich nebo odpadnich vodach.
Na vzniku koordinacnich vazeb se v huminovych latkach
nejvice podileji karboxylové a fenolické funkéni skupiny,
kde zastoupeni téchto dvou funkEnich skupin je krome
jiného ovlivnéno hodnotou pH a tim i mirou disociace
téchto funkénich skupin****. Ve slab& kyselé oblasti se na
vzniku koordinacnich vazeb podileji hlavné karboxylové
skupiny a k nim se pfi vzristu pH nad 7 a po disociaci
protonu z fenolického hydroxylu pfidavaji vyznamné i tyto
funkéni skupiny. Stabilita vznikajicich komplext se vzriis-
tem pH obecné stoupa a to zejména u té€ch iontd (napf.
Cu™), které tvoii silné karboxylat-fenolické komplexy.

Kovalentni vazba. Interakce vedouci ke vzniku kova-
lentnich vazeb zde mohou byt rozdéleny na dvé skupiny —
reakce probihajici bez vyuziti aktivity enzymt a reakce
s vyuzitim biokatalyzy. Poznatek, ze v makromolekulér-
ni struktufe huminovych latek mize dochazet k trvalé
fixaci kontaminanti kovalentni vazbou, je pomérn¢ sta-
ry. Interakce kovalentniho typu byla prokdzéna na pielo-
mu 70. a 80. let minulého stoleti*****% a jejim prikla-
dem zde mutize byt kovalentni vazba anthracenu na humi-
novych kyselinach izolovanych ze zeminy znecisténé
smési polyaromatickych uhlovodikd. V metabolicky aktiv-
nim systému bylo zjisténo pfiblizné 40 % zabudovéani an-
thracenu (nesouciho isotop '*C) do kovalentni formy ve
struktufe huminovych kyselin®. Z hlediska sanace zemin
kontaminovanych pravé polyaromatickymi uhlovodiky je
potom moznost kovalentni vazby na huminové latky zv1as-
t& zajimava, protoze se zde jednd o stabilni vazbu na poly-
merni strukturu, o které je prokazano®, Ze je nemutagenni
a v jeji pritomnosti dokonce i nékteré mutagenni latky
snizuji svou mutagenitu®”**. Moznost vzniku kovalentni
vazby mezi makromolekuldrni strukturou oxihumolitu
a kontaminantem je z praktického hlediska ptedpokladem
k imobilizaci kontaminantu. V této souvislosti je potom
dilezité, zdali proces vedouci ke vzniku kovalentni vazby
mizeme povazovat za reversibilni nebo ireversibilni.
V prvnim pfipadé by bylo mozné uvazovat o regeneraci
oxihumolitu, v pfipad€ ireversibilnich reakci je potom
napt. mozné polutant ze sit€ oxihumolitu odstranit zpiso-
bem biologickym.

Vodikové miistky. 1 ptes skute¢nost, ze piesna struktu-
ra huminovych latek zlstava stdle nedofeSena, lze na za-
kladé prokazané piitomnosti n&kterych funkénich skupin®
(amidova, laktamova, nitrilova) predpokladat moznost
vzniku vodikovych mustkd. Tyto vazby se i pies svij niz-
ky energeticky obsah mohou vyzna¢né podilet na vazeb-
nych schopnostech mezi huminovymi latkami a kontami-
nanty. Zastoupeni vodikovych mistkd na vazebnych in-
terakcich bylo objektivné prok4dzano napt. pro iminoskupi-
ny v molekulach herbicida®*®.

Hydrofobni interakce. Tento typ vazby vznika pfi
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kontaktu nepolarnich skupin (napf. alkylovych) nesenych
molekulami, které se nachdzeji ve vodném roztoku, kde
tyto interakce mohou napt. vychazet z pusobeni van der
Walsovych sil nebo pfesunu nt elektront. Hydrofobni in-
terakce jsou nejcastéjsi predpokladanou vaznou interakci
huminovych latek s hydrofobnimi a alifatickymi kontami-
nanty. Touto interakci je napt. vysvétlovana skutecnost, ze
insekticid parathion ztridci za pfitomnosti huminovych
latek &ast své toxicity®. Vysvétluje se ji i imobilizace atra-
zinu a hydroxyatrazinu®. Hydrofobni interakce jsou dale
napt. predpokladany v piipadé vyznamné skupiny s-
triazinovych herbicidnich latek™*"*".

5. Zavér

Huminové latky a oxihumolity se diky svym vyhod-
nym vlastnostem obecné jevi jako potencialné vhodné pro
detoxikaci kontaminujicich latek pifitomnych v Zivotnim
prostiedi. Struktura pfirodnich huminovych latek je vhod-
né pro sorpcni, iontové vymeénné a biodegradacni procesy.
Presto, ze huminové latky jsou pfedmétem zajmu vyzku-
mu déle nez sto let, mnoho dilezitych informaci o téchto
latkach neni stale znamo a problematika jejich chemické
struktury neni do soucasnosti zcela objasnéna. Dokonalé
znalost téchto latek je vSak nezbytné nutna pro §irsi uplat-
néni téchto latek v technologiich v oblasti zivotniho pro-
stiedi.

Autori dékuji MPO CR za financni podporu (granty
VaV ev. ¢. FD-K/086 a FD-K2/42).

Seznam zkratek

HS huminové latky

HA huminové kyseliny

FA fulvokyseliny

HS, louzitelné huminové latky (opakované alkalické
louzeni pii 70—80 °C)
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Humic substances are naturally occurring organic
compounds formed by decomposition of organic matter
and by synthetic activities of microorganisms. Humic
acids, fulvic acids and humin are major components of
humic substances. Oxyhumolite (oxidised young lignite) is
a natural, inert and non-toxic material, which can contain
up to 90 % of biochemically active humic substances. One
of the top-quality oxyhumolites is in the Czech Republic.
Some of the North-Bohemian oxyhumolites contain more
than 80 % of humic acids with low contents of bitumen
(< 0.1 %) and inorganics. Due to their structure and suit-
able properties, these substances appear to be applicable in
detoxication of contaminants present in the environment.
Natural humic substances are suitable for sorption, ion
exchange and biodegradation processes.
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1. Uvod

Insulin je globuldrni protein o relativni molekulové
hmotnosti cca 6000 Da, ktery se sklada ze dvou polypepti-
dovych fetézcli A a B stabilizovanych dvéma interchinar-
nimi disulfidickymi mastky. Tfeti intrachinarni disulfidic-
ky mustek je v fetézci A. Interchindrni disulfidické muistky
se nachazeji mezi cysteiny A7 a B7 a mezi A20 a B19,
intrachinarni disulfidicky miistek spojuje cysteiny A6
a All (obr. 1). Retdzec A ma spiSe kysely charakter a je
tvofen 21 aminokyselinami, fetézec B je naopak spise
bazicky a tvoti jej 30 aminokyselin. Insulin produkovany
B-butikami pankreatu je jednim z klicovych hormonti orga-
nismu a ovliviiuje fadu dilezitych metabolickych pochodu,

vvvvvv

glukosy do bunky. Porucha insulinové sekrece ¢i pisobeni
insulinu je spojeno se zavaznymi klinickymi projevy —
nejcastéji s onemocnénim diabetes mellitus 1. a 2. typu.

Primarni struktura byla vyfeSena v prvni poloviné
50. let (cit."?), sekundarni a terciarni struktura byla uréena
na konci $edesatych let**. Charakteristicka, evoluéné vel-
mi konzervovana terciarni struktura insulinu, vytvofena
béhem biosyntézy a formovani molekuly, je krucialné
dulezita pro jeho biologickou aktivitu. Pfi studiu biosynté-
zy se zjistilo, Ze insulin vznika z jednotetézcového prekur-
zoru, ve kterém se vysoce efektivnim zplsobem vytvari
spravné propojeni disulfidickych mustkut, a tim i pozdé&jsi
terciarni struktura hormonu’. Pozdéji bylo prokazano, ze
model jednofetézcového prekurzoru je spolecny i pro mno-
ho dalsich peptidovych hormonti a neuropeptidii®. Ptikla-
dem mize byt proopiomelanokortin (POMC), ze kterého
vznika nékolik biologicky aktivnich peptidi’.
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2. Biosyntéza insulinu

Insulin je syntetizovan v -buitkach Langerhansovych
ostrivkd pankreatu. B-Buriky, stejné jako vSechny burky
secernujici proteiny, obsahuji drsné endoplasmatické reti-
kulum a tvofii vezikuly (vacky) urcené pro skladovani pro-
teind. B-Bunky maji jeSté jeden dulezity rys — u témér
vSech zivocichd jsou tyto buiky velice bohaté na zinek
a vapnik.

Biosyntéza insulinu (obr.2) zaéind na ribozomech
drsné¢ho endoplasmatického retikula (RER), kde dochazi
k translaci preproinsulinu. Preproinsulin je prvotnim pre-
kurzorem insulinu, je to 12 kDa velkd jednofetézcova
molekula, ktera se sklada z 9 kDa proinsulinu, kterému
na N-konci pfedchazi 24 aminokyselin dlouha tzv. signal-
ni sekvence® (obr. 1). Signalni sekvence usnadiiuje transfer
vznikajiciho peptidu pfes dvojvrstvou membranu do lumen
endoplasmatického retikula. V signalni sekvenci je mnoz-
stvi hydrofobnich aminokyselin, které jsou zapojeny do
fady molekuldrnich interakci nutnych k této translokaci.
Béhem translokace nebo tésné po ni dochazi k odstépeni
signalni sekvence signalni peptidasou, specifickou mem-
branovou proteasou umisténou na vnitini strané RER
(cit.”). Signalni sekvence je nasledn& v RER rychle degra-
dovéana. Vznikly proinsulin je pro dalsi zpracovani trans-
portovan v membranovych vaccich, které protein chrani
pred cytoplasmatickym prostiedim buniky smérem k cister-
nam Golgiho aparatu (GA).

Proinsulin se sklada ze tii ¢asti; N-terminalni ¢ast zaci-
na N-koncem B-fetézce insulinu, nasleduje tzv. C-peptid
obsahujici 26—31 aminokyselin a molekula konc¢i A-fetéz-
cem insulinu. Savéi proinsulin ma od 78 (psi) do 86
(lidsky, konsky, potkani) aminokyselin. Rozdil ve velikosti
je vzdy zptsoben délkou vmezefeného C-peptidu'®. Teore-
ticky neni nutné, aby délka vmezefeného C-peptidu byla
26-31 aminokyselin. Z vyzkumu vyplyva, Ze pro spravnou
terciarni strukturu proinsulinu a tudiz i insulinu je zapotie-
bi minimalni délka spojovaciho peptidu 5-8 aminokyse-
lin'!. C-Peptid, ktery je spole¢né s insulinem vyluovan do
krevniho fecisté v ekvivalentnim mnozstvi, ma na rozdil
od obou dosti konzervovanych fetézci insulinu velkou
variabilitu v aminokyselinovém slozeni. To naznacuje, ze
C-peptid nema pravdépodobné zadnou fyziologickou funk-
ci 1\zlné pankreatu, i kdyz se o této otdzce stale vedou disku-
se .

Po translokaci a odstépeni signalniho peptidu se mo-
lekula proinsulinu spontanné rychle slozi do spravné kon-
formace a vytvori disulfidické mustky, a tak se utvoii
spravna terciarni struktura molekuly, kterd je transportova-
na do GA pro dalsi zpracovani. Proinsulin je transportovan
v malych membranovych vaccich z cis cisteren do frans
cisteren GA, kde se proinsulin koncentruje v sekrec¢nich
granulich pucicich z GA. Golgiho aparat hraje nezbytnou
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Obr. 1. Sekvence a organizace Fetézcl v preproinuslinu (cela sekvence), proinsulinu (bila a ¢erna) a insulinu (bild); uvedeno je

¢islovani aminokyselin signalni sekvence, i proinsulinu i insulinu

roli pfi zpracovani a tfidéni proteint ve vSech sekrecnich
buiikach'. Sestava se z nekolika &4sti: v blizkosti RER
jsou cis cisterny GA, které prechazeji ptes mid cisterny
GA az po trans cisterny GA, kde jsou prohormony $tépeny
jejich proteasami a vznikaji sekre¢ni granule®.

Konverze proinsulinu zaind v frans cisternaich GA
a pokrauje vnové vytvorenych sekrecnich granulich.
Proces trva nékolik hodin, béhem kterych sekre¢ni granule
v cytosolu dozraji a jsou schopné sekrece insulinu. Nové
vytvofené sekrecni granule jsou charakteristické mnohem
niz§i hustotou svého obsahu nez granule zralé.

Cytosolicka c¢ast trans cisteren GA v mistech, kde
zacinaji pucet membranové granule s proinsulinem, byva
&asto pokryta klatrinem'”. Klatrin je bilkovina, ktera &as-
tecné pokryva i nezralé sekreCni granule a postupné mizi
se stupném jejich zrani. Pfi spojeni granuli s bunécnou
membranou se jiz na povrchu granuli nevyskytuje'.
V pankreatickych pB-butikach jsou klatrinem pokryté nezra-
1¢ granule mirn¢ kyselé. V takovych granulich je velké
mnozstvi proinsulinu a malo insulinu. Jak granule dozra-
vaji, stavaji se vice kyselé, coz umoziuje aktivaci proteas
uskute&iujicich konverzi proinsulinu na insulin'’. Sougas-
né sprocesem konverze mizi pokryti klatrinem. A¢ se
puvodné predpokladalo, Ze klatrin ma hlavni vyznam pfi
formovani sekre¢nich granuli nebo pii regulaci konverze
proinsulinu ¢i regulaci exocytosy, nyni se predpoklada, ze
jeho hlavni funkce spocivd ve zbaveni zralych granuli

o .18
konvertujicich enzymu °.
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Proinsulin v sekrenich granulich vytvaii rozpustné
hexamery, kdy je Sest molekul proinsulinu koordinovano
okolo zine¢natych iontd'’. Bylo prokazano, e proinsulin
ma 5x vyssi schopnost vazat zinek neZ insulin®. Nicméné
existuje nékolik druhti zivocichd, jako je morce, nutrie
aijini hlodavci®' a také napi. ryba sliznatka®, ktefi diky
tomu, ze v pozici B10 nemaji histidin, potfebny pro vazbu
zinku béhem agregace, nejsou schopni vytvaret hexamery
proinsulinu nebo insulinu. Pfitomnost zine¢natych ionth
a stabilita hexameru naznacuje, Ze hexamerické usporadani
je svelkou pravdépodobnosti zachovano béhem celého
procesu konverze. Pozice, kde dochazi k odstépeni N-konce
A-fetézce a C-konce B-fetézce od C-peptidu jsou stejné
dobfe exponovany v hexameru jako v monomeru, ale
v hexameru jsou méné flexibilni®.

Ve stiedu zrajicich granuli se vytvaii houstnouci cent-
ralni jadro, ve kterém konvertovany hexamerni insulin
vytvaii mikrokrystaly®*. Krystalizaci insulinu napomaha
optimalni hodnota pH uvniti sekre¢nich granuli, kterd se
pohybuje okolo 5,0-5,5 (cit.®). Uprostted zralych granuli
jsou mikrokrystaly insulinu obklopené voln€ se pohybuji-
cim odstépenym C-peptidem. U Zivocichu, jejichz insuliny
nejsou schopny vytvafet hexamery, se insulin nevyskytuje
ve form¢ mikrokrystald, ale ve form¢ amorfniho precipita-
tu?'*. Pfitomnost krystalii v biologickych procesech je
nezvykla a lze predpokladat, Ze ma svou funkci. Jednou
z téchto funkci mize byt lepsi ochrana krystalického insu-
linu ptred degradujicimi enzymy. Dalsi funkci mlize byt
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schéma biosyntézy od mRNA po mikrokrystaly hexamerniho insulinu (upraveno podle

snaha o uplnou konverzi hexamerniho proinsulinu v insu-
lin. Hotovy insulin na rozdil od proinsulinu krystalizuje, a
to pomaha vyborné efektivité¢ konverze, kterd je az 95 %
(cit."”). Tato teorie oviem nebyla zatim ovéfena®®.

Vsechny znamé proinsuliny maji par basickych amino-
kyselin spojujicich C-peptid s fetézci insulinu®’. C-Konec
B-fetézce a N-konec C-peptidu spojuje nejcastéji dipeptid
Arg-Arg a C-konec C-peptidu s N-koncem A-fetézce spo-
juje dipeptid Lys-Arg. K vystépeni C-peptidu a konecné
konverzi proinsulinu na insulin je zapotiebi dvou enzy-
mi*®. Jednim z nich je endopeptidasa se specifitou podob-
nou trypsinu, tzv. ,trypsin-like” enzym, ktery $té€pi proin-
sulin za pary bazickych aminokyselin, tj. u lidského proin-
sulinu za Arg32 a za Arg65 (obr. 1). Druhym enzymem je
exopeptidasa se specifitou podobnou karboxypeptidase B,
tzv. ,karboxypeptidase B-like* enzym, kterd odstraiuje
z C-konce B-fetézce a C-konce C-peptidu dvé bazické
aminokyseliny, v pfipad¢ konverze lidského proinsulinu
aminokyseliny Arg31, Arg32 a Lys64, Arg65 (cit.”). Tato
exopeptidasa byla ptivodné objevena v né¢kolika neuroen-
dokrinnich tkanich, a proto mize nést i oznaceni karboxy-
peptidasa H*, enkefalin konvertasa, & vice uzivané karboxy-
peptidasa E (CPE)*.

Béhem konverze proinsulinu na insulin se vytvareji
dva meziprodukty, a to proinsulin s vy$t€penym aminoky-

33,85
)

selinami Arg31 a Arg32 (des-31,32-proinsulin) nebo pro-
insulin s vyStépenymi aminokyselinami Lys64 a Arg65
(des-64,65-proinsulin) (obr. 1), pti¢emz pomér obou mezi-
produkti je 60-70 % des-64,65-proinsulinu a 30-40 %
des-31,32-proinsulinu®'. K transportu proinsulinu z RER,
pfes GA aZ do sekrecnich granuli je zapotfebi energie, ale
vlastni proteolytickd konverze proinsulin na insulin je d¢j
nezavisly na dodané energii*’.

V prostiedi sekre¢nich granuli jsou hexamery insulinu
velice stalé. Jestlize jsou ale vyplaveny do krevniho fecis-
t&, musi insulin pfejit z pH okolo 5,5 (sekre¢ni granule) do
pH 7,4 (krev). V hexameru je Sest glutamovych kyselin
v pozici B13 koordinovano okolo centra hexameru a po-
méhaji vzdjemnymi interakcemi udrZovat jeho stabilitu,
ktera je nejvétsi okolo pH 6. V krvi jsou tyto interakce
nestabilni, protoze dochazi k deprotonaci karboxylu, a tim
k ztraté¢ koordinace okolo zinecnatych iontd. To zplsobi
rozpad krystalti v krevnim séru'”.

Insulin je secernovan z B-bunék pankreatu exocyto-
sou. Pfi tomto procesu zralé granule migruji k vné&js$i mem-
brané¢ podél mikrotubularni sité uvnitt bunék. V blizkosti
bunééné membriny se mikrotubuly spojuji s mikro-
filamenty, jez bezprostfedné ptiléhaji k bunétné membra-
n¢. Jakmile sekrecni granule doputuji k bunééné membra-
né, dojde k splynuti jejich membréan a dojde k vyliti obsa-
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hu granuli ven z bunky. Exocytosa je d€j zavisly na energii
a je fizena zejména hladinou glukosy v krvi.

Malé mnozstvi proinsulinu, okolo 1-2 %, je uvolnéno
z B-bunek tzv. neregulovanou sekreci, tj. proinsulin uvol-
fnovany v malych vaccich vytvofenych v riznych ¢astech
Golgiho aparatu (obr. 2).

Ackoliv insulin i jeho prekurzor proinsulin maji rizné
veliké molekuly, jsou si podobné v mnoha vlastnostech,
jako jsou schopnost agregace, isoelektricky bod, rozpust-
nost ¢i schopnost reakce s protilatkami proti insulinu™.
Biologicky poloc¢as proinsulinu je okolo 20 min, insulinu
okolo 5 min (cit.**). Pfes podobné vlastnosti je biologicka
aktivita proinsulinu velice nizka, 3—5 % biologické aktivi-
ty insulinu. Takto nizka aktivita je zptisobena tim, ze vme-
zefeny C-peptid zabranuje insulinu piejit do své aktivni
konformace, ktera vyzaduje vysokou flexibilitu C-konce
B-fetdzce a jeho oddaleni od N-konce A-fetézce®. N-Konec
A-fetézce, ktery je v proinsulinu vzdalen od C-konce
B-fetézce pouze 8 A tak nemd moZnost reagovat
s insulinovym receptorem a spustit tak kaskadu signalizac-
nich dé&ji vedoucich ke vstupu molekul glukosy do nitra
insulinsensitivni bunky. Prehledny ¢lanek o problematice
interakce insulinu sjeho receptorem jsme publikovali
v tomto Casopise v roce 2002 (cit.*).

3. Genova regulace

Transkripce insulinového genu v B-butikach pankrea-
tu je regulovana specifickymi variabilnimi sekvencemi
DNA lokalizovanymi na 5’ konci genu. Rozpozndnim
téchto specifickych DNA usektl proteinovymi faktory pii-
tomnymi pouze v -buiikach pankreatu se spusti selektivni
transkripce genu.

Insulinovy gen byl poprvé charakterizovan v roce
1977 (cit.*”). Od té doby byly charakterizovany insulinové
geny riznych ZzivociSnych druhd. VétSina ZivociSnych
druhti ma pouze jednu kopii genu pro insulin®’*, obsahuji-
ci 3 exony oddélené 2 introny (obr. 3). Potkani a mysi maji
dva rGzné geny pro insulin, jez jsou si, vyjma chybéjiciho
druhého intronu u jednoho z nich, podobné. U mysi jsou
oba geny lokalizované na dvou chromosomech, kdezto
potkan ma oba geny na jednom chromosomu vzdalené od
sebe pEiblizng 100 000 kb (cit.*?). Lidsky insulinovy gen je
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umistén na kratkém raménku chromozomu 11 v regionu
p15 (cit.*), je veliky asi 19 kb a obsahuje 1430 part bazi
(bp). Genu pro insulin na chromosomu predchazi gen ko-
dujici tyrosinhydroxylasu ve vzdalenosti 2,7 kb a za nim
ve vzdalenosti 1,6 kb nasleduje gen kodujici insulin-like
growth faktor II (IGF-1D)*".

Sekvencni porovnani mezi riznymi geny kodujicimi
insulin u obratloved ukazuji, ze mutace vedouci
k aminokyselinové substituci jsou mnohem méné casté
u oblasti kédujicich A a B fetézec nez u oblasti kodujici
C-peptid a signalni sekvenci. Ackoliv introny, které obsa-
huje insulinovy gen, maji rtiznou sekvenci a délku, ktera
mize byt od 119 bp (morce a potkan — intron 1) az po
vice nez 3500 bp (kufe — intron 2), umisténi obou intrond
je vysoce konzervovano. Intron 1 je umistén v 5’ ne-
translatované ¢asti a intron 2 rozdéluje sekvenci kodujici
aminokyseliny 6 a 7 v C-peptidu. Sekvence promotoru je
lokalizovana 22—-24 bp pred transkripcnim startem a termi-
naéni signal je umistén 20 nukleotidd pied poly(A)-
koncem mRNA. Gen pro lidsky insulin ma né¢kolik vlast-
nosti, které¢ insulinové geny ostatnich Zivocéichti nemaji.
Jednou z téchto vlastnosti je unikatni repetitivni sekvence
umisténa na 5’ konci vpozici —365 sestavajici se
z ruzného poctu opakovani 14-15 bp, které sice nemaji
vliv na expresi genu, ale mohou byt uzite¢nym ukazatelem
tomnost vétsiho (tfida 3) nebo mensiho poctu (tfidy 1 a 2)
téchto opakovani v souvislosti s vyskytem diabetu a atero-
sklerozy. Ukazalo se, Ze lidé s alelami tfidy 1 maji mno-
hem vétsi sklon k onemocnéni diabetem typu I, a proto
miiZze tento usek byt dileZitym genetickym pfiznakem u
rizikovych pacientii®. V pribéhu let bylo identifikovano
nékolik genetickych mutaci lidského genu pro insulin.
Jedna se o neaktivni insuliny, které byly vzdy nazvany
podle mista nalezu téchto mutantd, a to insulin Los Ange-
les, insulin Chicago a insulin Wakayama®. Jedna se vzdy
o zdménu jedné aminokyseliny, v ptipad¢ insulinu Chica-
go je to zaména PheB25 — LeuB25, v ptipad¢ insulinu
Los Angeles PheB24 — SerB24 a v pfipad€ insulinu
Wakayama je to zdména ValA3 za LeuA3. Nizka biologic-
ka aktivita téchto mutanti je zplsobena tim, ze vSechny
substituce jsou v pozicich, které¢ jsou ptimo zodpovédné za
vazbu insulinu na jeho receptor.

CA U

1] US B C 3
1
e | [T1 I—’\/——>
-365 E1 1 E2 12 E3
o e « <
30 bp 179 bp 786 bp

Obr. 3. Struktura lidského insulinového genu (upraveno podle*); gen obsahuje 3 exony E1-E3 a dva introny I1 a I2. Trojuhelnikem
s oznacenim R je na 5’ konci oznaceno umisténi unikatni repetitivni sekvence 14-15 opakovani. U je oznaceni pro netranslatovanou ¢ast
genu, S oznacuje sekvenci kddujici signalni sekvenci, B a A ¢asti kddujici insulinové fetézee a C ¢ast kodujici C-peptid
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4. Regulace sekrece

Regulace skladovani a sekrece insulinu v -bunkach
pankreatu je velice dllezita pro zachovani normalni homeo-
stasy v organismu. Sekrece insulinu je regulovana hlavné
koncentraci D-glukosy v intestindlni tekutin€ obklopujici
bunky Langerhansovych ostriivkd. Nejen hladina glukosy
vkrvi ovSem kontroluje celé hospodafeni organismu
s insulinem. Jde o spletity mechanismus, ve kterém maji
vyznamnou roli i jiné Ziviny piijaté potravou a také nckte-
ré hormony a neurotransmitery™.

Aktivatorem pro biosyntézu insulinu je nejen glukosa,
ale i n¢které L-aminokyseliny, mastné kyseliny a ketonové
latky. VSechny tyto latky ovSem podnécuji sekreci pouze
v pfitomnosti glukosy. Typickou odpovédi na maximalni
fyziologicky podnét je sekrece insulinu ve dvou fazich.
Prvni faze sekrece nastupuje b&hem 4—6 min, je silnd
arychle opada. Za touto fazi nastupuje druha faze, kde
sekrece insulinu pomalu roste a trva i n¢kolik desitek mi-
nut do doby, ne se ustali hladina glukosy v krvi*.

Na fyziologicky stimul reaguji -butiky sloZitym me-
chanismem, pii kterém hraji vyznamnou roli vapenaté
ionty, cyklické AMP a fada vnitrobunécénych proteinli
(obr. 4). Normalni koncentrace glukosy v krvi je okolo
5 mmol I, Na zvySenou hladinu glukosy nebo jiny fyzio-
logicky podnét reaguji P-buiiky zvysSenim koncentrace
vapenatych iontll v cytosolu. To je jeden z klicovych kro-
kit pro nasledné uvolnéni insulinu®’. Bez pritomnosti ex-
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tracelularniho Ca** neni sekrece insulinu z B-bungk moz-
na. Zvyseni koncentrace vnitrobunéénych Ca®" ionth jejich
transportem z extracelularniho prostoru dovnité bunky
vyvolava zvySeni poméru ATP/ADP uvnitf buiiky. Toto
zvySeni poméru ATP/ADP podniti uzavieni membrano-
vych K" kandl zavislych na ATP a to nasledné snizi odtok
K" iontl z buiiky. To zptisobi depolarizaci plasmatické
membrany, ktera vede k otevieni kanald pro Ca*". Zvyseni
koncentrace Ca®" ionti v cytosolu vede pres aktivace riz-
nych proteinkinas ke kontrakcim mikrotubuldrni a mikrofi-
lamentové bunécné soustavy, ktera mechanismem podob-
nym svalové kontrakcei traslokuje sekre¢ni granule k mis-
tim exocytozy na bundéné membrang*®. Nastoleni ptivod-
niho stavu je docileno jednak ATPasou citlivou na kalmo-
dulin a jednak piisobenim transportniho systému Na'-Ca*"
iontll. Aktivita cytosolického Ca®" mize také piimo nebo
prostiednictvim kalmodulinu participovat na aktivaci dal-
Sich bunécnych systémt, jako Ca-ATPasy, adenylatcykla-
sy, fosfodiesterasy, proteinkinasy C a fosfolipasy C.

S hospodatenim s Ca®" uvnitt buiky uzce souvisi
systém jiného druhého posla, a to cAMP. Cyklické AMP
hraje v regulaci sekrece insulinu dulezitou roli, nicméné
jeho hladina neni v tomto mechanismu kli¢ovym faktorem.
Bylo prokazano, ze cAMP piisobi na uvoliovani insulinu
do krve, ale pouze v pfitomnosti vyssSich koncentraci krev-
ni glukosy. Jiné latky zvySujici hladinu cAMP, jako jsou
napt. forskolin, kofein nebo theofylin nejsou bez pritom-
nosti vys$si hladiny krevni glukosy schopny ovlivnit uvol-
néni insulinu™®.
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Mechanismus, jakym cAMP pisobi, byl dlouho ne-
jasny, ale nakonec se prokazalo, ze cAMP ovliviiuje hlav-
n¢ tok vapenatych iontl. ZvySend hladina cAMP zvysi
vtok Ca*" iontti dovniti buiiky a také cAMP ovliviiuje dis-
tribuci Ca®" iontii uvnitt buiiky ve prospé&ch jejich akumu-
lace v cytosolu. Vtok vapenatych iontli do bunék iniciuje
jednak fosforylaci proteinti a jednak pfimo ovliviiuje K*
kanaly, coz vede k depolarizaci membrany, jak bylo disku-
tovano vyse. Role cAMP je tedy hlavné v ovliviiovani
koncentrace vapenatych iontt uvnité bunky tak, aby tyto
ionty umoznily sekreci insulinu do krevniho fecisté.

Hladina cAMP je regulovana enzymy adenylatcykla-
sou a fosfodiesterasou. Adenylatcyklasa, lokalizovana na
plasmatické membrané, je aktivovana né€kterymi hormony,
mezi jinymi také antagonistou insulinu glukagonem. Je
také aktivovana kalmodulinem, ktery v tomto mechanismu
hraje pozitivni zp&tnou vazbu po aktivaci Ca’" ionty
(obr. 4). Pii velmi vysokych koncentracich Ca*" ionti kal-
modulin naopak zvySuje aktivitu fosfodiesterasy, ktera
inhibuje cAMP. Vépenaté ionty tedy ovliviiuji hladinu
cAMP, kdy jejich vyssi koncentrace prostiednictvim kal-
modulinu zvysuji hladinu cAMP a naopak velmi vysoké
koncentrace hladinu cAMP sniiuji“.

Adenylatcyklasovy — systém  je  Gzce  spjat
s fosfoinositolovou kaskadou. Je jiz dobfe znamo, ze né-
které slozky potravy jsou schopny aktivovat fosfolipasu C,
membranovy enzym, ktery hydrolyzuje fosfoinositol-4,5-
-bisfosfat (PIP,) na fosfoinositol-1,4,5-trifosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG). Ve vodé rozpustny IP;, jako dru-
hy posel difunduje k ER, zn¢hoz uvolni do cytoplazmy
Ca®". Mén& polarni DAG, ktery ziistane v plasmatické
membrang€, pasobi jako druhy posel na proteinkinasu C,
ktera fosforyluje celou fadu riznych proteind, a tim méni
jejich aktivitu®. Uvazuje se, e zatimco systém Ca’" ionti
jako spoustéct insulinové sekrece je zodpovédny za prvni
fazi insulinové sekrece, tak fosfoinositolovy systém ovliv-
fiuje jeji druhou fazi*’. Jakakoliv porucha v jednotlivych
kaskadach téchto kontrolnich mechanismi se miize podilet
na vzniku diabetu ¢i jiného zdvazného onemocnéni.

Béhem glykolyzy a Krebsova cyklu mohou do
déje vstupovat a zvySovat tvorbu ATP i mastné kyse-
liny a L-aminokyseliny (napf. leucin), a tim nasledné ces-
tou aktivace adenylatcyklasy ovliviiovat vzestup intracelu-
larniho Ca*" (cit.>®) (obr. 4).

Glukosa také mimo jiné pfimo stimuluje biosyntézu
insulinu podnicenim translace mRNA®'. Insulinovdi mRNA
je normélné velmi stabilni, s biologickym polo¢asem oko-
lo 30 h. Zvyseni hladiny krevni glukosy zvySuje jeji polo-
Cas priblizné tfikrat, a to spole¢né s vystupfiovanim tran-
skripce ma za nasledek zvyseni hladiny mRNA na dobu
48—72 h. Tento mechanismus vysoce navysi produkci in-
sulinu™ a je schopen reagovat na zvy$enou hladinu gluko-
sy v rozmezi minut, pficemz dasledky této stimulace trvaji
né¢kolik hodin.
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5. Degradace insulinu

Degradace insulinu je velmi slozity proces. Insulin,
jak uz bylo feceno, ma v krevni plazmé velmi kratky bio-
logicky polocas, ktery se pohybuje mezi 4—6 minutami.
Takto kratky biologicky polocas je dulezity pro velmi po-
hotovou regulaci hladiny krevni glukosy.

Asi pred 50 lety bylo poukazano na existenci enzymu
s vysokou specifitou k degradaci insulinu. Byl nazvan
insulinasa®™. Pozd&ji byla ale existence insulinasy zpo-
chybnéna a prokazalo se, Ze jde o smés riznych proteoly-
tickych enzymi. Pozdéji se ukazalo, Ze za majoritni degra-
daci insulinu je pravdépodobné zodpovédna pouze jedini
proteasa, ktera muze insulin $té€pit bez nutnosti rozstépeni
disulfidickych mistkt. Tento enzym se vyskytuje v mnoha
tkanich® a za léta vyzkumu v riznych laboratofich dostal
mnoho ndzvi od insulinasy, pfes insulysin az po insulin
proteasu (IP)*>°. Na konci 80. let se nazev ustélil na insu-
lin degradujicim enzymu, se zkratkou IDE. Jednd se
o metaloproteasu se Zn>* v aktivnim mist&®’. Insulin je
substrat IDE s nejvyssi afinitou (K,,~20 nM), IDE ale
mize $tépit i mnoho jinych peptida a proteint, jako napf.
glukagon™, ANP (atrial natriuretic peptide)” a IGF-II
(insulin-like growth factor I1)*°. IDE $t&pi Siroké spektrum
proteinti podobné velikosti a pro proteolyzu nevyzaduje
specifickou aminokyselinovou sekvenci °*. Predpoklada
se, ze IDE rozeznéava specifickou tercidrni strukturu protei-
nd, tzn. Ze vaze a degraduje pouze proteiny s vhodnym
prostorovym uspoiadanim aminokyselin®*2. Plocha kon-
taktu IDE se substratem je pomérné velikda a zahrnuje
znacné mnozstvi interakci. Tento enzym véze také IGF-I
(insulin-like growth factor I), proinsulin, EGF (epidermal
growth factor) s relativné vysokou afinitou, ale ma velice
nizkou schopnost tyto proteiny $tépit™. IDE byl identifiko-
van v peroxisomech, v cytosolu®, v endosomech a &asteé-
né i na plasmatické membrang bungk®.

Druhym enzymem, ktery pravdépodobné hraje dilezi-
tou roli v insulinové degradaci je glutathion insulin tran-
shydrogenasa (GIT)®, dnes nazyvana proteinova disulfido-
vé4 isomerasa (PDI)*. Uplatnéni tohoto enzymu
v degradaci insulinu je stale diskutabilni®. Primarni role
PDI je pfi syntéze proteinli obsahujicich disulfidové vaz-
by. V endoplasmatickém retikulu PDI jako chaperon po-
maha témto proteinlim vytvofit spravné disulfidové miist-
ky a tim zaujmout spravnou tercidrni strukturu®®.
V pfipadé€ insulinu se naopak predpokladd, ze PDI reduku-
je disulfidické mistky castecné proteolyticky Stépeného
insulinu.

Primarni misto insulinové degradace je v jatrech, kde
se metabolizuje piiblizné 80 % cirkulujiciho insulinu.
Mnozstvi metabolizovaného insulinu je variabilni na aktu-
alnich fyziologickych ¢i patofyziologickych podminkach.
Druhé nejvyznamnéjsi misto insulinové degradace jsou
ledviny. Ty odbouraji témét 50 % insulinu cirkulujiciho
v perifernim ob¢hu. Nadto ledviny odbouraji okolo 50 %
cirkulujiciho proinsulinu a 70 % C-peptidu mechanismem
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Obr. 5. Schéma degradace insulinu
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a odbouravani je sval. K degradaci insulinu dochazi
i v adipocytech, fibroblastech nebo lymfocytech’ 72, Né-
které tkan¢€ maji schopnost nejen vazat a degradovat insu-
lin, ale i uvoliovat ho intaktni zpét do cirkulace”.

Prvnim krokem degradace insulinu je vazba hormonu
na insulinovy receptor umistény na bunééné membrang’*
(obr. 5). Tato vazba spusti buné¢nou odpoveéd, kterou je
kaskada signalizacnich dgju, jejichz hlavnim disledkem je
vstup molekul glukosy do nitra buiiky. Tato vazba také
spusti degradacni proces insulinu. Insulinovy receptor sam
o sob¢ insulin nedegraduje, ale vystavuje ho plsobeni
IDE. Insulin se degraduje v naprosté vétsin€ piipadl nava-
zany na receptor. Podstatna ¢ast insulinu se degraduje po
internalizaci insulinového receptoru s navazanym insuli-
nem intracelularné v endosomech. Jesté pred internalizaci
se mald ¢ast navazaného insulinu zcela nebo ¢astené de-
graduje ptimo na plasmatické membrané pravdépodobné
také za prispéni IDE, pro kterou je insulin navdzany na
receptor vybornym substratem’”. Uréita ¢ast insulinu se
iz vnittku buniky vraci nedotcend nebo ¢aste¢né degrado-
vana zpét do krevniho ob&hu. Takovyto insulin se muze
znovu vazat na svlj receptor a ovliviiovat metabolismus
glukosy’®.

Po internalizaci insulinového receptoru s navazanym
hormonem za¢ind degradace insulinu v endosomech. Inter-
nalizace je jednou z vlastnosti insulinového receptoru. Ten
ma v blizkosti membrany oblast nazvanou NPEY podle
aminokyselinové sekvence, ktera je soucasti vSech interna-
lizujicich se receptort. Pies pfitomnost uvedené sekvence
je hlavnim pozadavkem pro internalizaci fosforylace tyro-
sinovych zbytkii v intracelularni ¢asti receptoru’’. Ackoliv
se dive predpokladalo, Ze se internalizovany insulin zaci-
na degradovat po spojeni endosomu s lysosomy, je nyni
znamo, ze proces degradace zacina uz v ranych stadiich
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tvorby endosomi’®. Po vytvoreni endosomii dojde v jejich

nitru pusobenim protonovych pump k rychlému okyseleni
prostredi, coZ zplsobi disociaci insulinu z receptoru. De-
gradacni proces ale zac¢ind uz pred okyselenim endosomil
plsobenim IDE, kterd je v endosomech pfitomna a vyZa-
duje neutralni prostiedi’’. Po okyseleni se na degradaci
za&inaji podilet kyselé proteasy™. V endosomech je od-
bourdno nejvyse 50 % insulinu®'. Zbyly insulin je trans-
portovan do jinych casti buniky, vcetné jadra, cytosolu
nebo lysosomti. Mechanismus, jakym insulin pfechazi do
jinych bunéénych organel, neni zndm, nicméné je i tento
proces spojeny s vnitrobun&énym pisobenim IDE (cit.”).

Kyselé proteasy jsou pro uUplnou degradaci insulinu
nezbytné. V kyselém prostfedi (pH < 6) IDE ztraci svou
proteolytickou aktivitu a prave kyselé proteasy, které jsou
aktivni po okyseleni endosomti a jsou piitomny také
v lysosomech, dokoncuji odbourani ¢astecné nastépeného
insulinu. Mezi tyto proteasy patii tzv. endosomalni kysela
insulinasa (EAI), o niZ se predpoklada, ze ma na degradaci
insulinu velky podil®*#%8%%,

Mista insulinu primérné $tépend IDE uz byla identifi-
kovana a jelikoz IDE rozeznava insulin podle jeho terciar-
ni struktury, je vétsina Stépenych mist na povrchu moleku-
ly. Na pocatku dochéazi pravdépodobné ke St€peni vazeb
AlaB14-LeuB15, PheB24-PheB25 a PheB25-TyrB26.
Dalsimi Stépenymi vazbami jsou SerB9-HisB10, HisB10-
LeuB11, GluB13-AlaB14 a TyrB16-LeuB17. Poté dochazi
k redukci disulfidovych vazeb, pravdépodobné enzymem
PDI. Tim vznikne neporuseny A-fetézec a nékolik frag-
menti B-fetézce®**. Témet soucasné dochazi ke §tépeni
A-tfetézce mezi LeuAl3 a TyrAl4. Tato mista Stépeni
odpovidaji specifit¢ metaloproteas pro velké alifatické
nebo nepolarni aminokyseliny.

V parenchymatickych bunikdch jater byla v endo-
somech prokazana vysoka aktivita EAI jez muze v téchto
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buiikach ptsobit misto IDE. I kdyz jde o enzym, ktery
neni IDE pfibuzny, neni metaloproteasa a ma pH opti-
mum 4-4,5, mista St€peni jsou téméf identicka s IDE
(cit*). EAI je nékterymi autory ztotoziiovana
s katepsinem D (cit.*). Insulinové fragmenty, at’ uz vznik-
1¢ ptsobenim IDE ¢i kyselych proteas, jsou dale Stépeny
riznymi proteolytickymi systémy vcetné lysosomd.

Dlouhou dobu byla diskutovdna role lysosomi
v degradaci insulinu. Ackoliv byly v lysosomech prokaza-
ny degradaéni produkty insulinu, soudilo se, Ze lysosomy
nehraji v degradaci téméf Zadnou roli. Je pravdépodobné,
ze Castecné degradovany insulin miZze byt posléze
v lysosomech dokonale roz§tépen’”.

Abnormality v odbourdvéni a degradaci insulinu se
odrazeji v riznych patologickych stavech, mezi néz patii
napf. diabetes 2. typu nebo obezita.

Bohuzel, dodnes neexistuji vysoce selektivni inhibito-
ry IDE ani EAI (katepsinu D). Jejich pouziti in vivo by
umoznilo dal§i zajimavy vyzkum role degradujicich enzy-
mi v metabolismu insulinu na hladinu glukosy v krvi
a nelze vyloucit jejich pfipadné terapeutické vyuziti.

6. Zavér

Uplynulo jiz vice nez 80 let od objevu insulinu a jeho
podani prvnimu pacientovi. V pribéhu nasledujicich dese-
tileti byla vyfeSena struktura insulinu a pfipraveno nékolik
analogll pouzivanych dnes v klinické praxi. Bylo rovnéz
dosazeno vyznamnych objevil tykajicich se mechanismu
pusobeni insulinu, jeho interakce s receptorem a nasled-
nych vnitrobunéénych déji vedoucich ke vstupu glukosy
do buiky. Pies vSechny tyto objevy a uspéchy stale pred-
stavuje diabetes mellitus jednu z nejvyznamnéjsich civili-
zacnich chorob, ktera je spojena s vysokou morbiditou
a mortalitou. Studium sekrece insulinu, regulace jeho ex-
prese, degradace a mechanismu ptisobeni proto stile je
a v budoucnu bude velmi aktualnim tématem. V této praci
jsme se pokusili shrnout posledni znalosti z téchto oblasti
vyzkumu a doufame, Ze ¢lanek bude inspiraci pro nasi
chemickou a biochemickou vetejnost.

Tato prdace byla podporovana vyzkumnym zdamérem
Z4 055 0506.
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L. Zakova and J. Jiraek (Institute of Organic Che-
mistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Biosynthesis, Secretion and
Degradation of Insulin

Insulin was isolated and used as a therapeutic agent
for the first time more than 80 years ago. In subsequent
decades, the structure of insulin was fully resolved and
several insulin analogues were introduced in clinical prac-
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tice. Important discoveries were made concerning the
mechanism of action of insulin, its interaction with recep-
tors, and insulin-dependent cellular processes. Despite all
these successes, diabetes mellitus remains one of the most
important human diseases with high morbidity and mortal-
ity. Therefore, studies of insulin secretion, regulation of its
expression, and mechanism of action still remain impor-
tant topics. The review summarizes the latest knowledge in
the field.
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1. Uvod

Balkanska endemicka familiarni nefropatie je choroba
roz$ifena v geograficky limitovanych oblastech, v populaci
zijici v oblasti podél feky Dunaje (do vzdélenosti az
100 km od toku) v nékterych ¢astech Bulharska, Rumun-
ska a zemi byvalé Jugoslavie' . Uvedené onemocnéni je
charakterizované pomalu postupujicim progresivnim zané-
tem intersticia ledviny, ktery vede az k totalnimu selhani
funkce tohoto organu. Proces je ireversibilni a kon¢i zpra-
vidla terapii formou dialyzy, event. naslednou transplanta-
ci postizeného organu' . Klinicky a morfologicky je bal-
kanska endemicka nefropatie charakterizovana signifikant-
nimi zménami struktur ledvinnych tubuli, intesticialni
fibrosou a postupnym poskozenim renalniho parenchymu
vedoucimu k totalni atrofii organu. Je provizena anemii,
ztratou t€lesné hmotnosti a bolestmi hlavy, u pacientti vak
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absentuje hypertense typicka pro jiné nefropatie’.
Z charakteristickych biochemickych zmén je nutné zminit
proteinurii, glukosurii, zvySeny obsah kreatininu v seru,
zvySeni hladin nékterych enzymu (y-glutamyltransferasy,
alkalické fosfatasy, laktatdehydrogenasy), plasmatickych
imunoglobulint IgM a IgG a pH mo&i*’. Choroba je spoje-
na s multifokdlnimi, pomalu rostoucimi, povrchovymi,
,low-grade® tumory panvicky ledvin a s tvorbou tumord
i dalsich ¢asti mogového traktu'™.

Mezi dosud nevyfesené otazky spojené s balkanskou
endemickou nefropatii patfi poznani pfic¢in choroby, a to
i presto, Ze uloha fady potencialnich faktorti (pfedev§im
faktorti genetickych a enviromentalnich) byla jiz studova-
na*®. Epidemiologické a genetické studie napovidaji pro
multifaktoridlni plivod balkdnské endemické nefropatie.
V soucasnosti bylo vysloveno nékolik hypotéz, které se
pokouseji vysvétlit pivod jak tohoto ledvinného onemoc-
néni, tak i tumord mocového traktu, které chorobu prova-
zeji.

2. Hypotézy etiologie balkanské endemické
nefropatie

2.1. Polycyklické aromatické
vhlovodiky a aromatické aminy

Za jednu z pricin balkanské nefropatie je povazovano
dlouhodobé vystaveni obyvatelstva postizené oblasti poly-
cyklickym aromatickym uhlovodikim a aromatickym
aminim, které se dostdvaji do Zivotniho prostredi
v postizenych regionech z lozisek lignitu a uhli’. Vyskyt
takovych organickych sloucenin byl prokdzan jiz
v poloviné 70. let, detegovany byly jako slozky olejovych
skvin ve vodach jezer a fek endemickych oblasti
s vyskytem balkanské nefropatie. Jejich pfitomnost byla
prokazdna i v pitné vodé konzumované obyvatelstvem
regionti postizenych balkanskou nefropatii’. Skute&nost,
ze aromatické aminy vykazuji nefrotoxické a karcinogenni
ucinky, rovné€z jako jejich efektivita vyvolavat tvorbu na-
dori mocCovych cest, je znama jiz fadu let, jak ze studif
experimentélnich, tak i epidemiologickych®’. Metabolic-
kou aktivaci obou typt aromatickych sloucenin vznikaji
reaktivni intermediaty (diolepoxidy resultujici v tvorbu
karbeniovych iontl z polycyklickych aromatickych uhlo-
vodikli a nitreniové ¢i karbeniové ionty z aromatickych
amint), které kovalentné¢ modifikuji DNA cilovych organt
(tvorba DNA aduktti). Tim pak iniciuji patologické proce-
sy”!®. Adukty aktivovanych toxikanti s DNA mohou byt
prokazateln& detegovany fadou experimentalnich metod''™"*
a korelovany s vyvojem choroby. Studie sledujici tvorbu
takovych aduktd v DNA pacienti z oblasti postizenych
balkanskou endemickou nefropatii v§ak dosud chybi.



Chem. Listy 99, 782 — 788 (2005)

2.2. Tézké kovy

Nichifor a spol."” prokazali, e se v endemickych
oblastech s vyskytem balkanské nefropatie nachazeji
v okoli vodnich zdroji vysoké koncentrace kadmia, chro-
mu, hotc¢iku, kobaltu, niklu a médi a jejich iontd. Zvyseny
obsah nekterych iontt téchto kovl (Mg, Cu, Ni) byl navic
detegovan v mogi pacientii trpicich uvedenou chorobou’.
Vzhledem k nefrotoxicité uvedenych kovu jsou proto také
povazovany za jednu z pficin, pusobici pravdépodobné
v kombinaci s dalS§imi faktory, a participujici na vyvoji
choroby'*™". T&7ké kovy totiz zpiisobuji vazné poskozeni
ledvinného tubularniho systému a nalezeny byly i n¢které
morfologické podobnosti mezi nefropatii vyvolanou tézky-
mi kovy a balkanskou endemickou nefropatii®. Biochemic-
ky mechanismus pusobeni tézkych kovi zahrnuje posko-
zeni membran rendlnich bunék (kalciovy kanal), iniciaci
oxidativniho stresu a produkci superoxidovych anionti,
narust peroxidace lipidi a poSkozeni biologické funkce
SH proteind (vazba ionti tézkych kovi na SH skupiny
esencialni pro jejich ptisobeni).

AAL: R = OCHj
AAll: =R =H

HO
0
H ¢
H H °
OH H
dG-AAI, dG-AAIl
QH NH,
0=P—OH

Cl

0-C8 OTA-3"-dGMP
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2.3. Mykotoxiny

Dalsi hypotéza predpokladd plvod choroby
v pusobeni mykotoxinl.. Vychazi z premisy, Ze choroba
milize byt zplsobena intoxikaci obyvatelstva postizené
oblasti dlouhodobym opakovanym pfijmem malych davek
nefrotoxického a karcinogenniho mykotoxinu ochratoxinu
A (obr. 1), event. daldiho mykotoxinu citrininu®*

Hypotéza povazujici ochratoxin A za plvodce bal-
kanské nefropatie a nasledného vyvoje tumortit mocového
traktu vychazi z nékolika skutecnosti. Prvou z nich je na-
padna podobnost mezi strukturdlnimi zménami
v ledvinach i zménami jejich funkce vyvolanymi v experi-
mentalnich zvitatech ochratoxinem A a klinickymi i pato-
logickymi piiznaky balkanské nefropatie®. Nefropatie vy-
volana ochratoxinem A je napf. rovnéz provazena intersti-
cidlni fibrosou, atrofii tubulli, patologickymi zménami
v glomerulech, a dal§imi procesy, které jsou obdobné
s ptiznaky provéazejicimi balkdnskou endemickou nefropa-
tii. Ochratoxin A je navic mykotoxinem vykazujicim nejen
nefrotoxické Ucinky, ale je rovnéz karcinogenem generuji-

Oy _OH
0 OTA

N
H .
“CHjg

Cl

dA-AAl, dA-AAll

C-C8 OTA-3'- dGMP

Obr. 1. Struktura ochratoxinu A (OTA), aristolochovych kyselin (AA) a jejich adukti s DNA
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cim tumory mo&ového traktu®.

Dalsi skute¢nosti podporujici plivod balkdnské nefro-
patie pasobenim ochratoxinu A je zji§téni, Ze v potra-
vinach, které byly konzumovany postiZzenymi skupinami
obyvatelstva v ovlivnénych oblastech byly nalezeny vyssi
koncentrace ochratoxinu A nez v potravinich z ji-
nych oblasti. Detailné byl sledovan obsah ochratoxinu
A v kukufici a fazoli jako pfevladajicich rostlinnych slo-
zek potravin konzumovanych obyvatelstvem postizenych
oblasti®. V letech 1981-1991, kdy byly tyto produkty ana-
lyzovany, byl obsah ochratoxinu A v rostlinnych slozkach
potravin vyssi nez 10 pg kg™' p¥itomen ve vice nez 50 %
analyzovanych vzorki z postizenych oblasti. Naproti tomu
byl takovy obsah v uvedenych produktech z nepostizenych
oblasti, nicméné geograficky lokalizovanych v jejich bliz-
kosti, detegovan pouze asi v 10 % analyzovanych vzorki’.
Ochratoxin A byl rovnéz detegovan v masnych produktech
distribuovanych v postizenych oblastech a konzumova-
nych obyvatelstvem, detailni analyza takovych vyrobki
z riiznych oblasti viak dosud nebyla realizovana’.

Hypotéza, ze ochratoxin A participuje na etiologii
onemocnéni, vychdzi rovnéz z nalezu, ze v krvi obyvatel-
stva oblasti postizené balkanskou nefropatii byly zjistény
vyssi koncentrace ochratoxinu A nez v krvi obyvatelstva
zijictho v oblastech neovlivnénych®***'. Obsah tohoto
mykotoxinu v krvi dosahuje koncentraci 5-50 ng ml™
krve u vice nez 2 % obyvatelstva postizenych oblasti’. Pro
srovnani lze uvést koncentrace ochratoxinu A nalezené
v krvi obyvatel Ceské republiky. Malii a spol. vySetfili
2206 vzorkut lidského séra a ochratoxin A nalezli v 2077
piipadech (94 %) v primémé koncentraci 0,28 ng ml™'
(cit.™).

Zasadnim nélezem podporujicim puvod choroby
v ochratoxinu A je skutecnost, ze v DNA tumorli moco-
vych cest nékolika jedinc Zijicich v postizené oblasti byly
nalezeny adukty, které jevi podobnost s adukty nalezenymi
v DNA experimentalnich zvifat vystavenych ochratoxinu
A*2 K detekci a identifikaci adukti tvofenych
z ochratoxinu A byla vyuZita vysoce sensitivni Randera-
thova metoda (**P-postlabeling)''™'*. Takové adukty byly
prokazany i naSi laboratofi, analyzou vzorkii DNA ledvin
pacientd trpicich tumory mocovych cest z balkanské ende-
mické oblasti (adukty O1-04 v DNA uvedené v obr. 2)*.

Vysledky experimentti sledujicich generaci aduktd
z ochratoxinu A v DNA in vitro a in vivo jsou vsak
04—
A T B C T
X7 03 /03
01 02 Ol 028

Obr. 2. Adukty derivované z ochratoxinu A v DNA ledvin
pacientii z oblasti balkanské endemické nefropatie (Slavonski
Brod)®
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v nékolika laboratotich kontroverzni. Ackoliv v fad¢€ praci
byly adukty odvozené od ochratoxinu A prokazatelné dete-
govatelné™*** % v jedné z detailnich recentnich studii
viak nalezeny nebyly*’. Kontroverzni jsou také vysledky
a nazory na to, zda je ochratoxin A genotoxickym ¢i epige-
netickym karcinogenem®***** Jinymi slovy feéeno, zda
jsou adukty nalezené v DNA tvofeny piimo z reaktivnich
metabolitll ochratoxinu A nebo zda pochazi ze sekundar-
nich vlivli provazejicich jeho metabolismus (napf. aktivnich
forem kysliku, které mohou poSkozovat DNA). Ochratoxin
A je v organismech metabolizovan cytochromy P450 na
hydroxylované derivaty, 4(R)- a 4(S)-hydroxyochratoxin A,
je vSak substratem, ktery je témito enzymy oxidovan velmi
obtizné. Navic tyto metabolity nejsou zodpoveédné za jeho
genotoxicitu®’. Naproti tomu bylo nedivno prokézano, Ze
peroxidasy generuji z ochratoxinu A primarné fenoxylovy
radikal, dale pak hydrochinon a chinon tohoto mykotoxinu.
Radikal ochratoxinu A pak reaguje s nukleofilnimi centry
nukleovych kyselin®*®*.  Posledni vysledky laboratote
Pfohl-Leskowicz a Castegnara nedavno skute¢né jasné pro-
kazaly nejen tvorbu aduktl generovanych v DNA ledvin
potkana a prasete plsobenim ochratoxinu A, urcily vSak
i strukturu dvou majoritnich adukti (C-C8-dG a O-C8-dG
adukty)*® (obr. 1). To vie mluvi pro genotoxicky mechanis-
mus toxického a karcinogenniho pasobeni ochratoxinu A.
Pro plné potvrzeni jak genotoxického mechanismu puisobeni
ochratoxinu A, tak i jeho tlohy v etiologii balkdnské ende-
mické nefropatie je vSak nutné prokazat tvorbu aduktd
v DNA jest¢ v naslednych detailnich studiich
s experimentalnimi zvitaty, rovnéz jako u dalSich pacientti
trpicich touto chorobou.

2.4. Aristolochové kyseliny

Dalsi hypotéza pricita piivod vyvoje choroby piisobe-
ni latek rostlinného ptivodu, jmenovité dvou nitrofenantre-
novych sloucenin, aristolochovych kyselin (obr. 1). Tento
pfedpoklad vychazi z pfekvapujici podobnosti mezi bal-
kanskou nefropatii a progresivni renalni intersticialni fib-
rosou spojenou s vyvojem tumort mocovych cest, nedav-
no nové popsanym ledvinovym onemocnénim oznacova-
nym jako ,,Chinese herbs nephropathy“ (CHN)***. Za
divod uvedenych ledvinovych poruch byl nedavno jedno-
znacné urcen piijem nefrotoxickych a karcinogennich aris-
tolochovych kyselin, které byly soucasti rostlinné diety
pacientdi trpicich touto chorobou®?**.  Vzhledem
k jednoznacnosti piivodu tohoto ledvinového a nadorového
onemocnéni v konzumaci aristolochovych kyselin
(pfedevsim aristolochové kyseliny I, ktera je majoritnim
podilem AA rostlinnych soucasti), je nyni oznacovano
jako nefropatie vyvolana aristolochovymi kyselinami
(Aristolochic Acid Nephropathy, AAN)***'. Hypotézu, Ze
aristolochové kyseliny mohou participovat na vyvoji bal-
kanské endemické nefropatie, navic podporuji skute¢nosti,
ze rostlinné extrakty obsahujici aristolochové kyseliny
jsou jiz od nepaméti uzivany v lidovém lécitelstvi v posti-
zenych oblastech a ¢asti rostlin Celedi Aristolochiacae
byly nalezeny v sypkach, ve kterych jsou skladovany obi-
loviny® ™. Neni bez zajimavosti, Ze za ptivodce balkanské
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Obr. 3. Schéma iniciace nidorovych procesii vyvolanych
aristolochovou Kkyselinou I v lidském organismu; NQOI,
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa; CYP, cytochrom P450; COX,
cyklooxygenasa (prostaglandin H synthasa)

nefropatie byly aristolochové kyseliny oznaceny jiz v roce
1970 (cit.*®), tedy v dobé&, kdy onemocnéni vyvolané t&mi-
to pfirodnimi latkami jesté nebylo popsano.

Metabolické studie prokazaly, Ze majoritnimi meta-
bolity aristolochovych kyselin tvofenymi in vitro a in vivo
jsou redukéni produkty aristolaktamy, jez byly detegova-
ny jak v konjugované, tak i nekonjugované formeé v moci
a vykalech savci véetng ¢lovéka*™*. Aktivace aristolocho-
vych kyselin na reaktivni metabolity iniciujici toxické
a karcinogenni t¢inky probiha rovn&z redukéni cestou'*'®.
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Obr. 4. Adukty nalezené v DNA ledvin pacienti trpicich
nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyselinami (A) a adukty
v DNA ledvin pacienti z oblasti balkanské endemické nefro-
patie (vzorky analyzované téZ z hlediska adukti generova-
nych z ochratoxinu A, viz obr. 2) (B-D); adukt Al representuje
adukt dA-AAL A2, dG-AAl a A3, dA-AAIl

V pribéhu redukce obou kyselin dochazi ke vzniku reak-
tivniho cyklického acylnitreniového iontu, ktery se vaze na
DNA a tvofi dva majoritni adukty jak v experimentech in
vitro, tak i u experimentalnich zvifat in vivo, rovnéz jako
v DNA ledvin a mocové trubice pacientil trpicich chrobou
AAN (cit %Y Jde o adukty s deoxyadenosinem
a deoxyguanosinem [7-(deoxyadenosin-N°-yl)-aristo-
laktam (dA-AA) a 7-(deoxyguanosin-Nz-yl)aristolaktam
(dG-AA)] (obr. 1, 3 a 4). K detekci a identifikaci aduktd
tvofenych z aristolochovych kyselin byla rovnéz vyuzita
metoda **P-postlabeling®®*******. Jejim prostiednictvim byl
odhalen i vztah mezi perzistenci adukti a karcinogennim
ucinkem aristolochovych kyselin. Na rozdil od doby pfetr-
vani aduktu 7-(deoxyguanosin-N’-yl)-aristolaktamu
I v DNA riznych organii experimentalnich zvifat (potka-
nu), kterd nebyla delsi nez dva tydny, persistence aduktl
s deoxyadenosinem (dA-AATI) byla dlouhodoba®’. Dlouho-
doba persistence deoxyadenosinového aduktu je tak kritic-
kym prekarcinogennim stavem (lézi v DNA), ktery je
zodpovédny za iniciaci karcinogenese vyvolané aristolo-
chovou kyselinou. Tento adukt byl skute¢né nalezen jako
persistentni 1éze zplisobujici mutaci tumor supresorového
genu p53 [mutace AAG — TAG v kodonu 139 (Lys —>
Stop) v exonu 5] pacientii trpicich chorobou®. Schéma
molekularniho mechanismu karcinogenese vyvolané aris-
tolochovou kyselinou v lidském organismu je uvedené na
obr. 3.

Vysledky ziskané mezindrodnim tymem slozenym
z pracovnikil laboratofi katedry biochemie PrF UK
a pracovist ze SRN, Belgie, Francie a Chorvatska, plné
podporuji ptredpoklad, Ze aristolochové kyseliny mohou
byt jednou z pficin balkdnské endemické nefropatie.
V DNA vzorkil ledvin nékolika jedinct zijicich v oblasti
postizené balkanskou nefropatii a vykazujicich ptiznaky
této choroby byly nalezeny prekarcinogenni 1éze v DNA,
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Obr. 5. HPLC aduktu A1 panelu B obrazku 3 (A) a standardu
aduktu dA-AAI (B); experimentdlni podminky pro separaci
aduktdl jsou detailnd popsany v citacich®*%50

konkrétn¢ adukt dA-AAI (obr. 4 a 5). Vzhledem k tomu,
ze se jedna o tytéz vzorky ledvin, v jejichz DNA byly na-
lezeny i1 adukty generované ochratoxinem A (obr. 2),
v poskozeni DNA ledvin pacienttl testovanych v uvedené
studii je tedy rovnéz nutné brat v tvahu i tlohu tohoto
mykotoxinu.

Z analyz DNA z vzorkil ledvin téchto pacientll i paci-
entll trpicich nefropatii vyvolanou aristolochovymi kyseli-
nami**>’ navic vyplyva, Ze jejich DNA nebyla ovlivnéna
pusobenim  polycyklickych —aromatickych uhlovodikl
a aromatickych aminti. Absence siln€ hydrofobnich adukt
generovanych témito latkami, lokalizovanymi ptedev§im
v diagondlni zon& autoradiografickych snimka™', je toho
velmi podstatnym diikazem (obr. 2 a 4). Participace téchto
sloucenin na vyvoji obou ledvinovych chorob a nasledné-
ho vyvoje nadortt mocovych cest vSech téchto pacientt je
tedy pravdépodobné minimalni, ¢i chybi vibec.

2.5. Genetické faktory

Dalsi hypotéza poklada za nejpodstatngjsi faktory pod-
mifijici vyvoj balkanské nefropatie faktory genetické™.
Stézejni vyznam pro vznik a vyvoj této choroby maji prav-
dépodobné¢ geny lokalizované v oblasti mezi geny 3q25
a 3q26 (cit.). V této oblasti je lokalizovano mnoho gent
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kodujicich znacné rozdilné proteiny (napt. kalcium-
sensitivni receptor, podjednotky kalciového kandlu, ¢le-
synthesy IF2A, fosfatasu proteinii 1, receptory spojené
s G proteinem, methyltransferasu). Které z gent se
k vyvoji balkdnské endemické nefropatie pfimo vztahuji,
viak dosud znamo neni®. Z jinych genetickych faktort
participujicich na vyvolani balkanské nefropatie mtize byt
uvazovana i geneticka heterogenita (geneticky polymorfis-
mus) enzymu metabolizujicich xenobiotika, popf. genetic-
ky podminéné defekty imunitniho systému’’. Vztah mezi
genetickym polymorfismem enzymi metabolizujicich
xenobiotika, konkrétné téch, které jsou povazovany za
potencialni pfic¢iny choroby (ochratoxin A, aristolochové
kyseliny, aromatické aminy), a vlastnim onemocnénim
dosud nebyl zkoumén. Je v§ak zndmo, Ze polymorfismus
nékterych enzymt metabolizujicich (aktivujicich a detoxi-
kujicich) tyto a dalsi karcinogeny [napf. cytochromt P450
1A1/2, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasy, receptoru kont-
rolujici jejich expresi (Ah receptoru), cytochromti P450
podrodiny 2C, myeloperoxidasy]*2430-336-38405155 a4y
mezi faktory, které ovlivituji vyvoj fady nadorovych one-
mocnéni®’.

3. Zavér

Otevienymi otazkami zlstava, jak jednotlivé vysSe
uvedené priciny, dosud vice mén¢ stale jesté hypotetické,
na pavodu balkanské nefropatie skutecné participuji
a jakou mérou. Zamérem projektu podporovaném Granto-
vou agenturou Univerzity Karlovy (GAUK 432/2004) je
proto na tyto otazky odpovédét. Vysvétleni etiologie bal-
kanské endemické nefropatie je vysoce aktualni. VyfeSe-
nim této problematiky lze ptfedpokladat ziskani podstat-
nych poznatkti zasadnich pro rozvoj zakladniho vyzkumu
v oblasti poznani procesi, které jsou limitujici pro patolo-
gické procesy vedouci k poskozeni ledvin i naslednou
tvorbu nadorfi, rovnéz jako v oblasti studia enzymovych
Vyfteseni ptivodu balkanské nefropatie ma vsak také velky
prakticky vyznam, nebot mlZze byt vyuZito
k terapeutickému zéasahu a pfispét tak k lepsi prognoze
vyvoje choroby. Navic mlize napomoci i v pfedvidani rizik
a prevenci nejen této choroby, ale dalSich onemocnéni
vyvolanych environmentélnimi a genetickymi faktory.

Podporovano Grantovou agenturou Univerzity Karlo-
v (grant GAUK 432/2004) a MSMT CR (grant
MSM0021620808).
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Balkan endemic nephropathy is a unique renal fibro-
sis leading to progressive and gradually developing renal
failure, followed by development of tumors of the urinary
tract. Several hypotheses concerning the etiology of this
disease have been investigated, including environmental
factors (heavy metals, polycyclic aromatic hydrocarbons,
aromatic amines, fungal and plant toxins) and/or genetic
factors. The article reviews the different hypotheses and
pays particular attention to the biochemical role of the
mycotoxin ochratoxin A and the plant product aristolochic
acid.
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1. Uvod

Obecné mizeme barevné substance rozdélit na barvi-
va, kterd obvykle byvaji zpracovatelna ve formé pravého
¢i nepravého roztoku a déli se proto Casto dale na barviva
rozpustna ve vodé€, rozpustnd v organickych rozpouste-
dlech, barviva disperzni, kypova, atd., a na pigmenty
(obvykle nerozpustné, pouzivané napt. v suspenzi), a pod.
V cestiné je pojem barvivo pon€kud SirS$i nez napf.
v angli¢ting (dye/ colorant), nebot’ ¢asto jsou terminy napf.
barvivo, barevn4 latka, pigment, zamé&fiovany.

Barevné latky absorbuji ¢ast viditelného spektra elek-
tromagnetického zafeni v rozsahu 380780 nm. Pro pouZi-
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ti latky jako barvivo ¢i pigment je dileZité, aby latka méla
i dostate¢né vysoky absorpéni koeficient (10000 az
40 000 1 mol™' cm™), aby byla dostate&né stala (proti zmé-
nam fotochemickym, chemickym, k oxidaci, atd.) a v ne-
posledni fadg, aby nebyla toxicka.

Pfirodni barviva jsou piedmétem fady studii'™,
nicméné, mélokdo se zabyva chemismem t&chto latek’.
Samoziejmé, zZe se témet v kazdé ucebnici miizeme sezna-
mit s principy barevnosti a spektroskopie. Zajimavé jsou
internetové portaly, kde se mizeme dozveédét casto mno-
hem vice®"". O barvickach to pak plati ve vyznamné mi-
fe'?, velmi uzite¢nymi zdroji informaci jsou i chemické
encyklopedie® 2.

Barviva muzeme délit i podle barvy, chemického
slozeni ¢i struktury, zptisobu vazby na material, biologické
funkce v ptirodnim materialu (chlorofyl, hemoglobin ...),
fyzikalnich vlastnosti (rozpustnost aj.) a podobné. V tomto
¢lanku se zaméfime na barevné ptirodni latky, které jsou
vétSinou sekundarnimi metabolity a pfirodni barviva pri-
myslové vyznamna a pridrzime se déleni podle chemic-
kych struktur.

1.1. Pfirodni barviva Zivoc¢i$na

z zivocisnych zdrojl je pfirodni sepie, Cervenohnéda latka
izolovana z inkoustového vaku sépie obecné (Sepia offici-
nalis) ¢i obecné hlavonozcul, barva, skladajici se hlavné
z melaminu. Némecké jméno sepie Tintenfisch, inkousto-
va ryba, ukazuje, jak bylo v historii toto barvivo pouziva-
no, jeste pred objevenim inkoustu dub&énkového.

Dalsim barvivem je Sarlatova ¢i karminova koSenila
zvnéj8i krusty oplozenych samicek mexického cCervce
nopalového (Dactylopius coccus = Coccus cacti), Zijiciho
na opuncii (nopal) a podobnad, tzv. neprava koSenila, zvana
téz alkermesova Stava, Cerveny prasek vyrabény ze za-
schlych samicek Cervce Kermes ilicis = Coccus ilicis,
hmyzu Zijiciho na nékterych druzich otfesaki ve Stfedomo-
fi a severni Africe. Byla dfive uZivana hojné€ jako nadhrada
za mnohem drazsi karmin z koSenily. Tato ¢ervcova barvi-
va obsahuji hlavné karminovou kyselinu.

Ttetim prikladem znamého Zivocisného barviva je
tyrsky purpur vyrabény z ulity ostranky Murex. Legendy
tvrdi, Ze purpur objevila Helena Trojska, ktera pii prochaz-
ce po pobrezi vidéla psa, ktery kousl do vyvrzeného moi-
ského zivocicha, ¢imz se pottisnil purpurovou barvou. Jina
legenda pravi, ze papez Pavel II. v roce 1464 nahradil tyr-

v

1.2. Pfirodni barviva rostlinna

Mnoho barviv je tradi¢né ziskavano z kotenti, plodu,
kvétd, kiry a listdl riznych rostlin. Cervena barva z kofent
moteny barvitské (Rubia tinctorum) je v Evropé pouzivana
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udajné jiz od r. 800, dalsi byla ziskavana z brazilského
dteva (Caesalpinia echinata), Cervené tepy (Beta vulgaris
subsp. vulgaris var. vulgaris), medvédice 1ékarské
(Arctostaphylos uva-ursi) a svétlice barvitské (Carthamus
tinctorius). Zajimavym ptikladem je i Cerveny orcein, zis-
kavany provzdusilovanim amoniakélniho extraktu z mechti
Rocella tinctoria, Ochrolechia tartarea aj. Znamé je
i oranzové barvivo z blizen Safranu (Crocus sativus); jehoz
cena odpovida tomu, ze na 1 kg suchého koteni je tieba sto
tisic kvétl. Zdrojem zlutého barviva byval hefmanek
(Matricaria recutila ¢i Chamomilla recutila), vitod hotky
kratkokiidly (Polygala amara subsp. brachyptera) ¢i kru-
Cinka barvitska (Genista tinctoria) a hnédou poskytovala
henna (Lawsonia inermis). Zdrojem zelené barvy mize byt
Safran a boryt barvitsky (Isatis tinctoria), rdesno ptaci
(Persicaria maculosa), rdesno Cervinec (Polygonum persi-
caria), listy $toviku kyselého (Rumex acetosa), kopiiva
dvoudoma a zahavka (Urtica dioica, Urtica urens) a am-
brozie pefenolisté (Ambrosia artemisiifolia), kde pujde
hlavné¢ o chlorofyl. Modrou poskytne boryt barviisky
(Isatis tinctoria) a indigo z indigovniku (Indigofera tincto-
ria).

Rostlinna barviva byvala v historii ziskdvana, a jsou
ziskavana v femeslné praxi vétSinou i dnes, po roztluceni
¢i rozfezani barevného materidlu, ktery byl louhovan ve
vodé zahtaté té€sné pod teplotu varu; za této teploty byly
barveny rtizné hmoty (tkaniny, vldkna) do roztoku ponote-
né. Casto bylo pii barveni pouzivano motidlo, obvykle stll,
které usnadiiuje vazbu barevné substance na barveny mate-
rial pomoci nekovalentnich vazeb rizného druhu. Typic-
kym mofidlem miiZe byt smés siranu hlinitého a kyselého
vinanu draselného. Pokud jsou jako moftidla pouzity soli
obsahujici chrom, meéd, cin ¢i zelezo, mulze dojit
k vybarveni materialu i na zménénou barvu ¢i odstin.

V soucasné dobé se nékteré latky z typli zde popiso-
vanych dokonce vyuzivaji v rostlinné produkci napt. jako
piirodni antioxidanty”’, kde piikladem mohou byt antho-
kyanova barviva z brambor®™®. Jinym piikladem miize byt
studium inhibice aldosareduktasy (EC 1.1.1.21, ALR2)
rostlinnymi chalkony®’, piipadné studium nékterych zde
uvedenych pyranovych barviv jako fytoestrogent®.

1.3. Pfirodni barviva mineralni

Nejbéznéjsim mineralnim barvivem je okr, smés jilo-
vitych hlin s charakteristicky barevnymi oxidy. Jeho barva
kolisa od typické okrové ¢i svétlé sieny s oxidem hotecna-
tym aZz po cervenou s limonitem az hematitem. Tmava
umbra obsahuje oxid manganaty. Jako bilé pigmenty se
pouzivaji vapenec, oxid titani¢ity, podobné jako cerné
pigmenty saze a uhlik, zelené pigmenty malachit, modré
pigmenty azurit a tyrkys a Cervené pigmenty rumélka
a Cisté oxidy a hydroxidy Zeleza.

Pigmenty se pouzivaly jako suspenze ve vajecném
bilku, vod¢, tuku ¢i oleji. I zde se pouzivaly nejriznéjsi
piimési, které zlepSovaly vazbu pigmentu na barveny ma-
terial.

Referaty

2. Polyenova barviva

Polyenova barviva jsou typicky linearni nenasycené
konjugované uhlovodiky a jejich derivaty s vétSinou dvoj-
nych vazeb v konfiguraci trans. Jsou nerozpustné ¢i prak-
ticky nerozpustné ve vod€. Z nich patii k nejvyznamnéj$im
zluty lutein, ktery se vyskytuje ve vaje¢ném zloutku a mé-
sicku 1ékarském (Calendula officinalis) ¢i hojné v Mexiku
péstovaném afrikanu (Tagetes lucida), jehoz se roéné skli-
di 600 tisic tun ve formé barevné moucky.

\OH

\\\\\\\\

HO

lutein

Barviva pfitomna v luscich papriky (Capsicum an-
nuum) jsou smési karotenoidl, ve kterych prevlada
kapsanthin a kapsorubin. Tato barviva jsou v oleji rozpust-
n4, stala k teplu a pH; nejsou vsak stala k plisobeni svétla.
Suseny paprikovy lusk se pouziva jako barvivo a kofeni
a ro¢né se jej odhadem vyrobi 45 tisic tun.

HO

kapsanthin

265

kapsorubin

Karoteny patii jak k vyznamnym ptirodnim oranzo-
vym barvivim, tak k dilezitym slozkam nasi stravy
(provitaminy). Jak vidno z uvedenych vzorcd, piili§ se od
sebe nelisi. p-Karoten patii k nejbéznéjsim, vyskytuje se
vmrkvi (Daucus carota subsp. sativus) a patii
k vyznamnym potravinafskym barvivim (Ama.x 497, 466
nm). Smés karotent je oznaovana jako E160a. Ukazme si
na né¢kolika pfipadech téchto latek diverzitu této knihovny
sekundarnich metabolitd

B-karoten
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sobuje astacen (astacin) 0 Am,x 500 nm. Toto polyenové
barvivo (CAS RN 514-76-1) je v literatufe casto podle
nazvu zaménovano za metalloproteinasu HMP1 astacin
(CAS RN 143179-21-9) zpodobného zdroje, langusty
Astacus astacus.

_0
Ow N VN Yo NN o
o)
astacen

y-karoten

OH

\\\\\\\\

HO

zeaxanthin

Zrna kukutice (Zea mays) obsahuji Zluté barvivo zea-
xanthin (Amax 483, 451 nm), velmi podobné luteinu; oba se
pouzivaji jako antioxidanty. Podobné plody Sipku (Rosa
canina) obsahuji ¢erveny rubixanthin (Ay. 509, 474, 439
nm).

HO
rubixanthin

Kryptoxanthin z vaje¢ného Zzloutku, obili ¢i ploda
jahodniku (Fragaria vesca) je opét zluty (Anax 480, 452
nm).

A \\\\\\
HO

kryptoxanthin

Krasnou cCervenou barvu nékterych tas, motskych
hub, ryb, uvatenych krust krabl a humrt (Homarus) zpu-

266

rhodoxanthin

OranZovo-zluty rhodoxanthin, ktery barvi podzimni
listi a je obsaZen v jedovatych semenech tisu (7Taxus bac-
cata) a v tase Chlorella sp., nalezneme i v i8i Zivoci$né,
napt. v barvivech kiidel n€kterych holubti.

Iykopen

Cerveny lykopen je piikladem nesubstituovaného
polyenu. Je zékladnim barvivem rajcete jedlého
(Lycopersicon), hmax 505, 472, 446 nm.

~

o
O\\\\\\\\\\O
OH

bixin

Annatto (annato) je Cervené, oranzové az zlatozluté
barvivo ze semen tropického kete Bixa orellana. Hlavni
barevnou slozkou je bixin (cis-bixin An. 509, 475, 443
nm), monomethylester kyseliny diapokarotenové. Prito-
men je i demethylovany produkt norbixin, ktery se naléza
v pryskyfi¢natém obalu obklopujici semeno. V minoritnich
mnozstvich jsou pfitomny i frans-bixin a cis-norbixin. Ket
annatto je doma ve stfedni az jizni Americe, kde se semena
pouzivaji jako kofeni. Objem svétové rocni produkce je
odhadovan na 10 tisic tun, je pouzivan jako potravinaiské
barvivo E160b.

OH
O AN N NN
OH
krocetin
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krocin

Krocin (krocetin bis-gentiobiosid, Ay 464, 434 nm)
se vyrabi z extraktu z vodorozpustného barviva z gardénie
jasminové (Gardenia jasminoides) a z Cervenych pestikll
Safranu (Crocus sativus). Barviva nejsou obchodné zamén-
na, nebot’ cena Safranu, ale i jeho ving je v pfipadé ptirod-
niho materialu hodnocena velmi vysoko, protoze jde
o nejdrazsi kofeni na svété. Deglykosylovany oranzovy
krocetin je vlastnim nositelem barevnosti a je jiz neroz-
pustny ve vod€, Ay 464, 436, 411 nm. Odhad svétové
ro¢ni produkce koteni Safranu je 50 tun.

NV T T Y S >

HO

B-citraurin

violaxanthin

B-Citraurin zlatozluty, Am.x 497, 467 nm, zvany téz
sladka oranz ¢i oranz ,navel”, je karotenoidni barvivo
nachazejici se pouze v oplodi a plodech pomeran¢ovniku
(Citrus sinensis). Dalsim barvivem ze slupek pomerance je
oranzovozluty violaxanthin (Ay. 471, 442, 417 nm).

Kurkumin je nejvyznamnéjsi barvivo nachazejici se
v oddenku kurkumy (Curcuma longa). Kurkuma je koteni
pouzivané po mnoho tisic let a my je zndme jako Zluté
barvivo (E100) zkofeni kari. Péstuje se v Indii, Cing
a Pakistanu; prodava se jako jemné mlety suseny oddenek,
ktery ma kromé charakteristické barvy i vyznamnou vini.
Svétovy obrat se odhaduje na 15 az 20 tisic tun za rok.
Lipofilni zlutooranzovy kurkumin neni rozpustny ve vodé
a ma Apmax 425 nm. Oznacuje se téz jako pfirodni zlut' 3
anebo turmeric yellow. Pouziva se i v medicin€ jako proti-
zanétlivy prostfedek a nové i pro potlacovani projevi
(demenci) Alzheimerovy choroby.

kurkumin
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V pfirodni kurkumé se vyskytuji i slouceniny bez
jedné ¢i obou methoxyskupin, demethoxykurkumin

a bisdemethoxykurkumin.

karthamin

Strukturné je polyenovym barviviim vzdalené piibuz-
ny i karthamin, ktery tvofi pfirozeny prechod mezi nimi
a chalkony. Jeho zdrojem je svétlice barvifska neboli
saflor (Carthamus tinctorius), coz je prastara kulturni olej-
naté rostlina pochézejici z vychodni Indie. Znali ji uZ stafi
Egyptané, Rekové a Rimané. V polovysychavém oleji
dominuje kyselina linolova (n¢kdy nazyvand, ziejmé ne-
spravné, i vitamin F) a olej je tedy velmi vhodny pro lid-
skou vyzivu. Historicky se svétlice pouzivala v barvifstvi,
dnes je jeji pouziti spiSe okrajové. Kvéty obsahuji tfi hlav-
ni glykosidova barviva: ve vodé témét nerozpustny Sarla-
tové Cerveny karthamin a rozpustné ,saflorové zluti“ A

saflomin A

saflomin B
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a B, tzv. saflomin A a B. Je zajimavé, ze anglicky termin
pro oznaceni byrokracie ,,red tape ma pivod v safloru,
ktery se pouzival k barveni ¢ervenych stuzek uzivanych ke
svazovani Ufednich spisti. Karthamin neni stabilni na svét-
le. Pouziva se na barveni tkanin (vlna a hedvabi), potravin,
na vyrobu li¢idel a malifskych barev. Nékdy se pouziva na
barveni ryze, cukrovinek a peciva.

3. Chinonova barviva

Patfi mezi barviva s dlouhou historii. Vzhledem
k struktufe, ktera je ¢asto velmi rozmanitd, mizeme pred-
chozi barviva, tj. karthamin a saflominy, povazovat i za
derivaty s chinoidni strukturou.

Jednim z hlavnich zéstupct této skupiny je alizarin,
ktery se vyskytuje ve formé¢ glykosidu (6’-O-B-D-
-xylopyranosyl-B-D-glukopyranosidu, tzv. ruberythrinové
¢i ruberythrové kyseliny a je tudiz jakozto konjugat roz-
pustny ve vodé) v evropské motené barviiské (Rubia tinc-
torum) spolu s purpurinem, ktery je pfevaznou barevnou
slozkou moteny rostouci v Indii. Izolace vyZzaduje hydro-
Iyzu glukosidového prekurzoru obsazeného v kotenech.
Alizarin poskytuje intenzivni ¢ervenou barvu po interakci
s motidlem, jimz byva alkalicky sulfat (alum, Casto A/u-
men album sulfat [kamenec] hlinito-draselny) a alkalie.
Podle kationu mofidla je vybarveni materidlu rizné¢ od
Cervené, fialové, oranzové, pres lila az ke hnédé. Dilezi-
tost piirodniho alizarinu byla sniZena jeho syntézou (prvé
syntetizované barvivo, jiz 1868). V pfirodé se vyskytuje
ivplevelu zvaném svizel povazka (Galium mollugo)
a svizel vonny (Galium odoratum). Alizarin, dnes vyrabé-
ny uméle, se uziva na barveni textilii, tapet nebo jako ma-

lifska barva.
O OH O OH
! # i! OH l *l ‘ OH
o}

O OH
alizarin purpurin
HO
b‘ OH O
ruberythrinova kyselina

Alizarin je fenolicka (kyseld) sloucenina, ktera mutize
v zavislosti na bazicité prostiedi ztracet jeden nebo dva
protony, a ménit tak usporadani elektronl a v této souvis-
losti i barevnost. Pfi pH pod 10 dochazi k deprotonaci
hydroxyld v poloze 1 a 2 a latka se jevi v roztoku jako
fialova (Anax 565 a 610), pii pH kolem 7 je deprotonovana
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pouze hydroxyskupina v poloze 1 a latka se jevi jako Cer-
vend (Amax 530). V prostfedi kyselejsSim nez pH 5,5 je
oranzova (Ap.x 435) stim, Ze ob&é hydroxyskupiny jsou
protonovéany. Alizarin je tedy pfikladem acidobazického
indikatoru.

Jednoduché barevné chinoidni slou¢eniny se vyskytu-
ji v nékterych plisnich. Hnédy plisiiovy toxin s antibio-
tickymi vlastnostmi fumigatin se vyskytuje v Aspergillus
fumigatus. Bronzové purpurovy spinulosin je sekundarnim
metabolitem Penicillium spinulosum.

o o}
o OH
HO O
OH HO o~
o o
L ) . .
fumigatin d on spinulosin

polyporova kyselina

Ptibuzna je temné fialova polyporova Kkyselina
z Polyporus vidulans, parazitické houby rostouci na du-
bech.

Oftesaky, nas vlassky Juglans regia a ptibuzné jako
J. cinerea, J. nigra, ¢i americké pekany Carya illinoensis
a hikory C. ovata, obsahuji zejména ve slupce ofechu vol-
ny juglon a jeho glykosid, pfipadné glukosid trihydroxy-
naftalenu, ktery po hydrolyze a oxidaci pfechazi na juglon,
tmavé barvivo, pouzivané k barveni na odstiny riiZové
a hnédé. Toto naftochinonové barvivo je znamé také jako
juglandova kyselina ¢i nucin; krystaluje jako zlutooranzo-
vé krystaly (Amax 420) rozpustné v benzenu, alkoholu
a etheru, ale velmi spofe ve vodé. Krystaly se pisobenim
alkalii barvi do tmavofialova a snadno se rozkladaji. Kaz-
dy, kdo nékdy loupal vlasské ofechy, vi, jak dobré je ju-
glon barvivo. Je sice mirn¢ toxicky, ale pouziva se ke sta-
bilizaci nealkoholickych népoji, do opalovacich krémt
a Sampontl.

o o
* oo
OH O °©
juglon lawson

Strukturné ptibuznym naftochinonem je lawson, ktery
je hlavni barevnou slozkou tradi¢niho barviva henna
(hena), coz je prasek z mletych suSenych listl a vyhonkt
kete Lawsonia inermis. Barviva z henny jsou znama tim,
ze velmi dobte absorbuji ultrafialové zafeni ze slunec¢niho
svétla. Henna je znama i tim, Ze si s ni prorok Mohamed
udajné barvil vousy. Dnes se pouziva pro barveni vlas
a ornamentalni tetovani barvi na odstin hnédé ¢i Cerveno-
hnédé. Ro¢ni svétova produkce henny je 9 tisic tun.

Dalsimi  vyznamnymi barvivy jsou  barviva
z kamejnikového (alkanetového) kotene Alkannae radix.
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Ten obsahuje Cervené barvivo alkannin (anchusin, alkane-
tova Cerven) pouZivané v Evropé jiz od pradavna. Pfipra-
vuje se z kofene kamejniku barvitského Alkanna tinctoria,
¢i orchanetu Lithospermum tinctorium jako barvivo pro
kosmetické a potravinarské ucely.

OH O OH 9
OH
S 9@
) <
OH O 0
alkannin lapachol

Strukturné pfibuzny je Zluty lapachol z tropickych
diev stromt Tabebuia impetiginosa a jinych zastupcich
1. Tabebuia, ktery ma také antineoplastické vlastnosti.

0]

5 chimafilin

V plodu Seferdie kanadské (Shepherdia canadensis)
se nachazi zluty naftochinon chimafilin.

Zajimava skupina benzochinonli je z motské fauny.
Spinochromy (ze ,,spino® pro patef a ,,chrome® pro barva)
jsou ziskavany z motskych jezka (Strongylocentrotus dro-
ebachiensis, Eucidaris tribuloides). Jejich struktura je
odvozena od spinochromu E, ktery je substituovan ¢i zba-
ven hydroxyskupiny. Sam spinochrom E ma A.x 533, 497,
462 nm. Ve vysledku ma napt. Eucidaris tribuloides nad-
herné purpurovou barvu.

OH O OH O

HO OH HO -2 *~3-OH
i I i
/7 — 2

HO O‘ OH HO \? |1|/ ~OH
OH O OH O

spinochrom E a ¢islovani atomt

Jak spinochrom D postrada hydroxyskupinu v poloze
7, tak spinochrom C ma acetylovanu skupinu v poloze 3,
echinochrom A ma v poloze 7 misto hydroxyskupiny
ethylovou, dehydroechinochrom mé v poloze 7 misto
hydroxyskupiny ethylovou a hydroxyly v polohach 2 a 3
jsou oxidovany na ketoskupinu. Trimethylechinochrom A
ma hydroxyly v polohéach 2, 3 a 6 methylovany a v poloze
7 misto hydroxyskupiny ethylovou. Zdvojené spinochro-
my jsou pfitomny také. Zajimavosti téchto sloucenin je, ze
pomoci snadno deprotonizovatelnych hydroxyskupin mo-
hou tvofit stabilni soli.

Kosenila, zvana téz sarlat, karmin ¢i magenta, je Cervené
barvivo, pouzitelné i bez motidel. Uziva se pro barveni na
cerveno, rizovo a purpurovo. Jde o pfirodni substanci, ziska-
nou, jak jiz bylo feceno, z rozdrcenych t&l oplodnénych sami-
¢ek hmyzu Cervee nopalového (Coccus cacti ¢i Dactylopius
coccus), ktery zije na opunciich v Mexiku a stfedni Americe.

269

Referaty
O OH | OH O
S0eH I
O OH OH O
O OH OH O
PGS
HO OH
O OH OH O

zdvojené spinochromy

Stejné barvy objevili archeologové v 1800 let staré textilii
nalezené v Judské pousti. Mayové a Inkové pouzivali toto
barvivo jesté pred tim, nez byl hmyz péstovan uméle. Celko-
va rocni produkce tohoto druhu hmyzu je v soucasné dobé
300-350 tun. Je jednou z mala povolenych krasné cervenych
potravinafskych barev (E120) a barvi se ji napf. ndpoj Cam-
pari. Obsahuje dvé hlavni barevné latky: kyselinu kermeso-
vou (Amax 498 nm), kterd je fialovocervena v kyselin€ sirove,
modra v kyselin¢ borité a fialova v alkalickém prostiedi, a
kyselinu karminovou, ¢ernocervenou ve vodé a Zlutou az
fialovou vroztocich kyselin. Kyselina karminovd je
z hlediska organické chemie jeden ze zastupcu tzv. ,,C-
glykosid* v pfirodg.

OH O [0}
I
HO OH
OH O

kyselina karminova

kyselina kermesova

Alkermesova §tava, kermesové (,,chermes®) barvivo
Sarlatové ¢i karminové barvy, tzv. neprava kosenila, je Cerve-
ny prasek vyrabény ze zaschlych samiCek Cervce Kermes
ilicis (diive oznaCovany Coccus ilicis) hmyzu Zijictho na
nékterych druzich dubl v Evropé. Byla dfive uzivana hojné
jako nahrada za drahé barvivo karmin, napf. i starymi obyva-
teli Judeje a Rimany. Chemicka literatura zde mnoho nenapo-
vi, neb existuje znacné zmateni a propleteni pojmui; nejprav-
dépodobné&jsim barvivem, obsazenym v Coccus ilicis, je ky-
selina kermesova, ktera je v fad¢ seridznich literarnich prame-
nil oznacovana synonymem kermes. Nékdy je uvadéna jako
komponenta i kyselina xanthokermesova. Vyznamny rozdil
mezi kermesem a koSenilou lze nalézt v tom, Zze kermes je
oznacovan jako C.I. Natural Red 3 (podle CAS RN 18499-
92-8, kyselina kermesova) a koSenila C.I. Natural Red 4
(podle CAS RN 1260-17-9, kyselina karminova). Pro dovrse-
ni zmatku je znadm v literatufe i mineralni kermes, jimz je
sulfid antimonity a vyrazem ,kermes“ je také oznacovan
maly, stalezeleny evropsky dub Quercus coccifera, na
kterém Cervec Zije.

Strukturné ptibuznymi naftochinony jsou latky z tzv.
lac, hmoty zlutocervené barvy ziskavané z vymésku indic-
kého hmyzu Coccus laccae. Svétovy obchod je zde mensi
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s pouhymi 10 tunami ro¢né. Barvivo obsahuje lacaovou
kyselinu A, B, C a D. Typy A—C se 1i8i jen mélo. Nejhoj-

OH 0 OH
Oy
HO OH
o)

lacaové kyselina A—C lacaova kyselina D
A, R = -CH,CH,NHCOCH;

B, R = CH,CH,OH

C, R = CH,CH(NH,)COOH

Lacaova kyselina D je zvana téz kyselina xanthoker-
mesova a podoba se zna¢né kyseliné kermesové.

arpinkova Cerven

Penicillium oxalicum var. Armeniaca CCM 8242
z pudnich vzorkd produkuje arpinkovou cerveil malinové
barvy, ktera je velmi stabilni.

OH O OH OH O OH
H,;C OH
’ oo
chrysofanova
Kkvseli OH O OH
yselina
hypericin

Chrysofanové kyselina, barvivo z kofent revené bul-
harské (Rheum rhaponticum), se pouziva k barveni do
zluta, oranzova a Cervena. Sama Kkyselina je zlutd (Apax
436, 288, 278, 256 nm) a vaze se dobfe na keratin, proto se
pouziva na barveni vlasi. V naSich krajich rostouci tie-
zalka (Hypericum) obsahuje Cervené, fluoreskujici barvivo
hypericin, ktery miZze vyvoldvat u dobytka citlivost na
svétlo.

4. Indolova barviva

Indigo, jedno znejstarSich ¢Elovékem pouzivanych
barviv, které byvalo vyznamnou obchodni komoditou, je
dnes vytlaeno syntetickymi barvivy. Levi Strauss prestal
barvit svoje montérky zvané ,,jeans* indigem az v 19. sto-
leti. Rocné se ho vyrobi z pfirodnich zdroji asi 50 tun.
Jeho zdrojem je indickd rostlina indigovnik Indigofera
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tinctoria, i I. suffraticosa, ptipadné evropsky boryt bar-
vitsky (Isatis tinctoria), kde se nachazi ve formé glykosidu
indikanu.

0O

H
L=
Ve
Ho d indigo
Struktura (2F)-2,2’-biindol-3,3’(1H,1’H)-dionu  je

formaln€ ptibuzna vyse popsanym chinoniim i proto, Ze se
snadno zapojuje do oxidacné-redukénich reakci. Toto za-
pojeni ma dusledek i prakticky. Jeho redukovana forma
(indigobél) je rozpustna ve vod¢é a mize tak byt nanesena
napf. na latku. Materidl je na vzduchu usuSen, indigobél se
oxiduje a zmodra (Schéma 1). Tim, ze je Spatné rozpustné
ve vod¢, indigo zlistane na latce. Takova barviva oznacuje-
me jako kypova.

Schéma 1

V literatute je uréitd neshoda, zda je indigo trans ¢i
cis. Chemical Abstracts uvadi pod CAS RN 482-89-3 cis-
derivat jako pfirodni indigo (indigotin), uvadi vsak indigo
i pod Cislem 68651-46-7, av§ak bez uvedeni struktury. Pod
oznacenim CAS RN 33934-64-4 je napt. uvedeno N,N’-di-
acetylindigo av8ak v konfiguraci trans. Vypocty moleku-
larni struktury vSak prokézaly, Ze vypoctend struktura je
blize isomeru trans” .

Bromovany derivat indiga, dibromindigo, je zndmé
purpurové barvivo, tzv. punicin anticky (tyrsky purpur)
z meékkysh Murex. Tento, téZ zvany cisafsky (imperialni)
purpur, byl vyrabén jiz starymi FéniCany z ulit ostranek
Murex brandaris, Murex trunculus, Helix ianthina nebo
Purpura lapillus.

(6]
-y
Br N
H o

Dalsim derivatem indolu je betanin z Cervené fepy
(Beta vulgaris subsp. vulgaris var. vulgaris) E162, se kte-
rym se bézné setkavame napi. v jogurtech, které maji vy-
padat jakoby obarvené bortivkami a podobné.

punicin
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betanin N
OH
HO
0
HOw ¢ ... o
HO o  HO
HO 0
&\ “OH
HO  OH
amaranthin

Barvivo je syté tmavocervené a lze jim barvit na od-
stiny rezavé Cervené az ruzové. Barvivo neni pfili§ stalé
a ¢asem bledne. Pti pH béZnych v potravinach nedochazi
ke zménam barvy. V kyselém prostiedi pod pH 3,5 je beta-
nin Cervenofialovy (Am.x 535 nm), v tomto rozmezi pH
dochézi ke zménam disociace a vytvareni zwitteriontovych
struktur, pfi kterych v8ak barva neni vyznamné ovlivnéna.
Pii zménach pH mezi 3,5 a 7,0 se fialovy ton prohlubuje
(Amax 538 nm), coz je spojeno stim, ze fenol za téchto
podminek deprotonuje. V alkalickém prostiedi se dusik
v Sesticlenném kruhu pfi pH 9,0 aZz 10,0 zbavuje protonu
a prechazi z kvarterniho na normalni trojvazny; barva se
zmeéni na fialovou (A 544 nm). Deprotonace hydroxyla
cukerné ¢asti v silné alkalickém prosttedi (pH 12—-14) na
barevnost nema vliv.

Vedle betaninu a isobetaninu (ma opacnou konfigura-
ci na uhliku oznaceném hvézdickou) je v fepé pfitomen
jesté zluty vulgaxanthin I a II.

Betaninu podobné ¢ervenofialové barvivo amaranthin
je z laskavce (amaranthu), ktery se péstuje jako obilovina
pro velmi jemny Skrob a vysoky obsah bilkovin. U nas
jsou znamé ozdobné kultivary. VSechny jsou zaclenovany
do skupiny betacyanini. Syntetické barvivo amaranth CAS
RN 915-67-3 je vsak odlisné struktury.

Ho oi
vulgaxanthin strukturni fragment melaninu O P
I, R=0H
II, R = NH, OH
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Mezi indolova barviva fadime i melaniny, které zpu-
sobuji tmavé zabarveni pefi, klize, Supin, oci, nekterych
vnitinich membran, kutikul hmyzu, hliny a nékterych hub.
Albini melaniny netvofi.

5. Pyranova barviva

kyaniny (lat. anthos — kvét), obecné se vyskytujici jako
glykosidy, jejichz kombinace mohou byt nejriznéjsi. Nej-
beéznéji jsou glykosylovany v polohach 3 a 5, zfidka 7, 3’
a 4’. Jejich barva je tmava, napf. ¢ervend, modra a fialova.
Jejich barevnost a barevna modifikovatelnost je jednim
z divl pfirody, kterd nas obklopuje. Zajimavé je i to, jakou
bohatost barev dokazala pfiroda stvofit z nékolika aglyko-
nil, které jsou rizné€ konjugovany s cukernymi zbytky.
Jako cukerna slozka se uplatni D-glukosa, L-rhamnosa,
D-arabinosa, rutinosa (a-L-rhamnosyl-(1—6)-D-glukosa)
a soforosa (B-D-glukosyl-(1—2)-D-glukosa).

¢islovani anthokyanidin®i

Kyanidin mé& v kyselém prostfedi cervenou barvu
(kvéty ruze Rosa, plody tfesn¢ Cerasus avium, brusinky
Rhodococcum vitis-idaea, aj.) a v alkalickém modrou
(chrpa modrak, Cyanus seqetum), opét se zde uplatni zna-
my efekt, kdy se zménou pH dochézi k protonacim a de-
protonacim a tim k pteskupovani elektrond interagujicich
s fotony viditelného svétla. Barevnost je v piipadé obdivo-
vanych barev podzimniho listi, ve kterém degraduje chlo-
rofyl a vystupuji m.j. karotenoidy, ovlivnéna i komplexaci
s kovy a skladanim barevnych molekul do supramolekular-
nich uskupeni. Proto je paleta podzimu tak rozmanitd
v zavislosti na kyselosti a alkalit¢ ptid a obsahd rtiznych

kationtd v nich.
OH
HO. o. O
O X OH | cr
Z>oH
OH

kyanidin

Jak je vidét z ptipojenych vzorcd, jsou tyto latky ob-
vykle zndzorilovany jako oxoniové soli. MiZze to byt
i proto, ze jsou po izolaci z protického prostiedi jako soli
izolovény a takto i charakterizovany.

cr

OH pelargonidin
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pH < 3, Cerveny

3-0-B-D-glukopyranosylkyanidin

OH

kyanin, 3,5-di-O-B-D-glukopyranosylkyanidin

Dalsimi zastupci anthokyanind jsou Cerveny pelargo-
nidin z pelargonie Pelargonium, hnédy delfinidin
z ¢erveného vina a jeho temné purpurovy glukosid myrtil-
lin, posledni se vyskytuje téz ve violce Viola tricolor .

OH
onl| ©r
OH

HO oL
AN
I

OH

delfinidin

peonidin

Peonidin z tmavocervenych pivoneék Paeonia offici-
nalis, je aglykonem peoninu. Peonidin je cervenohnédy
malo rozpustny ve vod¢ a jeho alkoholovy roztok je purpu-
rové ¢erveny. Sedohnédy petunidin z petinii Petunia hyb-
rida a vitodu hotkého kratkoktidlého (Polygala amara
subsp. brachyptera) je aglykonem petuninu, ktery je
v pevném stavu fialovy s médénym leskem.

petunidin

Malvidin se nachazi ve formé ¢ervenohnédého diglu-
kosidu malvinu v prvosenkach (Primula) a slézu lesnim
Malva sylvestris a jako monoglukosid v modrém hroznu
z révy (Vitis vinifera). Po rozpusténi v methanolu je roztok

OH OH

pH =
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OH OH

OH OH

7-8, fialovy pH > 11, modry

zprvu purpurovy a postupné zn€ho vypadavaji Cervené
krystaly, které jsou vSak v prochazejicim svétle fialové.

OCH,
OH
90
HO. O Oy ocH,| CF B
A on malvidin
OH

OH

HO o [ I
. |
katechin mOH

OH

OH

Podobné jako morin (viz dale) se v barevnych die-
vech vyskytuje svétle riizovy katechin, pouzivany proto, Ze
na vzduchu hnédne, jako laciné hnédé barvivo. Tento
flavonoid se nachazi jako (+)-katechin spolu s isomerem
(-)-epikatechinem (ktery je cis, tj. konfigurace hydroxylu
je opacna). Nachazi se v dieve khadiru ¢i gambiru Acacia
catechu a dievé mahagonu neboli svitenie Swietenia.

Svétle rtizovy (-)-epikatechin je soucast listovych
flavanoli, které tvoii podstatnou ¢ast fenolickych slouce-
nin v ¢aji vyrabéného z listd kamélie ¢inské ¢i ¢ajovniku
¢inského Camellia sinensis, a které jsou odpovédné za
charakteristickou barvu a chut’ ¢aje. K dal$im patii theafla-
vinova kyselina, theaflavin a jeho estery s kyselinou gallo-
vou.

HO\@OJ“\‘

“OoH OH theaflavin
OH

Anthoxanthiny jsou s anthokyaniny pfibuzné tak, Ze
v poloze 4 maji karbonylovou skupinu. Nejsou tak tmavé
barvy, pfevazné jsou zluté (xanthos) az hnédé, nékdy do
oranzova. Jsou déleny na flavonoly a flavony, které navic
postradaji hydroxyl v sousedstvi karbonylu (v poloze 3).
Prispivaji k barevnosti fady rostlin, jejich plodd a diev. Je
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theaflavinova kyselina

vSeobecné znamo, ze rizna barva, viin€ a tvar kvétu pfita-
huje jiny typ opylovaci, vztah mezi barvou kvéti a typem
opylovace je alespon Casteéné zavisly na obsahu téchto
barviv. Podivejme se nejprve na zastupce flavonoll.

OH

myricetin

kempferol

Myricetin a jeho 3-glukosid se nachazeji v rybizu
(Ribes). Kempferol a jeho 3-glukosid pfispivaji
k barevnosti plodii rybizu a broskvoné obecné (Persica
vulgaris).

Kvercetin z vnitini kiry dubu Quercus velutina, je
oranzovohnédy a vyskytuje se také v chmelu, ¢aji, kastanu
jirovei madalu. Je to aglykon rutinu z routy vonné (Ruta
graveolens) a jeho biologicka uc¢innost je velmi zajimava,
neb ovliviiuje prichodnost bunééné stény. Rutin byva
oznacovan jako vitamin P a pouziva se k léCeni zvySené
lomivosti a propustnosti krevnich vlase¢nic, poruch funkce
zil dolnich koncetin a pii hemoroidech.

OH .
OH rutin
OH

Rutin je svétle Zluty a malo rozpustny ve vode. Obsa-
zen je i v tebricku Achillea a jinanu dvoulalo¢ném Ginkgo
biloba ¢i pohance seté (Fagopyrum esculentum) a mnoha
dalsich rostlinach.

kvercetin kvercitrin

Kvercetin je aglykonem kvercitrinu; je glykosylovan
obvykle v poloze 3. Pokud je glykosylovan D-galaktosou
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najdeme jej v jabloni (Malus domestica), L-rhamnosou
tamtéz a navic v Svestce (Prunus domestica), réveé vinné
(Vitis vinifera) a jinanu, D-glukosou tamtéz a navic
broskvoni (Prunus persica), merunice (Prunus armeniaca),
Svestce, tfesni ptaci (Cerasus avium), rybizu.

Kvercitrin je ZlutooranZova latka izolovand m.j.
z jinanu, ziejmé nejstarSitho dosud Zzijiciho druhu stromu,
podle geologickych udajii druhu starého 150-200 mil let.
Cinsti mnichové jej povazovali za svaty strom, protoze
jeho 1écivé schopnosti jsou velmi zajimavé a droga se pou-
ziva jako 1€k m.j. i pti Alzheimerové chorobé. Jinan patii
k nejlépe prozkoumanym lécivym drogdm na svéteé, ziejme
pro svoje vyznamné farmakologické ucinky, za které zod-
povidaji zejména flavonoidy a terpenické slouceniny. Kro-
m¢e rutinu a kvercitrinu obsahuje listova droga jinanu kem-
pferol a isorhamnetin.

OH

fustin

Morin je dal§im zastupcem flavanolovych barviv,
ktery se nachazi v dfevech stromt a ktery se pouziva
v chemické laboratofi. Postfikuji se s nim desticky TLC,
aby je bylo mozno detegovat UV svétlem. Morin
v ultrafialovém svétle fluoreskuje a tam, kde je na desce
skvrna adsorbované latky, je tato fluorescence zhasena. Je
rozpustny v alkoholu a pouzivd se k barveni viny. Jako
ptiklady ptirodniho vyskytu uved'me dieva stromt chle-
bovniku zakii Artocarpus heterophyllus, maklute Maclura
pomifera, fustiku Chlorophora tinctoria (také zvaném
Maclura tinctoria anebo Morus inctoria) z Ameriky,
aindické moruse Morinda citrifolia z Asie. Ve Zlutém
dievé Morus inctoria se vyskytuje volné nebo ve formé
vapenaté soli; vodny extrakt tohoto dfeva se pouziva
k barveni cigaret a doutnikii. V nekterych dievech se vy-
skytuje spolu s fustinem (dihydrofisetinem). Tato dieva
jsou dnes relativné vzacnymi komoditami.

fisetin

myricitrin
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Zluty flavonoid fisetin je piitomny v kife a dfevéd
mnoha stromtl; izolovan byl napt. z Rhus cotinus, ruj vla-
satd. Zluty myricitrin byl izolovan z kiry myrty Myrica
nagi.

galangin rhamnetin

Lehce zluty galangin je izolovan z kofent galangy,
Alpinia  officinarum. Zluty rthamnetin je aglykonem
xanthorhamninu, vyskytuje se v plodech fesetlaku pocisti-
vého Rhamnus cathartica.

OH
HO., O 0 o
LI
HO” > “OH 0, —0
OH OH O Q OH
HO' o > .
HO ©OH robinin
HO  OH

myricetin

Zluty robinin je dimorfni flavonoid izolovany z listt
akvéth trnovniku (akatu) bilého Robinia pseudacacia.
Zluty myricetin se vyskytuje v kiife stromu Myrica nagi.

Dalsi skupinou jsou flavanoly, jejich barva je obvykle
také zluta. Nejjednodussim zastupcem je flavon.

Zluty (Amax 350, 405 nm), ve vodé nerozpustny flavon
byl izolovan zprvosenky zahavé Primula malacoides,
Franch., apigenin téZe barvy byl izolovan z petrzele Petro-
selinum crispum, celeru Apium graveolens a hefmanku
Matricaria recutita.

flavon apigenin
HO\(B) OCHj3
HO >0 o0 ° g OH
OH . . H
HO" “OH
OH OH O
hesperidin
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Zluty malo rozpustny ve vodé hesperidin, téZ zvany
cirantin, byl izolovan z citrust, citront (Citrus limon)
a pomerancu (Citrus sinensis). Hesperetin téze barvy je
jeho aglykonem.

chrysin

Zluty chrysin se nachazi ve vnitinich &astech dfeva
douglasek Pinus monticola. Uvadi se jeho vyskyt
i v kvétech topolu bilého Populus alba.

luteolin

diosmetin

Diosmin a jeho aglykon diosmetin jsou Zluté latky,
které se vyskytuji napt. v citronech Citrus limon. Struktur-
né blizky demethylovany Zluty luteolin, téZ zvany digi-
toflavon, je ve formé 5-glukosidu, galuteolinu, izolovan ze
semen jestfabiny lékaiské Galega officinalis, a zluty luteo-
lin 7-glukosid, zvany cynarosid, se nachazi v febricku
obecném Achillea millefolium. Nat rytu barvifského, reze-
dy (Reseda luteola) a kruCinka barvitska Genista tinctoria
v listech a kvétech obsahuji zluté barvivo luteolin, které se
pouziva k barveni latek (napf. platna a viny).

HO\C(i

g o

HO™ >0 0 O
OH o “'OH

OH

OH

OCH;,
o
|

diosmin

Vyse zminény piirodni flavonovy glykosid, rhamno-
glykosid diosmetinu, je izolovan z fady zdrojti, mimo cit-
ronovou kiru (Citrus limon) z routovité Zanthoxylum avi-
cennae a kvéth novozélandského stromu jerlinu kowhai
(pelu-pelu) Sophora microphylla.

Zluty isoflavonovy pigment santal je ptitomen jako
jedna zbarevnych latek v santalovém dreveé (Santalum
album).

Déle se v santalovém dfeveé nachazeji i Cervené santa-

tim. Santaliny jsou jakoZzto fenoly rozpustné v alkaliich
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R= OH, santalin A,
R= OCHg3;, santalin B

a organickych rozpustédlech, ve vodé nikoli. Ro¢ni svéto-
va produkce dieva je 50 tun.

.00
o)

ﬁ/ \

o]
o]
(o]

HO °

HO™ “OH

OH

asperulosid haematoxylin

Zluty asperulosid zvany téZ rubichlorova kyselina se
naléza ve svizeli vonném Galium odoratum a svizeli pfitu-
le Galium aparine. Vnitini ¢ast dfeva stromu Haematoxy-
lum campechianum obsahuje cca 10 % bezbarvé slouceni-
ny, haematoxylinu, ktery m.j. vynika tim, Ze je 12 X sladsi
nez sacharosa. Tato slouCenina na vzduchu oxiduje na
cerveny az fialové modry haematoxein (haematein). Svéto-
vy ro¢ni obrat je cca 600 tun difeva. Alkoholicky roztok
haematoxylinu (0,2 %) se pouziva jako indikator. Je zluty
az oranzovy v kyselych roztocich a purpurovy v alkalic-
kych. Jeho roztok se také pouziva k barveni mikroskopic-
kych preparat. Cerstvé piipraveny roztok haematoxylinu
nebarvi. Pokud je vSak oxidovan na haematein, je mozno
jej pouzit s amoniakovym motidlem, které urychluje zrani
barviva, k barveni na &erveno. Pokud takto obarvenou
latku vypereme ve vod¢, zmodra.

HO
‘i O
0]

OH

brazilin brazilein

Americké dievo ,,brazilwood“ Caesalpinia echinata
obsahuje ve vodé rozpustnou slouceninu, brazilin, ktera
pfechazi oxidaci na cervené barvivo brazilein. Pouzitim
ruznych motidel 1ze barvit jeho pomoci na jasné Cerveny
odstin. ,,Brazilwood“ byl ve stfedovéku jednim z nejdi-
lezitéjsich barviv. Jeho slava skoncila v 19. stoleti a dnes
je jeho produkce zanedbatelna.

rottlerin

Referaty

Stale zeleny ket Mallotus philippensis, kamalsky
strom opici tvafe, vylucuje z plodl Cerveny rottlerin, ktery
I1ze izolovat i z kofenu této rostliny. Svétova produkce
tohoto kdysi populdrniho barviva neni zndma. Zaradit jej
mizeme i mezi rostlinné chalkony.

Na zavér této kapitoly uved'me vyssi homolog pyro-
nu, xanthon a jeho derivaty. Patii k nim gentisin.

O OH

L0
entisin
o) OCH; g

Gentisin je svétle zIuté xanthonové barvivo z kotentl
hoice Gentiana sp. 0 Amax 410, 315, 275 a 260 nm, které
charakteristicky barvi pravou slovenskou ,,korefiovici‘.

Zajimavé jsou pfirodni barvy ,,Anka“ (ang-kak), které
se pouzivaji v potravinaistvi, ovSem mimo Evropu a USA,
majici ptivod v houbé Monascus, ktera se hojn¢ vyskytuje
v mnoha variacich, napf. na bramborach, ryzi a jinych
potravinach.

Vyskytuji se v fad¢ variant, napt. R = CsH;;, X =0
purpurovy rubropunctatin, X = NH oranzovy rubropuncta-
min, R = C;H;s, X = O oranzovy monascorubrin a X = N
purpurovy monascorubramin. Strukturné ptibuzné ankafla-
vin a monascin jsou zZluté.

6. Oligopyrrolova barviva

Mezi nejznaméjsi oligopyrrolova barviva patii zelené
chlorofyly z rostlin, jez se UcCastni fotosyntézy, a Cerveny
hem zhemoglobinu, ktery se ucastni pienosu kysliku.
V organismu je hem vazan na bilkoviny, jako naf. globin
pfes histidinovy zbytek.

H2C

HsC

HsCO—~}, Yo
0

R4 Ry, Rj
Chlorofyl 2 CH3 CH,CHj3 X
Chlorofyl b CHO CH,CHj X

x= \/YOMY\MCHS
O | CHs CH, CH, CH,
propionova kyselina fytyl

chlorofyl
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HaCx CH,
H,C i on,
H,C CHjy
HOOC COOH hem

Hemoglobinu je strukturné podobny myoglobin, coz
je jednotetézcovy hemoprotein, sekvencné i konformacné
homologni s B-podjednotkou hemoglobinu. Myoglobin je
¢ast sarkoplazmatického proteinu svalu a je odpovédny za
vice nez 90 % barevnosti masa. Jeho koncentrace ve sva-
lech je proménliva. Je ve vod€ rozpustny, téZ se rozpousti
ve zfedénych roztocich soli. V obou se na atom zeleza
v hemu mtize vratn€ vazat molekula kysliku.

billiverdin

Billirubin (piSe se i s jednim 1) je hlavni barvivo Zluci,
je oranzové Cerveny a tvoii se oxidaci hemu. Vyskytuje se
konjugovan jako glukuronid. Zeleny billiverdin je také ze
zluci.

HsC

sterkobillin

(-)-Sterkobillin je jeden z oranzové zlutych urobilli-
nd, ktery se tvoii ve stievech dal$i obménou metabolitil
hemu.

fykocyanobilin
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OH

OH

5 fykoerythrobilin

Biliny fykocyanobilin a fykoerythrobilin jsou ptipoje-
ny k cystinovému zbytku apoproteinu thioetherovou vaz-
bou. Jsou to Cervena a modra barviva ze tii oddéleni fas,
Rhodophyta, Cyanophyta a Cryptophyta. Jsou to chemicky
tzv. tetrapyrroly s otevienym kruhem, jsou déleny podle
barevnosti na modré fycocyaniny, cervené fycoerythriny
a lehce modré allofycocyaniny. Tyto pigmenty z fas maji
do budoucna velky potencial jako ptirodni barviva potra-
vin, kosmetiky a 1é¢kt. Fycoerythrin se pouziva jako fluo-
rescencni znacka v imunochemii.

7. Pteridinova barviva

Skupina barviv patficich mezi pteriny je odvozena od
bicyklického heterocyklu pteridinu. Prvy zluty pigment byl
izolovan z kiidel motylt (fad Lepidoptera) jiz v roce 1889,
skupina téchto pigmenti byla nazvana pteridiny (pteron =
fecky ktidlo). Pomérné vysoké koncentrace pterinit se
nachazeji jako pigmenty u hmyzu, obojzivelnikl, plazi

aryb.
N
AJ\/'[
H,NT N7 ONTY
H H
O

erythropterin

Z N
>

pteridin

COOH

Cerveny erythropterin a luty leukopterin jsou obsa-
zeny v kiidlech motyld, barvé mlokd a moifském plankto-

nu.
OH (0] H
HZNJ\\N N” “OH HzN)\\N N~
leukopterin xanthopterin

Oranzovy xanthopterin se kromé motylich ktidel vy-
skytuje i v krabech, hmyzu a lidské moci.

Riboflavinova zlut, derivat pteridinu, oznacovana téz
jako E101 anebo vitamin B2, fluorescentni zluté barvivo
(flavus je latinsky zluty), se volna nachazi pouze v retiné
oka. Naléza se v pfirodnim materialu konjugovana jako
riboflavin monofosfat v jatrech, tu¢nych rybach (rybim
tuku/oleji), mlécném tuku, tuénych mléénych vyrobceich,
zloutcich, avokadu, ustficich, ofeSich, lusténinach, zrni,
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brokolici, Spenatu, chiestu a podobné; pfipadné se vysky-
tuje také jako flavinadenindinukleotid (FAD).

8. Isochinolinova barviva
Koten krvavénky Sanguinaria canadensis se jiz
v prehistorickych dobach pouZzival k barveni na oranzovo,

ruzovo a ¢erveno. Krvavé Cervenou $tavu mizeme dostat
z oddenku rostliny.

berberin

sanguinarin

Stéva obsahuje isochinolinové alkaloidy, jmenovité
sanguinarin (bezbarvy alkaloid, jehoz soli jsou Cervené; je
antimikrobialni a ucinkuje proti plaku) a tadu dalSich,
vcetné zlutého berberinu. Jedovaty berberin je obsazen
také v keti diistalu obecném (draci) Berberis vulgaris,
vlastovicniku vétSsim Chelidonium majus (se sanguinari-
nem) a orlicku obecném Aquilegia vulgaris.

9. Ostatni barviva

Orcein je smési latek s fenoxazonovou strukturou
typu  hydroxy-orceinli, amino-orceini a  amino-
orceinimind, z nichz napft. derivat R’,R’”’=OH, R’’=H,, se
nazyva o-hydroxyorcein.

HO
L L e
AN
e
R’ O R"

orcein
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Orcein a orchil jsou barviva z tzv. archilu, lisejnika
Rocella tinctoria, Ochrolechia tartarea (syn. Lecanora
tartarea), Everina prunastri, z druhQ Parmelia, Umbilica-
ria a Lasallia. Obecné jde o smés Cervenych, purpurovych
a fialovych barviv, ziskdvanych z liSejnikii ptsobenim
amoniaku.

10. Piehled potravinaiskych ,,é¢ek*

Vzhledem k tomu, Ze nas pfirodni i synteticka barviva
obklopuji ze vsech stran, je jejich pouziti v mnoha vyrob-
cich regulovéno. Znakem takové regulace je jednak evi-
dence povolenych barviv a na strané druhé stanoveni po-
volenych koncentraci. Z diivodii snadné evidence maji
potravinaiské barvy pridéleny evidenéni symboly, které je
charakterizuji. Uvadime seznam téchto  symboll
s uvedenim vyznamu.

E100, kurkumin; E101, riboflavin (vitamin B1) a ri-
boflavin-5’-fosfat; E102, tartrazin; E104, chinolinova Zlut’;
E107, zlut 2G; E110, oranzova zlut' S (zlut SY); E120,
karmin pravy (koSenila); E121, citronova Cerven 2; E122,
azorubin; E123, amarant; E124, koSenilova Cerven A
(ponceau 4R); E127, erytrosin, E128, cerven 2G; E131,
patentni modf V; E132, indigotin (indigokarmin); E133,
brilantni modi FCF; E140, chlorofyly (i) a chlorofyli-
ny (ii); E141, chlorofylové (i) a chlorofylinové (ii) kom-
plexy s obsahem médi; E142, brilantni zelen kysela
(lisaminova zelen); E143, fast green FCF (stala zelend);
E150, karamel; E151, ¢ern brilantni BN; E153, medicinal-
ni uhli; E154, hnéd FK; E155, hnéd HT; E160a, alfa, beta,
gama-karoten (provitamin A); E160b, bixin, norbixin
(Annato, Orlean); E160c, kapsantin (kapsorubin, papriko-
vy extrakt); E160d, lykopen (rajcatova zlut)); E160e, beta-
-apo-8-karotenal; E160f, ethylester kyseliny beta-apo-8-
-karotenové; El6la, flavoxantin; E161b, lutein; El6lc,
kryptoxantin; E161d, rubixantin; El6le, violaxantin;
E161g, kantaxantin; E162, betanin (Cerven z Cervené fe-
py); E163, antokyany; E166, santalové dfevo; E170, uhli-
Citan (i) a hydrogenuhli¢itan (ii) vapenaty; E171, oxid
titani¢ity; E172, oxidy a hydroxidy zeleza (hnédy, Cerve-
ny, zluty, ¢erny); E173, hlinik; E174, stiibro; E175, zlato;
E180, rubinovy pigment (litholrubin BK).

11. Zavér

Nahlédnuti do kuchyné pfirody, kterd v nepieberné
knihovné sekundarnich metabolitti stvotila i latky, které
jsou barevné a jako barviva i Casto slouzi, je drobnou po-
mickou, kterd muze byt vyznamna pro potravinarského,
farmaceutického (jak je napf. uvedeno v odstavci 1.2.), €i
kteréhokoliv chemika, nebot’ mize napomoci §ir§imu vyu-
ziti citovanych latek v ramci ,,obnovitelnych zdroju‘ zele-
né chemie. Vycet barviv zde uvedenych je nutno brat jako
ukazku nékolika zajimavych ptikladd ilustrujici nepieber-
nou krasu chemie ptirodnich latek, které mohou byt pova-
zovany za typické ptiklady, a nikoli jako vycCerpavajici
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prehled. Pro dalsi informace odkazujeme na uvedené lite-
rarni zdroje. QBFFFQS.

zhkumného zdméru C.

Autori timto dékuji MSMT za podporu v ramci vy-
MSM6046137305. Dale dékuji

doc. RNDr. Lubomiru Opletalovi, CSc. za vyznamnou po-
moc se spravnou botanickou nomenklaturou.
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